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Resumen

La “solitaria”, la Taenia solium adulta usualmente vive como Unico individuo en
el intestino delgado de los humanos, es hermafrodita y se autofertiliza. Los
mecanismos de variacion genética no se conocen con exactitud, sin embargo
podrian ser Utiles para rastrear la transmision del parésito. Este estudio explora la
variabilidad genética de T. solium utilizando microsatélites en dos estudios. El
primero explora la variabilidad genética de cisticercos extraidos de cerdos
infectados experimentalmente, para ello se infectaron dos grupos de tres cerdos
cada uno con proglotis de dos parasitos adultos de T. solium genéticamente
diferentes. Posteriormente, explora la epidemiologia genética y transmision en
cerdos infectados naturalmente y tenias en una comunidad rural de Piura, PerQ. En
el primer estudio, 92.3% cisticercos de una tenia; y 100% cisticercos de la otra,
tuvieron exactamente el mismo genotipo que la Taenia parental, sugiriendo que
los microsatélites serian una herramienta promisoria para el estudio de la
transmision de T. solium. En el segundo estudio, se encontrd que cuatro cerdos
tenian cisticercos de un solo genotipo, y cuatro cerdos tenian dos tipos de
cisticercos, sugiriendo una posible infeccion multiple con tenias distintas
genéticamente. Seis cerdos tenian cisticercos con un genotipo que correspondia
exactamente a una de las Taenias identificadas, sin embargo, la asociacion de
distancias genéticas con las distancias geogréaficas entre ellos no fue
estadisticamente significativa. Estos resultados sugieren que los microsatélites
podrian constituir una herramienta potencial para rastrear la dispersion de la
infeccion y para ubicar las fuentes de infeccion de cerdos con cisticercos con

genotipos parentales compartidos.
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Abstract

The adult Taenia solium, the pork tapeworm, usually lives as a single individual
in the small intestine of humans, its hermaphrodite and self-fertilizes. Mechanisms
of genetic variation in T. solium are poorly understood, but could be useful for
tracing parasite transmission. This study explores the genetic variability of T.
solium using microsatellite markers in two studies. The first study explored the
genetic variability of T. solium from cysticerci recovered from experimentally
infected pigs. Two groups of three piglets were each infected with proglottids
from one of two genetically different tapeworms. It then explored the genetic
epidemiology and transmission in naturally infected pigs and adult tapeworms
from an endemic rural community in Peru. In the initial study on experimental
infection, 92.3% of cysts originated from one tapeworm, and 100% of cysts from
the other had exactly the same genotype as the parental tapeworm, suggesting that
the microsatellite markers may be a useful tool for studying the transmission of T.
solium. In the second study, we found that four pigs had cysts with only one
genotype, and four pigs had cysts with two different genotypes, suggesting that
multiple infections of genetically distinct parental tapeworms are possible. Six
pigs harbored cysts with a genotype corresponding to one of the identified
tapeworms from the human carriers, however the association between genetic
distances and geographic distances was not statistically significant. We conclude
that microsatellites constitute a potentially important tool to trace the spread of
infection and pinpoint sources of infection as pigs spread cysts with a shared

parental genotype.
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I Introduccion

La teniasis/cisticercosis es una zoonosis que afecta a humanos y cerdos. Es
causada por el parasito Taenia solium, cuyo estadio adulto se hospeda en el
hombre, causando teniasis y el estadio larvario o intermedio se hospeda en el
cerdo, causando cisticercosis. EI hombre puede infectarse accidentalmente con la
larva de T. solium, desarrollado cisticercosis humana. Si la larva infecta el
cerebro, se conoce como neurocisticercosis, y es la principal causa de epilepsia en

adultos en zonas endémicas (1).

T. solium esta presente en zonas rurales donde se crian cerdos al pastoreo y no
existen condiciones sanitarias adecuadas, haciendo propicia la transmision
constante en la comunidad. Actualmente no se conoce otra fuente de infeccion de
este pardsito, y debido a sus caracteristicas ha sido listada como una de las 7

enfermedades con posibilidad de ser erradicada del planeta (2, 3).

Por su importancia en la salud publica y por lo anteriormente descrito, se realizan
numerosas investigaciones e intervenciones para lograr su control y/o eliminacion
de las zonas endémicas de América Latina y Africa principalmente; con resultados
iniciales positivos pero pasajeros o no concluyentes, debido a la reintroduccion
del parésito (4-10). Especificamente, el Grupo de Trabajo de Cysticercosis en
Peri (CWGP, por sus siglas en inglés Cysticercosis Working Group in Peru) ha
realizado intervenciones en el norte del pais, logrando eliminar el parésito, con
intervenciones coordinadas dirigidas en humanos y cerdos, en el 95% de
comunidades intervenidas en un area de 100,000 habitantes en el departamento de

Tumbes (11, 12). Sin embargo vigilancias posteriores al término de las



intervenciones han indicado que puede haber re-introduccion del paréasito (12, 13),
y que el mantenimiento de eliminacion en esta region requiere una comprension
completa de la dindmica de transmision y los mecanismos de dispersion de huevo
con el fin de optimizar la eficiencia de las intervenciones. Asi mismo, para
replicar la intervencion y para la posible exportacion de la estrategia a otros

lugares endémicos, esta deberia estar basada en fundamentos teoricos sélidos.

En este sentido, las herramientas moleculares constituyen un instrumento
apropiado para esclarecer aspectos desconocidos de la dinamica de la transmision.
Los marcadores moleculares, tales como los microsatélites han probado ser utiles
en el estudio de los patrones de dispersién de algunos parasitos, caracteristica que
los haria eficientes para la determinacion del origen de un brote (14). Asi por
ejemplo en el caso del Echinococcus multilocularis, un cestodo cercano a T.
solium, el marcador molecular EmsB, microsatélite de peculiar naturaleza que
consta de repeticiones de repeticiones, ha ayudado a esclarecer patrones de

dispersion en Europa, incluso a nivel local en Italia, Francia, entre otros (15-17).

En el caso de T. solium, se ha descrito poca o nula variabilidad genética utilizando
marcadores convencionales tales como los genes mitocondriales (citocromo
oxidasa 1, citocromo b) o los marcadores nucleares (AgV1y Ag2), probablemente
debido a su naturaleza hermafrodita y al tipo de reproduccién de autofertilizacion
(18-20). Sin embargo, utilizando la técnica RAPD (del inglés: Random Amplified
Polymorphhic DNA), se pudo demostrar que existe variabilidad genética en T.
solium en comunidades rurales de México (21-23); no obstante, se sabe que esta
técnica no es reproducible (24) y tampoco seria posible estudiar la transmision

genética de una generacion a otra. Existe, por tanto la necesidad de contar con



marcadores de evolucion rapida que exhiban mayor polimorfismo, pero a su vez
que sean reproducibles. Recientemente se ha identificado un grupo de marcadores
moleculares microsatélites con potencial para el estudio de la genética de
poblaciones, pues se ha logrado diferenciar poblaciones del norte y sur del Per(

(25).



Il Planteamiento del problema

Actualmente, no se conoce con exactitud la dindmica de transmision de T. solium
en comunidades endémicas. Los marcadores microsatélites identificados en el
genoma del parasito, a diferencia de los utilizados en estudios previos, revelan que
si es posible diferenciar genotipos circulantes en regiones endémicas en Perd,
especificamente entre las regiones de Tumbes y Puno (25). Asi mismo se
evidencio variabilidad genética en muestras de parasitos de una misma region
indicando, por tanto, que los marcadores microsatélites podrian ser Utiles para el
estudio de la dindmica de transmision de este parasito a nivel regional, y
posiblemente a nivel local en las comunidades. Sin embargo, a la fecha, no se
cuenta con una herramienta que permitan identificar de manera precisa
poblaciones de cisticercos en cerdos y establecer relaciones genéticas de
consanguinidad con tenias en un area geografica delimitada (14) y establecer

relaciones entre ellos.

Por ello, en el presente estudio se propone, en primer lugar, investigar la
variabilidad genética de la progenie de un paréasito adulto, de manera que se pueda
establecer si la progenie tiene el mismo genotipo o en qué medida este se ha
diferenciado de manera espontanea de la tenia parental. Teniendo conocimiento
de la variacion espontanea de la progenie de una tenia adulta, en el segundo
estudio de este trabajo, se analiza la variabilidad genética de cisticercos aislados
de cerdos infectados naturalmente en la comunidad, y la compara con la
variabilidad genética de tenias aisladas de habitantes de la misma comunidad.
Esto nos permite comprender mejor la dinamica de la transmision de la

cisticercosis porcina en una comunidad endémica. Este primer ensayo brinda



informacion para el segundo ensayo, en el que se observa la variabilidad genética
de la cisticercosis porcina y la teniasis humana en un d&mbito natural, como es una
comunidad rural endémica en el norte del Peru para establecer origen o posibles
rutas de transmision de T. solium en la comunidad. Con ello se espera establecer
la utilidad de los microsatélites especificos TS_SSR09, TS SSR27, TS_SSR28 y
TS_SSR32, para la genotipificacion de T. solium y para establecer el vinculo
genético entre tenias recuperadas de humanos y de cisticercos aislados de cerdos

en una comunidad.



Il Marco tedrico

Taenia solium, comunmente conocido como solitaria, es un parasito platelminto,
de la clase cestodo (Figura 1). En el Anexo 1 se muestran la taxonomia completa
y su relacién con otros parasitos de interés. T. solium produce la enfermedad
denominada cisticercosis que afecta a los cerdos y a los seres humanos. La
enfermedad se adquiere cuando las larvas de T. solium infectan los tejidos
musculares o cualquier parte del cuerpo, incluyendo el cerebro, causando
neurocisticercosis (NCC) (1, 26). La NCC es la principal causa de epilepsia en

adultos en paises endémicos, como el nuestro (27-29).

Reino: Animalia
Filo: Platyhelminthes
Clase: Cestoda

Subclase: Eucestoda
Orden: Ciclophyllidea

Familia: Taeniidae
Género: Taenia
Especie: Taenia solium

Figura 1. Clasificaciéon Taxondmica de Taenia solium

I11.1 Ciclo de vida de Taenia solium

El ciclo de vida de T. solium incluye la participacién del hombre como hospedero
final y el cerdo como hospedero intermediario (Figura 2). Aunque se ha
encontrado animales silvestres infectados con cisticercosis, no se conoce otro
hospedero intermediario ni otra fuente o reserva infecciosa en la naturaleza. El

parasito adulto, denominado solitaria, parasita el intestino humano . En el



hombre no produce mayores molestias. Se desarrolla, llegando a medir hasta 8m
(30). Se encuentra adherido al intestino mediante su doble corona de ganchos. De
la cabeza o escélex se desarrolla el cuello, y luego los proglotis, primero los
inmaduros, siguiendo los maduros y en el extremo terminal se encuentran los
proglotis gravidos, éstos contienen huevos. El tiempo que toma en desarrollarse y
eliminar huevos es de aproximadamente 10 semanas (31). Las porciones de
proglotis gravidos se separan del cuerpo del parésito y junto con las heces, son
expulsadas hacia el exterior. En ausencia de facilidades sanitarias, los huevos
y/o proglotis gravidos junto con las heces humanas son dispersadas en el medio
ambiente. En estas condiciones en zonas donde se crian cerdos al pastoreo o
patrulleros, éstos tendran facil acceso al parasito. Los cerdos son copréfagos, por
tanto consumiran las heces humanas contaminadas con huevos/proglotis de T.
solium. Los huevos ingeridos eclosionan en el intestino del cerdo, por accion
de enzimas proteoliticas presentes en el intestino del cerdo, liberando oncdésferas
(3). Es probable que las oncdsferas se adhieran al intestino a través de
microvellosidades que emiten las oncosferas (32) para ingresar al torrente
sanguineo del cerdo y de ahi llegar hasta los tejidos como musculos, érganos
incluyendo el cerebro. De esta manera, los cerdos desarrollan las cisticercosis
(porcina). Para completar el ciclo, el hombre al ingerir carne de cerdo mal cocida
0 cruda , puede ingerir cisticercos viables, los cuales al llegar al intestino se
adhieren al mismo, desarrollando la tenia o parasito adulto y completando asi el

ciclo de vida.

El hombre puede adquirir cisticercosis, puede accidentalmente por una

contaminacion oral-fecal, ingerir huevos de T. solium y andlogamente a lo que



sucede en el cerdo, desarrollar cisticercosis (humana) , este es un punto

muerto en el ciclo de vida del parasito, pues el hombre no ingiere carne humana.

CISTICERCOSIS

HOMBRE HUMANA
Ingestién de carne de AleRrEiEe 5 "_:'\‘.
——.. FINAL -
cerdo cruda o poco r,l'
cocida contaminadas con 1
cisticerco de T. solium \\

| o
Q |

| | [ |
Ingestion accidental
de heces humanas

contaminadas con
T. solium

Expulsion de heces
contaminadas con
huevos de T. solium

CISTICERCOSIS PORCINA
4;7‘/:"6~ )
[ @ ° 5
-]
¥
" [+ v ] Di“\
A
k"Q‘-, Ingestion de heces humanas
CERDO contaminadas con huevos o
HOSPEDERO INTERMEDIARIO proglotis de T. solium

Figura adaptada de Garcia y col. (2005) (33)

Figura 2. Ciclo de vida de Taenia solium

I11.2 Estadios de Taenia solium

Estadio adulto: El estadio adulto de T. solium se desarrolla en el intestino
humano, explicado anteriormente. Consta de tres partes, cabeza o escélex, cuello,
cuerpo. El escolex del parasito es caracteristico presenta una doble corona de
ganchos y cuatro ventosas que le sirven para adherirse al intestino humano (Figura
3). La corona de ganchos lo diferencia de T. saginata, que no la presenta. El

cuello es una porcion delgada de unos 5 a 10 mm y es la porcién con mayor



actividad biosintética, a partir de la cual se va generando los proglotis. El cuerpo o
estrobilo de la tenia estd compuesto de segmentos individuales denominados
proglotis, que pueden llegar a 1000, y puede medir en total de 2 a 7 metros (34).
Se pueden encontrar tres tipo de proglotis a medida que se aleja del cuello:
inmaduros, maduros y proglotis gravidos. Estos Gltimos se separan del estrobilo y

son expulsados junto con las heces.

Doble
|_— coronade
g ,A/ ganchos
_ S
< e *—_ |  \Ventosas
"SRy

http://www.cdc.gov/dpdx/taeniasis/gallery.html#adults

Figura 3. Escolex de Taenia solium

T. solium es un organismo hermafrodita, que se autofertiliza y cada proglotis
contiene un aparato reproductor femenino y un masculino. El aparato genital en
formacidn se encuentra en los proglotis inmaduros, sélo se pueden observar bien
diferenciados en los proglotis maduros. El sistema reproductivo femenino esta
compuesto de una vagina, un receptaculo seminal, tres ovarios, un oviducto,
glandulas vitelinas, gldndulas de Mehlis y el utero. El sistema reproductor
masculino consta de 375 a 500 testiculos y un conducto espermaético (Figura 4).
Cada proglotis es capaz de producir aproximadamente 40-60 x 10° huevos (26,

35).


http://www.cdc.gov/dpdx/taeniasis/gallery.html#adults

testes

uterus

vitellarium
oolype
ovary

Tomado de: Klaus Rohde (2010) (36)

Figura 4 Proglétido maduro de Taenia solium mostrando las partes del sistema
reproductivo

Estadio oncdésfera - huevo (Figura 5). Los huevos se encuentran en el ovario de
la tenia y normalmente son expelidos junto con las heces en los proglotis
gravidos. Se sabe que los huevos no son mdviles. Al interior de los huevos se
encuentra la oncésfera, ésta se libera por accion de los jugos gastricos en el
intestino del cerdo o el hombre (por contaminacion accidental). Aunque todavia
no se ha descrito el mecanismo por el cual las oncosferas se adhieren y atraviesan
el intestino, se ha especulado que es a través de microvellosidades y por accién de

enzimas proteoliticas (32).

http://www.cdc.gov/dpdx/taenias

is/gallery.html#adults

Figura 5. Huevo de Taenia spp.
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Estadio larval (cisticercos). El estadio larval se desarrolla habitualmente en el
cerdo (hospedero intermediario), y accidentalmente en el hombre en un periodo
aproximado de dos meses (26, 35, 37). Una vez que la oncosfera ha penetrado el
intestino y llega al torrente sanguineo del animal, esta se aloja en diferentes
organos, como los musculos estriados y lisos donde se desarrolla hasta cisticerco.
También se ha encontrado en 6rganos como el corazon, higado, ojos y cerebro. El
cisticerco mide aproximadamente 5.6-8.5 x 3.1-6.5 mm (35). Es el agente
infectivo para el hombre. Si la carne de cerdo es consumida cruda o
insuficientemente cocida, entonces la larva tendrd oportunidad de llegar al

intestino humano y desarrollarse en tenia adulta.

111.3 Aspectos reproductivos y genéticos de organismos hermafroditas y
Taenia solium

111.3.1 Definiciones y conceptos basicos
Organismo hermafrodita.- Es aquel que tiene 6rganos sexuales femeninos y
masculinos a la vez. Muchos organismos en la naturaleza son hermafroditas

especialmente los invertebrados, tales como los gusanos parasitos y de vida libre.

Gametos.- Son las denominadas células sexuales: el espermatozoide y el 6vulo.
Estas células son haploides, es decir contienen un juego de cromosomas, o0 la
mitad del ndmero normal de cromosomas. Los gametos se forman durante la
meiosis. Durante la fertilizacion, los gametos masculinos y femeninos se unen

produciendo un zigote diploide (que contiene dos juegos de cromosomas).
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Reproduccion sexual.- Es el tipo de reproducciéon que involucra la fusion de

nucleos haploides, usualmente gametos

Division de células germinales primaria por meiosis.- A diferencia de las
células somaticas, que se dividen por mitosis, la formacion de los gametos o
células sexuales haploides se realiza mediante el proceso denominado
gametogénesis y la division meidtica es parte de este proceso. Los gametos se
producen a partir de células germinales primordiales, que son diploides. Estas
células especializadas se encuentran en el ovario y los testiculos. Los procesos se
denominan o0ogénesis y espermatogénesis para la generacion de Ovulos y
espermatozoides, respetivamente (Figura 6). Las células germinales se dividen
siguiendo el proceso de mitosis y a través de sucesivas generaciones dan lugar a
los espermatogonios u oogonios, luego siguen su proceso hacia espermatocito u
oocito primario (o de primer orden). Hasta este punto, todas las células son
diploides. El espermatocito y el oocito se dividen por meiosis (meiosis 1), dando
lugar a los espermatocios y oocito secundario y siguiendo una division meidtica
final (meiosis 1) dan lugar a las espermétidas, que luego se diferencian en
espermatozoides y en el caso de los oocitos, dan lugar al 6vulo. En el caso de los
espermatozoides, un espermatocito genera 4 espermatozoides; mientras que en el
caso del oocito, la meiosis | genera un oocito secundario grande y un cuerpo
polar. La meiosis Il del évulo da lugar a un 6vulo maduro y dos cuerpos polares,

que luego degeneran.

Como resultado de la meiosis, existe un reparto y reduccion del material genético

contenido en las células germinales originales (diploides). En la meiosis I, el
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gametocito primario separa cada uno de sus pares de cromosomas homdlogos. Es
decir tanto el oocito secundario como el espermatocito secundario reciben uno de
los pares de los cromosomas de manera diferente cada vez (hay segregacion de los
cromosomas), segun la primera Ley de Mendel. Adicionalmente, en meiosis II,
hay un reparto de las crométides de cada cromosoma. Estos repartos se hacen al
azar e independiente para cada cromosoma, siguiendo la segunda ley de Mendel.
De esta manera cada gameto recibe diferente material genético, lo que genera

polimorfismo genético (38).

Proceso de gametogénesis masculina ¥ femenina
Espermatogenesis Oogenesis

el ISisp Igoeizlrgisnal . l"' I“i rgl?fseeradc.?én
i‘ «—— Mitosis —» " F

Espermatogonia /Oogonia l“l l"l Fase de
diploide crecimiento

¥ <«—— Mitosis —» ¥

Espermatocito /Qocito xx‘ xx
de 12 arden X AN

12 divisién Primer

/ \ meidtica "' '\ cropdsculo
G polar
K X X
G
Espermatocito/Qocito
de 27 arden !x x’ :x Fase de

/ ‘ * \«t— 23 division . * \ ' |! rmaduracidn
meidtica /|
II lI ll l: i Tres

croplsculos

Espermatidas |1

Ciferenciacidn .‘, ‘ * * ‘ polares
Espermatozoides ll ll Il II
haploides JI

dvulo haploide

http://www.educarchile.cl/ech/pro/app/detalle?id=95609

Figura 6. Proceso de gametogénesis: Formacion de espermatozoides y 6vulos.
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111.3.2 Reproduccidén en parasitos hermafroditas

Como se ha indicado anteriormente, muchos gusanos tanto de vida libre como
parasito son hermafroditas. Los mecanismos de reproduccion, especialmente en
los parasitos son importantes, pues éstos deben interactuar directamente con su

hospedero y deben tener la capacidad de cambiar y adaptarse a ellos.

En organismos con reproduccién sexual, las células sexuales (espermatozoide y
ovulo), que son haploides, se producen mediante el proceso de gametogénesis a
partir de células germinales (diploides), mediante meiosis, lo que genera
variabilidad genética. Ademas, la segregacion independiente de los cromosomas
es una fuente inicial de variabilidad genética, que se sumaria al de la

recombinacion de los cromosomas durante fecundacion.

Caenorhabditis elegans es un organismo distante de T. solium, y seria poco
apropiado extender los mecanismos fisioldgicos a los céstodes, especificamente a
T. solium. Sin embargo, este es uno de los organismos hermafrodita mejor
estudiados y se ha descrito que existe meiosis tanto en la oogénesis como
espermatogénesis y se ha sugerido que la segregacién que sigue a la reproduccion
es de tipo Mendeliana (39). Es importante notar que C. elegans es un organismo
de vida libre y que en la naturaleza, dos o més individuos pueden participar en la

fertilizacion cruzada.

A la fecha no se ha estudiado en detalle la reproduccion en T. solium. Sin
embargo, en el caso de los céstodes, uno de los organismos mejor estudiado es el
Schistocephalus solidus, de la familia Diphyllobothriidae (en el Anexo 1 se

muestra la relacion taxonomica con T. solium). S. solidus parasita peces y aves
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marinas que comen peces, siendo éstas hospederos definitivos. Su ciclo de vida
incluye dos hospederos intermedios, pero la reproduccion se realiza en el

hospedero final, igual que T. solium (40).

Schistocephalus solidus tiene otras similitudes con T. solium, por lo que es
pertinente la descripcion en este trabajo de investigacion. En algunas ocasiones
cuando hay baja densidad poblacional, se encuentra solo un parasito en el
hospedero final, por lo que se sabe que se produce no s6lo mecanismos de
fertilizacion cruzada, sino de autofertilizacion (40, 41). Incluso cuando existe
multiple infeccidn en el hospedero existe una proporcion de auto-fertilizacion que
permite mantener el pool genético de esta caracteristica en caso no haya pareja

para aperarse (41, 42).

111.3.3 Espermatogénesis en Taenia solium

Taenia solium es un organismo hermafrodita en cuyas unidades funcionales
(proglotis) se encuentran al mismo tiempo el sistema reproductor femenino y el
sistema reproductor masculino. Sin embargo, existen pocos estudios acerca de la
reproduccion de T. solium. En la literatura se ha descrito principalmente los
aspectos relacionados a la espermatogénesis y desarrollo de testiculos en algunos

parasitos cultivados artificialmente (43, 44).

El desarrollo de los testiculos comienza en los proglotis distales de
aproximadamente 20-25 dias de edad (44). A los 40-60 dias ya se pueden
observar espermatogonios (2n). En los proglotis maduros, se pueden observar

espermatocitos primarios (2n) y secundarios (n).
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El estudio realizado por Willms (2003) en T. solium, fue realizado en ejemplares
cultivados artificialmente en hamsters.  Se ha descrito meiosis | (de
espermatocitos primarios (2n) a espermatocitos secundarios (n)) en proglotis
inmaduros de 40 dias. Asi mismo ha descrito espermatidas en diferentes grados de
desarrollo (43). Esto indicaria, aunque no se ha observado, la meiosis Il debe

ocurrir ya que se han encontrado los espermatidas (n).

111.3.4 Reproduccién de Taenia solium

T. solium es un parasito monoico que se auto-fertiliza, aunque también es posible
que exista fertilizacion cruzada entre mas de un individuo (22, 35, 45, 46).
Normalmente se reporta infeccion simple en el intestino humano (de ahi el
nombre solitaria), sin embargo, también se ha reportado infeccion mdltiple hasta
en un 20% de personas diagnosticadas con teniasis (47). Asi mismo, es posible
una fertilizacion cruzada entre diferentes proglotis de un mismo individuo, aunque
todavia no se haya reportado para T. solium u otro cestodo (48). La fertilizacion
ocurriria de la siguiente manera: cada uno de los 500 testiculos es capaz de
generar esperma (35), el cual pasa a traves del conducto espermatico hacia la
vagina a traves del poro genital. Por otro lado el huevo no fertilizado aun,
producido por el ovario viaja desde éste hacia el oviducto (45). El esperma viaja
por la vagina hacia el oviducto donde se produce la fertilizacion. Luego de la
fertilizacion, las glandulas vitelina y Mehlis secretan sustancias que cubren el
zigoto. El zigoto queda en el dtero donde se desarrolla hasta que el proglotis

gravido se desprende del estrébilo (35).
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111.4 Aspectos epidemioldgicos de Taenia solium

Teniasis.- T. solium es endémico en nuestro pais, principalmente en las zonas
andinas rurales, donde se crian cerdos al pastoreo y donde no existen facilidades
sanitarias adecuadas y la disposicién de excretas es al aire libre. Se ha reportado
diversos niveles de prevalencia, llegando hasta 7% (49, 50), lo cual categoriza las
zonas como hiperéndemicas. Es importante mencionar que muchas de las
estimaciones se realizd utilizando el método microscopico, donde se examina las
heces para verificar la presencia de proglotis y/o huevos de T. solium. Se sabe que
este método tiene sensibilidad limitada, y que utilizando otro método como el
denominado coproantigeno (51), se ha evidenciado que la prevalencia puede ser
realmente hasta 2.6 veces reportada por el método microscépico, por lo que es

muy probable que dichas prevalencias se hayan subestimado (52).

Cisticercosis _humana.- Es muy dificil contar con cifras reales sobre la

prevalencia/incidencia de cisticercosis humana, debido a que el diagndstico es
complicado. El diagnostico mas certero seria encontrar evidencia del parasito en
el cuerpo, sin embargo esto supone el uso de tecnologias de imagenes de alto
costo e improbables de ser usadas en las zonas endémicas, normalmente rurales.
Se cuenta por ello con pruebas inmunoldgicas. Estudios realizados en diferentes
zonas endémicas del pais, que incluyeron costa, sierra y selva, reportaron

seroprevalencias de 8%, 13% y 16%, respectivamente (53).

Cisticercosis porcina.- Por otro lado, la seroprevalencia en cerdos puede alcanzar

el 60%. Siendo el cerdo un animal que es coprofago, esta prevalencia indicaria

altos niveles de contaminacion en dichas comunidades.
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La teniasis/cisticercosis es considerada una de las enfermedades que se puede
erradicar de la faz del planeta (2). Esto es, principalmente, por las caracteristicas
de su ciclo de vida, en el que se sabe que solo existe una fuente de infeccion para
el hombre, y es el cerdo infectado. Ademas la T. solium ha sido eliminada de los
paises desarrollados hace varias décadas por medio de medidas sanitarias
principalmente. T. solium es endémica actualmente en paises en vias de desarrollo
donde se crian cerdos al pastoreo y donde se encuentran deficiencias sanitarias, en
estos lugares, el principal obstaculo es demostrar que se puede eliminar el parasito
a nivel nacional. En este sentido el CWGP a través de intervenciones dirigidas al
tratamiento de la teniasis humana asi como la cisticercosis porcina ha demostrado
la factibilidad de la eliminacién del parasito en un area de 100,000 habitantes en
Tumbes (12). Sin embargo, resultados de estudios de campo posteriores (13)
sugirieren que el mantenimiento de eliminacion en esta region y la exportacion de
la estrategia a otros lugares endémicos requieren una comprension completa de la
dinamica de transmisién y los mecanismos de dispersion de huevos con el fin de

optimizar la eficiencia de las intervenciones.

Actualmente no se conoce totalmente la dindmica de transmision del parasito en
las comunidades afectadas. Se sabe que existe mayor probabilidad de encontrar
cerdos infectados a 50 m de distancia alrededor de la casa de un teniésico, sin
embargo existen cerdos infectados a lo largo de toda la comunidad (54), y es
dificil explicar el movimiento del parasito. Se sabe que los proglotis de T. solium,
a diferencia de T. saginata no son mdviles, por lo tanto esta no es una medida de

dispersion.
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Por la caracteristica de T. solium de ser hermafrodita y que se autofertiliza, se ha
reconocido la necesidad de identificar “clonas” de T. solium a través de una
herramienta que pueda vincular las tenias con los cerdos infectados (14), y esto
podria ser a través de un marcador molecular que conecte el genotipo de una tenia

determinada con el genotipo de los cisticercos de los cerdos.

I11.5 Diversidad genética de Taenia solium
Siendo T. solium un organismo hermafrodita que se autofertiliza, se espera que su

diversidad genética sea baja (55).

El uso de dos marcadores mitocondriales, como la subunidad 1 del citocromo C
oxidasa (COl) y el citocromo b, reveld la existencia de dos genotipos de T. solium
distribuidos en el mundo. El genotipo asiatico y el genotipo americano/africano
(19). Lamentablemente, estos marcadores no han sido Utiles para identificar
genotipos locales o circunscriptos a un area geografica mas reducida. Por ejemplo,
al estudiar 15 muestras del parasito adulto de T. solium obtenidas en distintas
areas de Peru utilizando COI se encontré que todas las muestras tenian secuencias
de COI idénticas (18). Posteriormente, y con el avance de la biotecnologia y el
estudio del ADN, diversas herramientas adicionales se han desarrollado, tales
como RAPD (del inglés: Random amplified polymorphic DNA) que han permitido
describir la variabilidad genética de T. solium en diversas comunidades en México
y diferenciarlas de muestras obtenidas en Madagascar (22, 56). Asi mismo, ha
reportado diversidad genética en cisticercos obtenidos a partir de infecciones

artificiales de cerdos (21). En dichos estudios se ha observado la naturaleza clonal
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de la reproduccion de T. solium, pero también se ha sugerido que existiria
recombinacién. Sin embargo, por la naturaleza de la técnica, se sabe que estos
marcadores no permitirian el discernimiento de individuos verdaderamente
heterocigotos, pero méas importante seria dificil establecer una relacion de

consanguinidad, ademas de ser poco reproducibles.

Recientemente se han identificado siete loci de microsatélites polimorficos en el
genoma de T. solium (25). Estos marcadores han evidenciado diversidad genética
de T. solium en Perd, concordante con resultados encontrados en Mexico.
Ademaés, estos marcadores han sido utilizados para el estudio de genética
poblacional, encontrandose una correlacién positiva entre los marcadores y la
ubicacién geografica de los parésitos de T. solium en poblaciones peruanas. De

esta manera se ha diferenciado genotipos del norte y del sur de Perd.

1.6 Marcadores Microsatélites

Los microsatélites o (repeticiones de secuencia simples: SSR, del inglés simple
sequence repeats) son secuencias de 1 a 6 nucle6tidos que se repiten de dos hasta
60 veces (57, 58). Estas repeticiones conocidas como tdndems pueden variar de un
individuo a otro, es decir son altamente polimorficas. Uno de los mecanismos
propuestos mas importantes para explicar la variacion en el ndmero de
repeticiones es el “resbalon” (o slippage) (59, 60) de la polimerasa durante la
replicacion del ADN, que hace que se aumenten o disminuyan los tindems. Estas
secuencias se encuentran distribuidas a lo largo de los genomas en regiones

codantes y sobre todo en regiones no codantes (25, 61) y son consideradas neutras
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y co-dominantes. Estas caracteristicas hace a los microsatélites especialmente
utiles para el estudio de estructuras poblaciones, ya que a diferencia de otros
genes, no estan bajo presion de seleccion. Los microsatélites tienen una tasa de
mutacién mas alta que otros genes de hasta 10 (62), por lo que es posible
encontrar mayor variabilidad genética que la encontrada con genes mitocondriales
0 nucleares. Los microsatélites han sido utilizados para la genotipificacion de
diversos organismos, tales como Echinococcus granulosus, Echinococcus
multilocularis, Plasmodium vivax, Leishmania braziliensis, Schistosoma,

Trypanosoma cruzi, entre otros (15, 17, 63-66).

Los microsatélites se han usado para el estudio de la dinamica de transmison de P.
vivax y P. falciparum en Africa, Asia y América. En Etiopia, por ejemplo permitio
establecer relaciones genéticas entre distintas areas del pais (67). En un estudio
basado en poblaciones en Uganda, se ha encontrado que hay transmision local
sostenida de cepas resistentes a los antimalaricos sulfadoxina-pirimetamina, y
poca evidencia de ingreso de cepas de Ruanda (68). Otro estudio que refuerza la
utilidad del uso de microsatélites en estudios poblacionales y que permite
identificar subpoloaciones con caracteristicas, por ejemplo de resistencia a
artemisina, la brinda Imwong en la regién asidtica de Mekong. Sus resultados
indican la probable ruta de diseminacion de las poblaciones resistentes a
artemicina (69). El uso de microsatélite también permitié la caracterizacion
molecular y sugerir la fuente de infeccion en el area de Punta Cana para seis
pacientes que habian viajado a esa zona (70). Asi mismo, ha sido util en la
identificacion de sub poblaciones de parésitos de P. falciparum que ademas estan

relacionados a la presentacion asintomaética de P. falciparum (71). En el caso de
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P. falciparum, los microsatélites inclusive facilitaron el monitoreo de la infeccion
durante el embarazo, en una cohorte en Malawi, para estudiar la ocurrencia de

malaria placentaria y establecer la infeccion que la provocaba (72)

La utilidad de los microsatélites también ha sido evaluada para la diferenciacion
genética de S. japonicum. Moendeg estudio la diversidad genética de S. japonicum
en diferentes areas de Filipinas utilizando microsatélites, encontrando gran

variabilidad genética en &reas mas endémicas (73).

La utilidad de microsatélites en el estudio de la diversidad genética y transmision
para E. multilocularis ha sido mostrada en diversos estudios. El microsatélites
EmsB, que consta de repeticiones de repeticiones ha permitido evaluar y
establecer relaciones genéticas de individuos de distintas areas, principalmente de
Europa (15, 16, 74-78). Ha permitido identificar nuevas zonas de expansion del

parasito en Europa del Este, especificamente en Polonia (79)
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IV Justificacion

Estudios previos han demostrado que las intervenciones comunitarias con
quimioterapia masiva tanto en la poblacién de cerdos como en humanos
teniasicos, complementada con vacunacién de los cerdos de la comunidad, han
reducido la parasitemia pero esta reduccién no se ha logrado sostener en el
tiempo. Esto indica que los parasitos ingresan por rutas externas de otras
comunidades, comprometiendo asi los esfuerzos por controlar esta enfermedad.
Por lo tanto es importante conocer bien las rutas de transmisién intra e inter-
comunitarias para disefiar mejores intervenciones o estrategias de control. El
control y posible eliminacién de T. solium requiere una serie de acciones
cientificas y técnicas complementarias. Un aspecto importante es conocer en
detalle como es la dindmica de transmision de la cisticercosis porcina y teniasis
humana en las comunidades endémicas y para ello seria Gtil contar con una
herramienta suficientemente sensible o de alta resolucion, tal como los
marcadores genéticos moleculares. El desarrollo de las técnicas de biologia
molecular, permite hoy en dia diferenciar individuos dentro de una poblacion e
inclusive el foco de transmision de un brote epidémico utilizando la informacion
genética. En el caso de T. solium, gracias al secuenciamiento del genoma de dos
aislados peruanos, se ha identificado marcadores microsatélites para evaluarlos en
cuanto a su utilidad para la identificacion genética y diferenciacion del parésito
dentro de una comunidad. Algunos estudios previos han demostrado que los
microsatélites pueden proporcionar un nivel de precision alto para diferenciar
individuos a diferentes escalas, tal como es el caso de E. multilocularis y S.

solidus (42, 80, 81).
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De verificarse la utilidad de los marcadores microsatélites, esto tendria inmediata
utilidad en las estrategias para el control de T. solium que viene desarrollando el
CWGP en el norte del Perl. Esta utilidad no solo se limitaria a comunidades
especificas, sino que potencialmente podria extenderse a todo el territorio
peruano, obteniendo un mapa detallado de los genotipos de T. solium en el Per( y
las rutas de transmision entre regiones, pueblos y hasta comunidades. Asi mismo

esta técnica seria de utilidad en otras regiones endémicas del mundo.
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V  Objetivo general

Evaluar la utilidad de los marcadores microsatélites para la identificacion genética
de T. solium y proporcionar una herramienta para la evaluacion exploratoria de las
relaciones genéticas y de la transmision de la teniasis y cisticercosis en una

comunidad.

V.1 Obijetivos especificos

1. Estudiar la variabilidad genética en los cisticercos obtenidos de cerdos
infectados experimentalmente con proglétidos de T. solium, para
establecer evidencia empirica acerca de la identidad genética de la
progenie respecto al genotipo de la Taenia parental. Asi mismo esta
informacion nos permitira conocer el nivel de variacion genética
espontanea en los marcadores de microsatélites, lo cual es importante para
conocer el punto de corte que indica si dos genotipos provienen de un
mismo genotipo parental o si provienen de tenias diferentes.

2. Evaluar la identidad genética de cisticercos obtenidos de cerdos infectados
naturalmente y de tenias en una comunidad rural de Piura, Per( para
establecer las asociaciones genéticas entre ellos y explorar las posibles

rutas de transmision entre ellos

V.2 Objetivo secundario
Evaluar la concordancia de resultados de polimorfismo de los marcadores
microsatélites obtenidos mediante el sistema de electroforesis capilar
Qiaxel y el polimorfismo obtenido por secuenciamiento de dichos

marcadores.
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VI Metodologia de la investigacion

V1.1 Disefio del estudio

Para cumplir el objetivo general de este estudio, se disefid una primera parte
experimental, donde se evalu6 la identidad y variabilidad genética de cisticercos
provenientes de un individuo de T. solium, para ello se infectd artificialmente seis
cerdos con proglotis de uno de dos individuos genéticamente diferentes de T.
solium. Este experimento fue importante para informar el segundo estudio, de
campo, en el que se evaluo la identidad genética de cisticercos provenientes de
cerdos infectados naturalmente identificados en una comunidad rural de Piura, se
comparé con los genotipos de las tenias (parasitos adultos) de T. solium
identificados en la misma localidad y se establecid su relacion filogenética y su

correlacién con la distribucion geogréfica de los parasitos.

V1.2 Muestras

Para el primer estudio, de la variabilidad genética de cisticercos obtenidos de
cerdos infectados artificialmente, los individuos adultos de T. solium fueron
donados por el Grupo de Trabajo de Cisticercosis en el Peri (CWGP). Los
individuos fueron identificados como “Tenia A”, proveniente de una persona de
Apurimac y “Tenia B”, proveniente de una persona de Cajamarca. Las partes mas

proximas al escélex fueron utilizadas para genotipificar a la tenia.

Para el segundo estudio, de campo se realizd6 un muestreo de cerdos con

cisticercosis porcina, identificados por la presencia de nédulos compatibles con
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cisticercosis en la lengua de los animales. Las tenias adultas se obtuvieron de un

estudio previo en la misma comunidad de Pampa Elera en Piura (50).

V1.3 Procedimientos y técnicas

VI1.3.1 Variabilidad Genética de cisticercos recuperados de cerdos
infectados experimentalmente

Ensayo de viabilidad. Para proceder a la infeccion artificial de cerdos, es
importante saber si las oncdsferas contenidas en los proglotis gravidas eran
viables. Esto se realiz de acuerdo a lo descrito por Verastegui y col. (82). Las
oncosferas se liberaron utilizando hipoclorito al 0.75% por 10 minutos para
debilitar la capa de los huevos. Posteriormente se lavaron por 3 veces con medio
RPMI 1640, se adiciona azul de tripdn 0.4%. Se observa al microscopio y las

oncasferas que excluyen el colorante son consideradas viables.

VI. 3.1.1. Prueba de Western Blot o EITB (Del inglés: Enzyme — linked

Immunoelectrotransfer Blot)

Se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Tsang (83). Las glicoproteinas fueron
proporcionadas por la Divisién of Enfermedades Parasiticas - CDC, Atlanta GA,

USA. Los antigenos fueron separados por electroforesis.

Luego fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Las muestras de
suero fueron eluidas 1:10 con PBS- solucion de tween al 0.3% (conteniendo 5%
de leche descremada en polvo). Las tiras de nitrocelulosa fueron incubadas a 4 °C

y luego lavadas con la solucion de PBS-Tween a 56 °C. Al final de la ultima
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lavada, se adiciond IgG anti-cerdo de cabra marcada con peroxidasa de rdbano

(horseradish peroxidase) diluido 1:6000 en PBS-Tween 0.3%.

Se incubd por dos horas a temperatura ambiente, y luego se adiciond una solucion
de DAB (3,3’- diaminobenzidina) en PBS con 30% perdxido de hidrogeno. Al
cabo de 10 minutos los anticuerpos unidos se visualizaron. Este ensayo fue
realizado en la Unidad de Investigacion en Neurocisticercosis en el Instituto

Nacional de Ciencias Neuroldgicas.

VI. 3.1.2. Infeccion artificial de cerdos. Se adquirieron 6 lechones hembra de
un mes de edad de una granja de la ciudad de Lima, libre de cisticercosis. Se
transportaron a la facultad de Medicina Veterinaria de la UNMSM para proceder a
la infeccion. Los cerdos fueron vacunados contra célera porcino y se realizé un
control para determinar si eran negativos a T. solium, mediante la prueba de

Western blot.

Los lechones fueron infectados segun el siguiente esquema:

a. 3 lechones con proglotis de T. solium de genotipo A (Tenia TA)
b. 3 lechones con proglotis de T. solium de genotipo B (Tenia TB)
Cada cerdo fue infectado via oral, con 1 proglotis incrustado en un trozo de

platano (84) (Figura 7).

Mantenimiento de los cerdos
Los cerdos se mantuvieron en corrales apropiados a su tamafio con luz natural,

agua y alimentos ad libitum.
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A. Proglétidos colocados
en trozos de platanos.

B. Infeccion de cerdos por
via oral

Figura 7. Infeccion de cerdos con proglétidos de T. solium, utilizando un
trozo de platano

Sangrados:

Los sangrados se realizaron de la siguiente manera:

Todos los sangrados se realizaron con tubos vacutainer con gel separador

de suero, aproximadamente 6 mL de sangre por cada animal.

- Un sangrado control al momento de la llegada de los animales a las
instalaciones de la FMV (sangrado control).

- Un Segundo sangrado control el dia cero antes de la infeccion.

- Sangrado a los 15 dias después de la infeccién

Al cabo de 7 semanas, los cerdos fueron sacrificados de manera humanitaria
siguiendo los cadigos de ética y se inspeccionaron los musculos para recuperar los

cisticercos.
V1. 3.1.3. Sacrificio de animales

1. Cada animal fue pesado y de acuerdo al peso se calcul6 la cantidad de

tranquilizante y anestésico necesario para evitar dolor u otro sufrimiento al
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animal (20 mg/kg de ketamina, que es el anestésico y 2 mg/kg de xylacina,
que es el tranquilizante). Esto se realiz6 para sedar a los animales y de esa
manera poder luego aplicar el siguiente farmaco para producir eutanasia.

2. Luego se administrd el pentobarbital sodico en una dosis de al menos 150
mg/kg, siguiendo la técnica de aplicacion a nivel de la vena cava para
producirle un paro cardiaco, y por ende la eutanasia.

3. Una vez sacrificado el animal, se cort6 la piel y tejidos exponiendo las
venas yugulares, para drenar la sangre.

4. Durante el sacrificio se cambi6 de cuchillo cada vez que se trabajé con un
animal diferente para evitar la contaminacion de la sangre.

5. Se corto la cabeza para extraer el cerebro.

6. El cerdo fue colgado para proceder a hacer una incision longitudinal en la
linea ventral desde la zona abdominal a la toraxica, procediendo a realizar la
evisceracion de la cavidad abdominal y toraxica. Se extrajo el corazon
cortando las venas y arterias al final de las auriculas.

7. El animal fue descuartizado dividiéndolo en las siguientes partes: Brazo
izquierdo, brazo derecho, pierna izquierda, pierna derecha, costillar izquierdo,
costillar derecho, cuello/columna y sacro. Estas piezas al igual que el corazon,
cerebro, lengua y musculos de la cabeza se colocaron en bandejas plasticas
previamente rotuladas con el numero de arete del animal con la indicacion de

miembro/6rgano y lado, para luego pasar al conteo de cisticercos.
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V1.3.1.4. Identificacién de cisticercos

Definiciones

Quiste sano: Son vesiculas translucidas Ilenas de fluido transparente de 0,5 - 1,5
cm de diametro, redondeadas u ovales, que contiene un escolex invaginado que
puede ser visto como un granulo sélido pequefio. El cisticerco esta rodeado de una

fina capa de tejido fibroso que lo separa del tejido circundante.

Quiste degenerado: Vesicula conteniendo liquido denso de color blanquecino o

amarillento. Tienen apariencia de “arroz cocido”

Quiste cicatrizal: Estructura alargada y delgada de 1-2 mm de didmetro (de color

blanquecino)

Quiste calcificado: Estructura de color blanquecino, dura y que crepita al corte

El examen de los musculos se realiz6 cortando con bisturi y cogiendo con una
pinza roma la musculatura de cada pieza, tratando que este corte sea lo méas fino
posible; todo esto con el fin de realizar la bldsqueda y contabilizacion de los

quistes sanos, degenerados y/o cicatrizales (Figura 8).

de los cerdos
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Se registrd la cantidad de quistes encontrados, correspondientes a quiste sano,

degenerado o cicatrizal.

Se colectaron aproximadamente 30 quistes sanos intactos y saludables de distintos

organos o partes del animal

VI1.3.1.5. Coleccion y preservacion de quistes de Taenia solium para

extraccion de ADN

1. Se agregd 20 mL aproximadamente de solucion salina estéril a una placa
petri limpia, donde se colectaron los quistes sanos y libres de tejido

2. Se elimino la solucion salina y verter etanol a la placa. Cuando los quistes
estén en etanol, se punzaran, eliminando nuevamente el etanol

3. Despues de eliminar el etanol, se trasladé cada quiste a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL conteniendo no mas de 1 mL, ni menos de 0.8
mL de etanol absoluto.

4. Las muestras se conservaron a -20 °C hasta su procesamiento

V1.3.1.6. Extraccion de ADN a partir de parasito adulto de Taenia solium y
de cisticercos con kit INVITROGEN. Para la extraccion del ADN del parésito
adulto de T. solium, se utilizd la parte mas extrema cercana al escolex (proglotis
inmaduros). EI ADN gendmico total se purifico de acuerdo a las instrucciones del
kit. EI ADN se resuspendio en un volumen de 100 uL de buffer Tris-EDTA, se
verificd su calidad y cuantifico por espectrofotometria de UV (Nanodrop) y se

guardé a -20°C.
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V1.3.1.7. Amplificacién por PCR de microsatélites para genotipificacion. La
mezcla de reaccion para el PCR fue de 25 pL y consistié de 20 ng de ADN, 1
umol de cada iniciador (Tabla 1), dNTPs 0.2 mM, buffer Invitrogen 1X (20 mM
Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 2 mM MgCl, (Qiagen) y 0.3 U de Taq
polimerase® (Invitrogen). Las reacciones se realizaron en el termociclador MJ
Research con cubierta caliente. Las condiciones de cada ciclo del PCR fueron:
denaturacién de 95 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos (45 segundos a 95 °C,
45 segundos a 62 °C y 2 minutos a 72 °C), y un paso final de extensién por 5

minutos a 72 °C (25).

Tabla 1. Lista de iniciadores de los microsatélites

Secuencia de Iniciador hacia Secuencia del iniciador
adelante (5'-3") reverso (5'-3")
TS SSR 09 TGGCATTCGACTGGATGACC AGAGAAGCAACAGAATACTGC

Microsatélite

TS SSR 27 AGGTAGACCACCTCCGTCTC GGAAATTCGCATGGCTGTGG
TS _SSR 28 TCTACCCCGTCAGTTGAGGT GGTGTGAATTAACCAGCTAG

TS SSR 32 GGATGTGACGGGGTTTGACA CATTAGGGGTTCAGTCGGGG

VI1.3.1.8. Electroforesis capilar de alta resolucion. Los productos de
amplificacion se revelaron inicialmente en el equipo QIAxcel que utiliza un
sistema de electroforesis capilar (EC) multiple disefiado para superar los sesgos de
las electroforesis en geles. Los datos obtenidos se analizaron con el software
acoplado al sistema. Se determind el tamafio de banda de cada marcador por cada
uno de los individuos adultos y en estadio cisticercos de T. solium. Se utilizé un

marcador de tamafio de 25 bp — 500 bp (Invitrogen) y el método OM700, que es el
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método apropiado para el tamafio de los productos de amplificacion (85) y que

tiene mejor resolucion (3-5pb).

V1.3.1.9. Secuenciamiento de los marcadores moleculares

El secuenciamiento se realizd mediante el método de Sanger y con el fin de
obtener las secuencias completas de los marcadores, se disefiaron nuevos
cebadores externos a los que se utilizan para la genotipificacion Los productos de

amplificacion de PCR se enviaron a secuenciar a la empresa Macrogen.

Amplificacion por PCR de microsatélites para secuenciamiento. La mezcla de
reaccion para el PCR fue de 25 puL y consistié de 20 ng de ADN, 1 pmol de cada
iniciador (hacia adelante y reverso), dNTPs 0,2 mM, buffer Invitrogen 1X (20
mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 2 mM MgCl, (Qiagen) y 0.3 U de Taq
polimerase® (Invitrogen). Las reacciones se realizaron en el termociclador MJ
Research con cubierta caliente. Las condiciones de cada ciclo del PCR fueron:
denaturacién de 95 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos (45 segundos a 95 °C,
45 segundos a 62 °C y 2 minuto a 72 °C), y un paso final de 5 minutos a 72 °C.

Los cebadores se muestran en la Tabla 2.

Debido a la poca cantidad de ADN extraido de los cisticercos obtenidos
experimentalmente, y porque el marcador TS SSR32 fue considerado
monomorfico (Seccion VI3, Tabla 9), se priorizd el secuenciamiento de los

marcadores TS_SSR09, TS _SSR27 y TS_SSR28.
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Tabla 2. Lista de iniciadores externos para el secuenciamiento de
microsatélites

Secuencia de Iniciador hacia Secuencia del iniciador reverso

Microsateélite adelante (5'-3") (5'-3"

TS_SSR_09 TGGCATTCGACTGGATGACC AGAGAAGCAACAGAATACTGC
TS_SSR_27  AGGTAGACCACCTCCGTCTC GGAAATTCGCATGGCTGTGG
TS_SSR_28 TCTACCCCGTCAGTTGAGGT GGTGTGAATTAACCAGCTAG

TS_SSR_32 GGATGTGACGGGGTTTGACA CATTAGGGGTTCAGTCGGGG

V1.3.2 Caracterizacion molecular de cisticercos recuperados de cerdos
infectados naturalmente
En un estudio previo se identifico la comunidad endémica de Pampa Elera en
Piura. Esta es una comunidad de aproximadamente 600 habitantes y se
identificaron cuatro personas infectadas, que luego mediante un tratamiento
parasitolégico se recuperaron las 4 tenias (50). Estas se genotipificaron,
encontrandose genotipos diferentes. En el presente estudio, se realizé un censo y
mapeo la poblacion, para luego identificar cerdos infectados con cisticercosis.
Estos fueron sacrificados, y se recuperaron los cisticercos, se genotipificaron y

compararon con el genotipo encontrado en las tenias.

V1.3.2.1. Censo y mapeo de la poblacion. Se realiz6 un censo de la poblacion y
mapeo de las casas con ubicacion geografica (coordenadas de latitud y longitud)
de cada casa. Estos datos fueron registrados usando el sistema de posicionamiento
global (GPS) (GeoExplorer CE XT; Trimble, Westminster, CO). En el censo se

obtuvo informacién de cada persona que residia en la casa, tales como la edad,
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sexo, la procedencia y las caracteristicas de la casa, como el material de la casa, la
presencia de letrinas, la eliminacion de heces, fuente de agua, y el tratamiento de
agua para el consumo. Las ubicaciones GPS de las casas de los propietarios de los
cerdos se utilizaron para el analisis de la asociacion entre las distancias genéticas

y las distancias geogréficas.

V1.3.2.2. Identificacion de cerdos infectados con cisticercosis

Examen de lengua: Es la busqueda de los nddulos y/o identificacion visual de los

cisticercos

Cada animal fue inmovilizado por dos o tres personas y utilizando una tela se
procedio a jalar la lengua para revisarla con las manos desde la base de ésta hasta
la punta. La lengua fue examinada minuciosamente, palpandola con el propoésito

de buscar nddulos que indiquen la presencia de cisticercos (86).

Se considerd como criterios de diagnostico:

a. Positivo: La observacion de los quistes en la superficie de la lengua o el
hallazgo a la palpacion de nodulos en la lengua y su base (Figura 9)
b. Sospechoso: observacion de cicatrices 0 marcas que sugieran que se les
extrajo los quistes
c. Negativo: La ausencia de quistes, protuberancias o cicatrices en la lengua
Cada animal fue identificado mediante el uso de un arete con un nimero. Este se

registro junto con los datos del duefio
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Fotografia tomada por Lauralee Woods

Figura 9. Examen de lengua en un cerdo

V1.3.2.3. Compra de animales

Una vez identificado un cerdo positivo, se negocio el precio del animal con el
duefio. El pago se hizo de acuerdo al peso del animal y de acuerdo al precio de

venta al mercado.

V1.3.2.4. Sacrificio de cerdos. Se realizdé tal como se explicé en la seccion

VI.3.1.3.

V1.3.2.5. Obtencion de cisticercos. Se realizo tal como se explico en la seccion

VI.3.1.4.yVI3.15.

V1.3.2.6. Extraccion de ADN. Se realiz tal como se explico en la seccion

VI1.3.1.6.

V1.3.2.7. Amplificacion por PCR para genotipificacion (estudio de la

variabilidad genética). Se realiz6 tal como se explico en la seccién VI1.3.1.7.

37



V1.3.2.8. Electroforesis capilar de resolucion. Se realizé tal como se explico en

la seccién VI1.3.1.8.

V1.3.2.9. Secuenciamiento de los marcadores moleculares. Se realiz6 tal como

se explicé en la seccion VI.3.1.9.

V1.4 Plan de anélisis
VI1.4.1. Evaluacion de la concordancia entre el nivel de polimorfismo

obtenido mediante EC (QIlAxcel) y el secuenciamiento

Para evidenciar la concordancia de los resultados de polimorfismo del tamafio (en
pb) de los marcadores microsatélites obtenidos mediante la EC y el
secuenciamiento de los productos de amplificacion se determind la frecuencia de
los tamafios de cada marcador obtenido mediante EC y se compar6 con los
obtenidos por secuenciamiento. Se compar6 el nimero de alelos, los tamafios y

sus frecuencias.

V1.4.2. Andlisis de variabilidad genética

Los tamarfios de los marcadores microsatélites (en pares de bases) de cada muestra

fueron registrados en una archivo de Microsoft Excel© (2010).

V1.4.2.1. Heterocigosidad esperada

La heterocigosidad mide la proporcion de individuos heterocigotos para un
determinado marcador o conjunto de marcadores. La heterocigosidad es un
estimado de la variabilidad genética pues esta relacionada con la consanguinidad

entre individuos en una poblacion.
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La heterocigosidad esperada se define como la probabilidad de que dos
individuos dentro de una poblacion, escogidos al azar sean diferentes en

condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg (87).
La heterocigosidad esperada se estimo utilizando la férmula
H, = [n/(n = D][1 - ZiL{*° p?]

Donde He es la heterocigosidad esperada, n el nimero de aislados analizados y p

la frecuencia alélica para cada marcador.

V1.4.2.2. Evaluacion de las distancias genéticas en los individuos evaluados de

Taenia solium

La distancia genética describe el grado de diferencia genética entre dos
poblaciones. Las distancias genéticas estandar (Ds) de Nei (88) y la Distancia Da

de Nei (89) son las méas usadas.

La Ds determina el nimero de mutaciones que se han acumulado, a nivel de
nucleétidos, en las secuencias de dos poblaciones a partir del momento de su
divergencia original. Es decir es una medida directa de las diferencias genéticas
entre dos poblaciones. La D es un pardmetro que permite realizar estimaciones

no sesgadas en poblaciones pequefias (88).

Para indicar la diferenciacion genética entre tenias y cisticercos, se calcularon

distancias genéticas (D) de Nei, segun la siguiente formula (89):

_
Dy = 1= 153 g
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Donde Xxj; e y;jj son las frecuencias de los alelos i y el locus j en la poblacion X e Y,
respectivamente, mj es el nimero de alelos en el locus j, y r es el nimero de loci

evaluados.

V1.4.2.3. Construccion del dendrograma

Las relaciones filogenéticas entre individuos basados en las distancias genéticas
de Nei (Da) se construyeron utilizando un dendrograma UPGMA (del ingles:

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

El  dendrograma  fue  mostrado usando el software  FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/.)

V1.4.2.4. Evaluacion de la asociacién entre distancia genética y distancia

geografica

La asociacion entre distancias (o similaridades) genéticas y las distancias
geogréficas fue evaluado utilizando el coeficiente de correlacién de Spearman.
Las distancias geograficas fueron calculadas usando el programa on-line para
calcular distancias geograficas: Movable Type Scripts (disponible

en http://www.movable-type.co.uk/scripts/latlong.html)
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V1.4.3. Célculo de tamafio de muestra y de poder

V1.4.3.1. Tamafio de muestra para el estudio de la variabilidad genética de

cisticercos recuperados de cerdos infectados experimentalmente

Para determinar el tamafio de muestra en el cual se pueda detectar cada alelo en un

locus en una frecuencia de >0.05, se utilizo la siguiente formula (90):

logp
log(p)

Donde B es 1 — chance, en este caso, la chance es 95%, =0.05

p es la probabilidad de detectar cada alelo en un locus en una frecuencia >0.05. Y

p esta dado por: (1 — 0.05)™(91), n es el nimero de cromosomas, en este caso 2.

Por lo tanto el nimero de individuos a evaluar es:

_ log0.05 29.2
n= log(0.952) =7

El numero total de cisticercos que deben ser evaluados para tener una chance del

95% de detectar cada alelo en una frecuencia de > 0.05 es 30.

V1.4.3.1. Tamafio de muestra para la caracterizacién molecular de cisticercos

recuperados de cerdos infectados naturalmente

Asumiendo que quisiéramos detectar cada alelo en un locus en una frecuencia de
>0.08, que es el porcentaje de variabilidad espontanea hallado en la infeccion
experimental, utilizando la formula anterior, seria necesario evaluar a 18

cisticercos por cerdo.
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Por otro lado, si se quisiera identificar en un cerdo, al menos dos poblaciones de
cisticercos, con una muestra de 10 cisticercos, se tendria un 99.99% de

probabilidad de encontrar ambas poblaciones.

V1.5 Consideraciones éticas

Tanto el estudio de infeccidén experimental, como el de estudio de campo cuentan
con la aprobacion del comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. Se adjuntan certificados de aprobacion en el Anexo 2. Las tenias adultas
utilizadas para la infeccion natural fueron donadas por el laboratorio de
Neurocisticercosis del Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas. Estas fueron
obtenidas luego del tratamiento regular de desparasitacion. Las tenias adultas

provenientes de Pampa Elera fueron obtenidas en un estudio previo (50).
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VIl Resultados

VI1.1 Caracterizacion molecular (genética) de Taenia solium proveniente de
una infeccion artificial
VI1.1.1. Infeccion artificial de cerdos.

Los 6 cerdos se infectaron exitosamente, tal como se confirmé por la prueba de
Western blot y posteriormente en la necropsia (Figura 10). Se colectaron un total
de 161 cisticercos (Figura 11), aproximadamente, 30 por cada cerdo, excepto por

un cerdo infectado por la Tenia B, del cual colectamos 11 cisticercos.

[ ’ J".‘ ) -
’ k\hﬁy PO —
Figura 10. Obtencidn de los cisticercos en la carcasa de los cerdos
sacrificados

N A
Figura 11. Cisticercos individualmente extraidos
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Se obtuvo el ADN y se realiz6 la amplificacion de cuatro marcadores:
TS_SSR09, TS _SSR27, TS_SSR28 y TS_SSR32 en 157 cisticercos. Los tamafios
de banda fueron estimados utilizando el equipo de EC QIAXcel. Los resultados se
muestran en el Anexo 3. Sin embargo, los resultados de secuenciamiento que se
realizé a una sub-muestra de cisticercos, indicaron que los tamafios de muestra
estimados por el equipo de EC no eran exactos, ni precisos (ver mas adelante en la

seccion VI1.3).

Para el andlisis de esta seccion, se consideré a todos los cisticercos de los 3 cerdos
infectados como descendientes (progenie) de cada tenia (TA y TB). De acuerdo a
los resultados de secuenciamiento, se encontré que 36 cisticercos de 39 (92.3%,
95% CI: [79.1% - 98.4%]) provenientes cerdos infectados con la Taenia TA 'y 27
de 27 (100%, 95% CI: [87.2%-100%]) cisticercos procedentes de la Taenia TB
tuvieron genotipos idénticos a las tenias parentales (Tabla 3). Encontramos
mutaciones espontaneas (polimorfismo de tamafio) que parecen ocurrir
naturalmente y que no son mayores de dos repeticiones (6 nucleétidos). Por lo
tanto, tomando como ejemplo, los resultados de la Tenia TA, la probabilidad de
gue un cisticerco con una diferencia de una o dos repeticiones sea una mutacion
espontanea respecto a la tenia parental es 7.7% (95% CI: [1.6% -20.9%]). Si
analizamos, por otro lado cada marcador individual, uno de 39 cisticercos por
locus mutd (2.6%, 95% CI [0.1%-13.5%]). La heterocigosidad esperada fluctud

entre 0 y 0.016.
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Tabla 3. Genotipos en los cisticercos resultantes de la infeccién artificial
expresados en numero de repeticiones por marcador.

NUmero Frecuencias
de TS SSR09 TS SSR27 TS _SSR28 genotipicas
cisticercos

Patrén (tamafio en pb = 172=17 165=16 200=>14
namero de repeticiones) T

10 16 17 22 0.833
« CerdoAl 1 16 17 20 0.083
|_
=2 1 16 16 22 0.083
&
2 13 16 17 22 0.929
E Cerdo A3
z—;;, 1 14 17 22 0.071
a
Cerdo A7 13 16 17 22 1.000
Cerdo B4 11 13 12 21 1.000
é m
= ' Cerdo B5 5 13 12 21 1.000
25
2~ Cerdo B6 11 13 12 21 1.000

T El nimero de repeticiones se estimo en base a la secuencia patron de T. solium

(referencia) para cada marcador a partir del resultado del secuenciamiento.

V1.2 Caracterizaciéon molecular de Taenia solium en condiciones naturales

Censo y mapeo. Se realizo el censo en un total de 530 personas en 170 casas en la

comunidad de Pampa Elera en Piura, Per(. 271 personas (51.2%) de la comunidad
era del sexo femenino y 259 (48.8%), del sexo masculino. La edad mediana de la
poblacion fue de 26 afios, el 50% de la poblacion se encontraba entre los 11 y 45
afios (Rango Intercuartil: [11-45]). EI 94% de las familias censadas declar6 que

obtenia agua del rio o de las acequias. 74% declar6 que trataba el agua para
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consumo, y un 20% declar6é que no trataba el agua que consumia. EI 86% de la
poblacién declard que eliminaba las heces a campo abierto, mientras que solo el

8% lo hacfa en un silo.

Setenta y nueve familias (46%) indic6 que criaban un promedio de 3.5 cerdos por
familia (rango: 1 - 12 por familia). Se observo que la mayoria era criados “al
pastoreo”, es decir que caminaban libremente por la comunidad en busca de
alimentos. El mapa de la comunidad, mostrando la localizacién de las casas donde
se ubicaron a los cerdos infectados y de personas tenidsicas identificadas

previamente por Watts y col (50) en Pampa Elera se muestra en la Figura 12.

Entre las cuatro familias donde se encontraban los teniasicos, dos de ellos (T3 y
T4) declararon no tener letrina y que defecaban a campo abierto. Los otros dos
teniasicos declararon que tenian letrina y lo usaban (Tabla 4). Por otro lado, los
duefios de ocho los cerdos sacrificados declararon que los cerdos se alimentan de
desperdicios, y que no los tenian en corrales, sino que “patrullan” libremente por

la comunidad.

Identificacién de cerdos infectados. Durante el trabajo de campo se evaluaron

aproximadamente 303 cerdos, un numero ligeramente mayor del proyectado
segun el censo realizado dias antes. Se identificaron un total de 9 cerdos cuyo
examen de lengua fue positivo (Figura 9), de los cuales se sacrificaron a 8 cerdos.
Se colect6 aproximadamente 30 cisticercos por cerdo (Figura 13). La Tabla 5
muestra las caracteristicas de los cerdos. Todos los cerdos infectados provenian de

la comunidad, es decir nacieron y fueron criados en Pampa Elera.
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Tabla 4. Caracteristicas de las personas infectadas con T. solium

Tenia Casa Crianza de cerdos Facilidades sanitarias
Tiene 2 cerdos libres. Son Tiene letrina, consume
T1 16 alimentados con agua tratada (hervida),
desperdicios. obtenida del rio
Tiene 12 cerdos libres. Tiene letrina, consume
T2 69 Son alimentados con agua no tratada, obtenida
desperdicios del rio
Tiene 2 cerdos libres que No tiene letrina, consume
T3 83 se alimentan de L
. agua del rio, no tratada
desperdicios
No tiene letrina, consume
T4 94 No tiene cerdos agua no tratada, obtenida

del rio.

\z‘ Google Earth
Imagery Date: 4/20/2014  lat -4.5;1.«-431':' lon' -80.1467342 elev 1047:fti  eye alt 5013 ft

L R 3 . s -.'--' . W

Mapa de Pampa Elera mostrando la ubicacion de las tenias (T1-T4) y de los cerdos (P1-P8). Los
genotipos de las tenias y los cisticercos extraidos de los cerdos se muestran a través de los colores.

Figura 12. Mapa de Pampa Elera Baja

47



Figura 13. Identificacion y extraccion de cisticercos en Pampa Elera

Tabla 5. Caracteristicas de los cerdos infectados naturalmente en Pampa

Elera, Piura
Total Cisticercos
Edad Peso
Cerdo Casa Sexo cisticercos  genotipificados

(meses) (kg)
encontrados t
P1 117 Macho 7 12 2276 29
P2 118 Macho 7 25 959 27
P3 13 Macho 7 35 1837 30
P4 79 Hembra 9 42 634 32
P5 91 Macho 9 18 1448 21
P6 1 Hembra 12 24 65 22
pP7 40 Hembra 24 38 1064 28
P8 40 Hembra 24 40 114 30

T Cisticercos genotipificados y analizados por el Sistema de Electroforesis Capilar
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Genotipificacion.- De manera similar al primer experimento, en el segundo se

usaron 4 marcadores microsatélites: TS _SSR09, TS SSR27, TS SSR28 vy
TS _SSR32. Inicialmente, los tamarfios de banda fueron determinados utilizando la
EC (Anexo 4). Igualmente se secuenci6 una sub-muestra de 9 a 14 cisticercos por

cerdo evidenciaron error en la precision de los estimados (Ver seccion VII11.3).

Las tenias identificadas y obtenidas por Watts (2014) (50) se genotipificaron, al
igual que los cisticercos. Los resultados de secuenciamiento se muestran en la

Tabla 6.

Tabla 6. Genotipos de las tenias aisladas en Pampa Elera expresados en
namero de repeticiones por marcador.

Tenia TS SSR09 TS SSR27 TS SSR28

T1 13 12 19
T2 13 13 20
T3 12 12 19
T4 13 12 20

El nimero de repeticiones se estimd en base a la secuencia patrén de T. solium

(referencia) para cada marcador a partir del resultado del secuenciamiento.

Basado en los resultados de secuenciamiento, se define que dos genotipos son los
mismos si tienen el mismo tamafio. De este modo, las cuatro tenias diferian en al
menos un marcador entre ellas (Tabla 7). En el caso de los cerdos, seis cerdos (P1,
P2, P3y P5) tuvieron cisticercos con genotipo idéntico al de la tenia T3; dos

cerdos (P4 y P6) tuvieron dos tipos de cisticercos, algunos que coincidian con la
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tenia T3 y otros diferentes a los de las otras tenias. Finalmente dos cisticercos P7

y P8 tuvieron cisticercos con genotipo diferente al de las tenias identificadas.

Dos cerdos (P4 y P5) que tienen genotipo que concuerda con la Tenia T3, viven a
200 m de esa casa aproximadamente. Por otro lado, los otros cerdos viven mas

lejos, por ejemplo el cerdo P6 vive a una distancia de 590 m (Figura 12).

Los cisticercos recuperados de un mismo cerdo mostraron variabilidad genética.
Cuatro cerdos tenian cisticercos con un unico genotipo; mientras que los otros
cerdos tenian cisticercos con dos tipos de genotipos diferentes en proporciones
que van del 10% al 43% (Tabla 7). Basada en la variabilidad espontanea
encontrada en la infeccion experimental, la probabilidad de que un cerdo tenga
dos tipos diferentes de cisticercos en  proporciones de aproximadamente
40%/60% debido solo a variacion espontanea, es baja. Por ello, es probable que al
menos dos cerdos: P6 y P8 estuvieran infectados con dos tipos de cisticercos (de
diferente origen parental). Asumiendo wuna variabilidad espontanea de
aproximadamente 8%, podemos decir que 32% de los cisticercos recuperados de
P6 y el 35% de los cisticercos recuperados del cerdo P8 probablemente tienen un
origen parental diferente. La heteocigosidad esperada en cada cerdo fluctuo entre

0a0.34 (Tabla 8).
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Tabla 7. Genotipos de los cisticercos aislados de los cerdos. Numero de
repeticiones

Genotipo
Cerdo Ndmero Frecuencias
de SSR09 SSR27 SSR28 genotipicas
cisticercos

13 12 12 19 1.00
P1 1 t 12 19

1 T t 19

12 12 12 19 1.00
P2 1 T 12 19

11 12 12 19 1.00
P3

1 12 12 T

9 13 12 21 0.90
P4

1 12 12 19 0.10

8 12 12 19 1.00
P5

2 T T 19

6 13 12 21 0.60
P6

4 12 12 19 0.40

9 13 13 19 0.82
P7 2 13 13 21 0.18

1 13 T 19

8 13 13 19 0.57
P8

6 13 13 21 0.43

T Muestras no pudieron ser secuenciadas, debido a poca cantidad de ADN
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Tabla 8. Heterocigosidad esperada

Prom
Locus P1 P2 P3 P4 P5 P6 pP7 P8
edio
SSR09 0.00 0.00 0.00 0.189 0.00 0.505 0.00 0.00 0.058
SSR27 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SSR28 0.00 0.00 0.00 0.189 0.00 0505 0.290 0.508 0.124
Prome
0.00 0.00 0.00 0.126 0.00 0.337 0.097 0.169 0.061
dio
DE 0.00 0.00 0.00 0.109 0.00 0.292 0.167 0.293 0.072

Analisis de las relaciones genéticas de los parasitos evaluados

El anélisis de las relaciones genéticas, se realiz6 a través de la construccion de un

arbol filogenético UPGMA. Este muestra las siguientes relaciones. La Tenia T3 se

agrupa con los cisticercos de los cerdos P1, P2, P3, P5 y parte de los cisticercos

obtenidos de P6 y estos a su vez se agrupan con la Tenia T1. Por otro lado los

cerdos P7 y P8 también se agrupan juntos. Los cisticercos de P4 y P6 se agrupan

junto con los anteriores y la Tenia T4. Finalmente la Tenia T2 se agrupa con

cisticercos de los cerdos P8 y P7 (Figura 14). Los valores de bootstrap son

moderados.

Los resultados indicaron que no hubo correlacion entre las distancias genéticas y

geogréficas (coeficiente de correlacion de Spearman Rank r = 0.253, p<0.001).
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Figura 14. Dendrograma UPGMA mostrando las distancias genéticas entre
cisticercos basados en el polimorfismo de microsatélites.
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VI11.3 Analisis de los resultados del sistema de electroforesis capilar,
comparado con los resultados de secuenciamiento.

Con la finalidad de confirmar los resultados obtenidos por EC, se secuencié una
submuestra de cisticercos. Los resultados de polimorfismo de tamafio de los
marcadores obtenidos no fueron exactos, ni precisos. En la Tabla 9 se muestra un
resumen de las diferencias encontradas en cuanto al tamafio de los alelos y las
frecuencias encontradas en cada caso. En el Anexo 5 se muestran los resultados en

detalle de la comparacion realizada con los resultados de secuenciamiento.
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Tabla 9. Comparacion de frecuencias alélicas entre los resultados de secuencimientos y de Electroforesis Capilar (QlAxcel)

SSR09 SSR27 SSR28 SSR32
Alelo EC Secuenciamien EC Secuenciamien. EC Secuenciamien. EC Secuenciamien
1 160 (0.024) 157 (0.313) 155 (0.116) 153 (0.583) 211 (0.011) 215 (0.407) 180 (0.714) 176 (1.000)
2 163 (0.422) 160 (0.488) 158 (0.416) 156 (0.156) 214 (0.264) 218 (0.016) 183 (0.185)
3 166 (0.331) 163 (0.012) 161 (0.179) 168 (0.260) 217 (0.137) 221 (0.313) 186 (0.092)
4 169 (0.036) 169 (0.187) 164 (0.029) 220 (0.220) 224 (0.258) 189 (0.008)
5 172 (0.072) 170 (0.179) 223 (0.209)
6 175 (0.115) 172  (0.006) 224 (0.005)
7 173 (0.075) 226 (0.121)
8 229  (0.017)
9 232 (0.005)
10 233 (0.006)
11 235  (0.006)




VIl Discusién

En el presente estudio, se muestra evidencia importante respecto a la variabilidad
genetica de T. solium utilizando marcadores microsatélites, mostrando su
potencial utilidad como herramienta de genotipificacion y para establecer
relaciones genéticas filiales a nivel local. En primer lugar, se establece que la
probabilidad de que un cisticerco tenga el mismo genotipo que la tenia parental,
en una infeccién artificial es de 92%, sugiriendo que la mutacidn espontanea en
cisticercos provenientes de una misma tenia ocurre en el 8% de veces para 2 0
menos repeticiones por generacion. Por tanto, esta herramienta tiene alta
probabilidad de identificar correctamente la progenie de una tenia adulta.
Segundo, los cerdos infectados naturalmente en una comunidad endémica rural
alojan subgrupos de cisticercos con diferentes genotipos, lo que podria ser
explicado por infecciones provenientes de diferentes tenias parentales. A

continuacién se discute en detalle, los resultados de ambos estudios.

VI11.1 Estudio de la identidad genética de T. solium proveniente de una
infeccion artificial

En el primer experimento, de infeccion artificial, definiendo un genotipo como la
combinacion Unica de alelos de cada microsatélite, se muestra que la progenie
(cisticercos) de un parésito adulto de T. solium tienen practicamente el mismo
genotipo que el parental. Esto se notd principalmente en los cisticeros

provenientes de una tenia de Cajamarca (Taenia TB), en los que todos los
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cisticercos secuenciados, tuvieron exactamente el mismo genotipo. Esto sugiere
una baja variabilidad genética por locus por generacion y que T. solium tiene una
reproduccién, en la practica, semejante al tipo clonal y que seria posible establecer
relaciones filiales entre tenias (obtenidos de personas infectadas) y cisticercos
(obtenidos de cerdos) en una comunidad endémica. Esto, a su vez, permitiria
estudiar los patrones de distribucién de los parésitos en la comunidad, y asi,

determinar rutas de transmision.

El presente estudio no intenta estimar la verdadera tasa de mutacion de
microsatélites en T. solium, pues el nimero de individuos estudiados es muy bajo
y los marcadores estudiados no son en absoluto representativos de la poblacion
total de microsatélites. Los marcadores elegidos en este estudio fueron de los mas
polimorficos y con al menos tres nucledtidos en el motivo repetido, para evitar

generar repeticiones artificiales durante los procesos de PCR.

Se asume que los marcadores evaluados son homocigotes y no alelos nulos,
aunque no se descarta tal posibilidad de que asi lo sean. Por otro lado, son
informativos pues se ha demostrado que son polimérficos. De hecho las dos tenias
usadas para la infeccion tienen genotipos diferentes en los tres microsatélites: 4, 5
y 1 repeticiones para los microsatélites TS SSR09, TS SSR27 y TS_SSR28,

respectivamente.

Las mutaciones por generacion de microsatélites suelen describirse como la
adicion o reduccion de una repeticion por generacion (62, 92), en este estudio, de
las 3 mutaciones encontradas, en dos de ellas hubo una reduccion de 2

repeticiones por mutacion y en una hubo una reduccion de una repeticion por
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mutacién. Por otro lado, todas las mutaciones de alelos se redujeron,
independientemente del tamario del alelo parental. Se ha reportado que los alelos
tienden a reducirse o crecer hasta conseguir un equilibrio de 20pb (92), aunque

por supuesto, T. solium puede comportarse de manera diferente.

La baja variabilidad genética encontrada en el presente estudio contrasta con los
resultados obtenidos por Maravilla en una infeccion artificial (21).En el estudio de
Maravilla (2008), se infectaron cerdos para recuperar cisticercos y estudiar la
variabilidad genética utilizando la técnica RAPDs. Aunque sus resultados
mostraron un agrupamiento genético de los cisticercos con las tenias parentales,
también sugirieron variabilidad genética, mayor a la reportada en el presente
estudio. Ellos obtuvieron una heterocigosidad esperada de 0.06-0.22 vs 0.00 —
0.016 obtenida en este estudio. Asi mismo reportan mayor heterocigosidad
esperada que la obtenida en estudio de infecciones naturales (22), en las que se
atribuye la variabilidad genética al tipo de reproduccion sexual (23). Aungue la
ventaja de RAPD es la rapidez y el costo, tiene desventajas como la interpretacion
subjetiva de los resultados y la falta de reproducibilidad (93, 94). Los alelos son
dominantes, por lo que no se pueden discernir individuos heterocigotos. Por lo
tanto, no serian Utiles para determinar relaciones entre parasitos (o0 poblaciones) a
nivel local. Por el contrario, los genotipos obtenidos con microsatélites son
reproducibles ya que las secuencias se amplifican a partir de regiones conservadas

del genoma del parasito. Los genotipos obtenidos por microsatélites, pueden
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ademas ser comparables con otros estudios, en otras regiones a nivel local y a
nivel continental. Se han reportado estudios de diversidad y relacion filogenética y

evolutiva en regiones tan grandes como Europa (E. multilocularis).

La baja variabilidad genética obtenida en este estudio, por otro lado, puede
explicarse porque T. solium es un parasito monoecio que se auto-fertiliza (35, 95)
y porque la mayoria de infecciones son simples (de un solo parasito). Sin
embargo, debe notarse que excluyendo el reporte de Maravilla (2008), el presente
estudio demuestra que existe variabilidad genética espontanea mayor a la

reportada anteriormente con otros marcadores genéticos (18, 19).

Cabe mencionar, que en el presente estudio no se ha desarrollado una infeccion
multiples de Taenia adultas, que en el caso de T. solium ocurre hasta en un 20%
(47). En este caso es posible que ocurra una recombinacion propia de los
organismos con reproduccion sexual. En otros organismos hermafroditas, como
en Oochoristica javaensis, un cestodo que infecta lagartos, se evidencio una
segregacion de tipo mendeliana, utilizando microsatélites. Los lagartos pueden ser
infectados por decenas de paréasitos a la vez, lo que incrementa la probabilidad de
fertilizacion cruzada y por ende de mayor diversidad genética. Detwiler sugiere
que el tipo de reproduccion de O. javaenis es sexual y que tendria una segregacion
de tipo mendeliana (39). De igual manera, la fertilizacion cruzada se ha observado
en Schistocephalus solidus, cestode que parasita aves y peces, y en el que se ha
estudiado en detalle los fendmenos de autofertilizacion y fertilizacion cruzada

(40-42, 81).
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VI11.2 Estudio de la identidad genética de T. solium en condiciones naturales

Con el resultado obtenido en la primera parte del estudio en el que se muestra que
existe una alta probabilidad de identificar y relacionar correctamente cisticercos
con una tenia parental, se realizd un segundo estudio en la comunidad de Pampa
Elera Baja en Ayabaca, Piura. En éste, se confirmd la variabilidad genética de T.
solium en la comunidad, y se exploré las posibles relaciones genéticas entre

cisticercos y tenias adultas identificadas.

Pampa Elera es una comunidad tipicamente rural, con pobres condiciones
sanitarias y falta de acceso al agua corriente (o potable), y donde casi 9 de cada 10
familias declararon no tener letrina y por ende realizar sus deposiciones a campo
abierto. Los cerdos que son copréfagos, tienen acceso facilmente a las heces,
aumentado su riesgo de infeccion, lo que se refleja en la prevalencia de teniasis
(50) y de cisticercois porcina. Estas condiciones ofrecen un buen escenario para

explorar la distribucion genética entre tenias y cisticercos en la comunidad.

VI11.2.1. Variabilidad genética

El estudio de la infeccién natural en esta comunidad confirmé que existe
variabilidad genética de T. solium mayor a la encontrada en la infeccion artificial
(He: 0-0.34 vs 0-0.011, respectivamente), lo cual era de esperarse. Las cuatro
tenias tuvieron genotipos diferentes, y se identificaron 3 genotipos adicionales

entre los cisticercos obtenidos de los cerdos.
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VI11.2.2. Relacion genética entre Taenias y cisticercos

Los dendrogramas sugieren un agrupamiento de cisticercos en torno al cerdo de
origen, y relacion cercana entre tenias que se encuentran geograficamente cerca.
Sin embargo, seis cerdos distantes geograficamente tuvieron cisticercos cuyos
genotipos correspondian al genotipo de la tenia T3, mostrando efectivamente un
bajo grado de concordancia con las tenias lo cual fue corroborado con la baja
correlacion existente entre las distancias genéticas y las distancias geograficas. Lo
esperado seria encontrar una correlacion positiva entre la distancia genética y la
distancia geografica de los parasitos (tenia-cisticerco) puesto que se ha reportado
que los cerdos “patrullan” aproximadamente el 83% del tiempo a s6lo 100m de
sus casas (96). Empero, también se ha reportado que los cerdos pueden caminar
varios kilémetros lejos de las casas de sus duefios (96, 97), asi en Africa se ha
reportado que los cerdos pueden caminar y alejarse de sus hogares distancias
cercanas a 1km (97). Por ello, no se descarta la posibilidad de que efectivamente,
los cerdos se hayan infectado con huevos de la tenia T3. Ademas la familia

reportd no tener letrina.

Por otro lado, se reconoce que el hecho de tener cerdos con cisticercos con el
genotipo idéntico a una tenia que se encuentra a 590m de distancia, no es
indicativo necesariamente que el cerdo y/o el humano se acercaron de alguna
manera, sino que puede haber otra fuente de infeccion (v.g. tenia) con un genotipo
idéntico o similar, en este sentido seria Util contar con un panel mas amplio de
marcadores microsatélites para definir los genotipos con mayor precision. Asi

mismo, seria importante contar con genotipos de todas las tenias de la comunidad.
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Otra informacion relevante encontrada en el presente estudio es la ocurrencia de
cisticercos (especificamente en los cerdos P4, P6, P7 y P8) con genotipos
diferentes a los genotipos de las tenias identificadas. Existen varias posible
explicaciones: (i) los cerdos pudieron haber sido obtenidos por sus duefios en
otras comunidades aledafias, sin embargo, todos los cerdos estudiados fueron
nacidos y criados en Pampa Elera Baja. (ii) los cerdos fueron infectados con
huevos provenientes de teniasicos que estuvieron de paso en la comunidad. En el
censo se reportd que el 23% de las personas provenian de diferentes comunidades
de Piura, Tumbes (zonas endémicas) y algunos de Lima. (iii) los cerdos fueron
infectados con tenias no identificadas previamente. Es posible que hubieran
personas infectadas que no se identificaron en el estudio previo (50), resultando en

otras fuente de contaminacion por T. solium.

Finalmente, se observa, que dos cerdos que viven en la misma casa (P7 y P8),
tienen los mismos tipos de cisticercos. Pray y col (2016) describieron que los
cerdos de la misma casa tienen rangos de “patrullaje” similares y esto es posible

porque se mantienen juntos como manada (96).

VI11.2.3. Infecciones multiples

En la primera parte de este estudio se estim6é que la probabilidad de que un
cisticerco tenga el mismo genotipo que el parental es 92.3% y por ende, estan
relacionados con un mismo origen, por ello, la presencia de dos tipos de

cisticercos en un cerdo, puede sugerir que el cerdo tiene una infeccion multiple.
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Cuatro cerdos alojaban un solo tipo de cisticercos y otros cuatro cerdos alojaban
dos tipos de cisticercos. ElI hecho de que sélo se hayan encontrado un solo
genotipo entre los cisticercos, puede ser explicado posiblemente por una
proteccion inmune adquirida. De Aluja y col. (1999) reportaron que cerdos
infectados experimentalmente eran resistentes a la reinfeccion por un tiempo de al
menos 5 meses (98). Todos los cerdos que alojaron dos tipos de cisticercos eran

mayores de 9 meses, tiempo suficiente para tener re-infecciones.

El hallazgo de dos tipos de cisticerco en un cerdo sugiere ya sea infeccion
maultiple (que el cerdo haya comido huevos o proglotidos de dos tenias diferentes)
0 que haya consumido huevos o proglétidos de una tenia que alojaba dos tipos de
cisticercos (por ejemplo debido a una fertilizacion cruzada a nivel de tenias en una

infeccion multiple intestinal).

Otra caracteristica es que estos cuatro cerdos son de los de mayor edad y hembras.
Se ha reportado que los cerdos de 7 a 9 meses son los que caminan distancias mas
largas lejos de su hogar. De acuerdo al estudio de Pray y col., los cerdos de 7a 9
meses de edad pueden recorrer mas area y llegar hasta una gran distancia (96). De
tal modo que la probabilidad de haberse infectado de dos tenias diferentes y
lejanas geograficamente es alta. El hecho de ser hembras también es un factor
importante, pues durante la prefiez los animales presentan una baja inmunidad

durante el periodo cercano al parto, con mayor riesgo de infectarse (99).
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VI111.3. Concordancia entre Electroforesis Capilar y el secuenciamiento.

En el presente estudio también se ha verificado y confirmado que las estimaciones
de los tamarios de los productos de PCR de los marcadores microsatélites por el
Sistema de EC, QlAxcel, tienen un error que no permite utilizar este método para
la genotipificacion en el caso de microsatélites con repeticiones son de 3pb o
menos. Se ha reportado recientemente, este problema en marcadores
microsatélites para Plasmodium vivax (65). Si bien es cierto, en dicho trabajo se
reporta poca reproducibilidad y baja precision, sobre todo con el uso de los
cartuchos. En este caso, nuestros resultados mostraron ser reproducibles, al
obtener los mismos resultados en dos repeticiones en algunos casos. Respecto a la
precision, nuestros resultados concuerdan con los de Manrique y col. ya que como
se observa, los resultados de secuenciamiento mostraron un tamafio de producto
diferente del encontrado por secuenciamiento. Por este motivo, se decidio
secuenciar una muestra de los cisticercos. Mas aun, los resultados de
secuenciamiento que difirieron en el tamafio de banda, respecto al parental se
secuenciaron dos veces, incluyendo la reaccion de PCR, lo que indicaria que las
diferencias en los genotipos de los cisticercos observados puede deberse a
mutaciones intrinsecas de los microsatélites, lo que generaria la variabilidad

genética.

Limitaciones

La limitacion en este estudio, es que se han evaluado s6lo 3 microsatélites

polimdrficos homocigotos (TS _SSR09, TS SSR27 y TS _SSR28). En un estudio
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previo se identifico 9000 posibles secuencias de microsatélites (25), por ello se
recomienda ampliar el estudio, utilizando mas marcadores para tener un resultado
mas robusto, respecto a la variabilidad genética en la infeccion artificial y para
tener resultados mas precisos cuando se quieran establecer relaciones genéticas a
nivel local (comunidad). Se debe notar, sin embargo que para fines précticos
inclusive un solo marcador puede ser util para genotipificar. Por ejemplo, en el
caso de Ecchinococcus, el microsatélite denominado EmsB proporciond
informacion para diferenciar no sélo cepas de Europa y de Alaska, sino también
diferentes cepas en Europa (15). EmsB es un microsatélite de peuliar esctructura,
consta de repeticiones de repeticiones. De manera similar, nuestro microsatélite

TSSROL1 diferencia bien entre cepas del norte y cepas del sur del Pert (25).

Los cerdos identificados en el presente estudio no son todos los cerdos infectados
en la comunidad, aunque el método de la evaluacion lingual es 100% especifico,
su sensibilidad es del 70%, por lo tanto existe un porcentaje de falsos negativos y
por ende de cerdos infectados, que no se identificaron. Sin embargo los cerdos
identificados con este método son cerdos severamente infectados y posiblemente
cerdos alfa, es decir los que con alta probabilidad consumen directamente de las
heces humanas, por lo tanto si se consideraria una muestra representativa de los

casos infectados.

Finalmente, en el estudio de Watts, en el que se identificaron las personas
teniasicas, tuvo una baja cobertura, por lo tanto es posible que dentro de la

comunidad hayan mas personas teniasicas.
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IX Conclusiones

1. Utilizando tres marcadores microsatélites polimorficos, se mostré que la
progenie de Taenia solium tiene el mismo genotipo que la tenia parental en
una proporcion del 92%, indicando su uso potencial para el estudio de
transmision de T. solium.

2. En el estudio de la evaluacion de los cisticercos extraidos de cerdos
infectados naturalmente, se encontr6 hasta dos tipos de cisticercos por
cerdo, lo que sugiere que esos cerdos pudieron haber tenido infecciones
maultiples.

3. El disefio del estudio y sus limitaciones no permitieron encontrar una
asociacion entre genotipos de tenias y genotipos de los cisticercos a nivel
local (comunidad rural).

4. EIl método de genotipificacion utilizando QIAXcel no es preciso y no tiene
la suficiente sensibilidad para genotipificar microsatélites de tres 0 menos

pares de bases de repeticion.
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X Recomendaciones

1. Utilizar un panel mas amplio de marcadores microsatelites a fin de
identificar con mayor precision la relacion entre parasitos, especificamente
entre cisticercos y tenias a una escala local.

2. Utilizar técnicas de estimacion de polimorfismo de tamafio mas preciso,
tales como la electroforesis capilar basado en cebadores fluorescentes.

3. Para la evaluacion y validacion de una herramienta de genotipificacion
para establecer relaciones genéticas parentales en una comunidad, se
recomienda emplear métodos de diagnostico de teniasis y cisticercosis
porcina con alta sensibilidad y especificidad, de modo que se puedan
evaluar todos los individuos posiblemente involucrados.

4. Estudiar la segregacion de alelos con marcadores heterocigotos.
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Anexo 3

Resultados de la genotipificacién de cisticercos por el sistema de
electroforesis capilar (QlAxcel) — Infeccidn experimental

La mayoria de los cisticercos obtenidos de la infeccion artificial: 80/87 (91.9%)
para los cisticercos de la Tenia Ay 65/70 (92.2%) para los cisticercos de la Tenia
B, tuvieron tamafio similar (£3pb) a las tenias parentales; (Tabla 10 y Tabla 11).
Un porcentaje menor de los cisticercos tuvieron marcadores con tamarios de banda
que diferian en 6 0 mas pares de bases respecto a la Taenia parental (Tabla 10 en

rojo).

Tabla 10. Resultados de los tamafios de banda usando el Sistema de EC, QIAXcel
en una muestra de cisticercos

Muestra | Cisticerco | SSR09 | SSR27 | SSR28 | SSR32
Tenia A 175 170 223 180
8 172 170 226 180
10 172 170 223 180
—_— 18 175 170 226 180
1 22 172 170 226 180
26 172 170 223 180
27 175 170 233 186
< 28 175 | 170 | 226 | 180
= 35 175 173 229 180
'é Cerdo 40 175 170 235 180
= 3 45 175 170 226 180
= 47 175 173 226 180
a 54 175 170 226 180
178 175 173 229 180
179 175 173 226 180
Cerdo 185 175 173 223 180
2 189 175 173 229 186
190 175 173 232 186
195 175 173 223 189




Cisticerco SSR09 | SSR27 | SSR28 | SSR32
Tenia B 163 155 220 180
75 163 | 155 | 220 | 180
78 163 | 155 | 220 | 180
79 163 | 155 | 220 | 180
Cerdo 82 166 | 158 | 226 | 186
4 83* 166 | 158 | 226 | 186
85 166 | 158 | 223 | 180
@ 88 163 | 155 | 220 | 180
8 90 163 | 155 | 220 | 180
2 95 166 | 158 | 223 | 186
38 114 163 | 155 | 220 | 180
B 116 163 155 220 180
| 7% [ 118 | 163 | 155 | 220 | 180
o 121 166 155 223 180
122 166 | 155 | 223 | 180
128 166 | 172 | 223 | 180
129 166 | 158 | 223 | 180

Cerdo
6 138 166 | 158 | 223 | 180
145 163 | 158 | 220 | 180
152* 166 | 158 | 226 | 186

* Los marcadores microsatélites de los cisticercos 83 y 152 no pudieron ser

secuenciados debido a la poca cantidad de ADN extraido



Tabla 11. Resumen de los resultados de la genotipificacion de los cisticercos,
utilizando el equipo de Electroforesis Capilar (QIAXcel)

Tenia A (87 cisticercos) Nro cisticercos (%o)
Exactamente el mismo tamario de banda 13 (15%)
Difieren en + 3pb en uno 0 mas marcadores 67 (76%)
Difieren en > 6pb en uno 0 mas marcadores 7 (9%)

Tenia B (70 cisticercos) Nro cisticercos (%)
Exactamente el mismo tamafio de banda 28 (40%)
Difieren en 1 + 3pb en uno 0 mas marcadores 36 (51%)

Difieren en > 6pb en uno o0 mas marcadores 6 (9%)




Anexo 4

electroforesis capilar (EC) QlAxcel — Infeccion natural

Resultados de la genotipificacién de cisticercos por el sistema de

NUmero

Cordy | €T | TS_SSR09 | TS_SSR27 | TS_SSR28 | TS_SSRa2 | Frecuencia
cisticercos | (PP) (pb) (pb) (pb) genotipica
16 163 158 214 180 | 55.2%
3 166 161 217 180 10.3%
2 163 158 211 180 6.9%
2 163 161 214 180 6.9%
P1 2 166 161 214 180 6.9%
(n=30) 1 163 158 217 180 3.4%
1 163 164 214 180 3.4%
1 166 164 220 180 3.4%
1 169 164 217 180
1 163 - 214 180
10 163 158 214 183 | 37.0%
9 163 158 214 180 | 33.3%
2 166 161 217 183 7.4%
1 163 158 214 186 3.7%
1 163 158 214 189 3.1%
(1-30) 1 163 161 214 180 3.7%
1 163 161 217 189 3.7%
1 163 161 214 183 3.7%
1 166 161 220 186 3.7%
2 163 158 - 180
1 163 158 214 -
13 163 158 214 180 | 433%
7 163 158 214 183 | 23.3%
1 160 158 211 180 3.3%
1 163 161 214 180 3.3%
1 163 161 214 189 3.3%
(nE§0) 1 163 161 217 180 3.3%
1 163 173 214 180 3.3%
1 166 158 214 180 3.3%
1 166 161 217 183 3.3%
1 166 161 217 186 3.3%
1 166 161 220 186 3.3%
1 166 164 220 180 3.3%




NUmero

Cerdo de TS_SSR09 | TS_SSR27 | TS_SSR28 | TS_SSR32 | Frecuencia
cisticercos (pb) (pb) (pb) (pb) genotipica
17 166 158 220 180 53.1%
3 163 158 214 180 9.4%
3 166 158 217 180 9.4%
2 169 161 220 180 6.3%
1 163 158 217 180 3.1%
(nEgZ) 1 163 158 220 180 3.1%
1 166 158 220 183 3.1%
1 166 161 217 180 3.1%
1 166 161 220 189 3.1%
1 169 161 222 180 3.1%
1 169 161 224 180 3.1%
8 163 158 214 180 34.8%
3 160 158 214 180 13.0%
2 166 161 217 186 8.7%
2 160 158 214 186 8.7%
2 163 158 214 183 8.7%
1 160 158 214 183 4.3%
(nEES) 1 163 158 208 180 4.3%
1 160 158 211 180 4.3%
1 166 161 214 186 4.3%
1 166 161 217 180 4.3%
1 166 161 217 183 4.3%
1 160 158 214 --
1 163 161 - 180
4 166 158 220 180 18.2%
3 163 158 214 183 13.6%
2 166 158 217 180 9.1%
2 166 158 217 183 9.1%
2 166 158 220 183 9.1%
1 163 158 214 180 4.5%
1 163 161 214 189 4.5%
P6 1 166 158 214 183 4.5%
(n=24) 1 166 161 214 183 4.5%
1 166 161 217 186 4.5%
1 166 161 217 183 4.5%
1 166 161 220 183 4.5%
1 166 161 220 186 4.5%
1 169 161 220 189 4.5%
1 166 - 217 183
1 166 - 217 180




NUMEro | 15 ssrog | TS SSR27 | TS_SSR28 | TS_SSR32 | Frecuencia
Cerdo | ~de (ob) (pb) (ob) (pb) enotipica
cisticercos P P P P 9 P
6 166 161 214 180 22.2%
4 166 161 214 183 14.8%
2 166 161 217 180 7.4%
3 166 161 220 180 11.1%
3 169 164 217 183 11.1%
1 163 161 214 180 3.7%
1 163 161 217 180 3.7%
1 163 161 217 183 3.7%
(1-29) 1 163 161 220 186 3.7%
1 166 161 220 183 3.7%
1 166 164 214 183 3.7%
1 169 164 214 180 3.7%
1 169 164 220 186 3.7%
1 169 164 220 192 3.7%
1 166 161 - 180
1 169 164 217 -
1 166 161 214 -
6 166 158 217 180 20.0%
4 166 158 223 180 13.3%
4 166 161 217 180 13.3%
3 163 158 217 180 10.0%
3 163 161 223 180 10.0%
(1-30) 2 163 158 223 180 6.7%
2 166 158 220 180 6.7%
2 166 161 220 183 6.7%
2 166 161 223 180 6.7%
1 166 161 220 180 3.3%
1 166 161 223 182 3.3%

-- No amplifico




Anexo 5

Comparacion de resultados de tamafio de secuencia de los marcadores, segun

el sistema de electroforesis capilar (EC) y segun secuenciamiento de una

muestra en una muestra de 15 cisticercos

Cisticerco SSR09 SSR27 SSR28 SSR32
EC | Secuenc| EC | Secuenc. EC | Secuenc.| EC | Secuenc.
1 172 169 170 168 223 224 180 176
2 172 169 170 168 223 224 180 176
3 163 160 155 153 220 221 180 176
4 166 160 158 153 223 221 180 176
5 163 160 155 153 220 221 180 176
6 166 160 158 153 223 221 186 176
7 175 169 170 168 223 224 180 176
8 163 163 155 153 220 221 180 176
9 163 160 158 156 217 215 180 176
10 166 160 158 156 217 215 180 176
11 163 160 158 156 223 221 180 176
12 166 160 158 156 217 215 180 176
13 166 160 161 156 223 221 180 176
14 166 160 161 156 220 215 183 176
15 166 160 161 156 220 215 183 176




Distribucion de los alelos obtenidos por el Sistema de Electroforesis Capilar

para el marcador TS_SSR09 (A), TS_SSR27 (B), TS_SSR28 (C), TS_SSR32

(D)
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Frecuencias en base a un total de 214 muestras evaluadas. Se muestran las
frecuencias de los diferentes tamafios de productos en pb obtenidos por EC. Los

alelos “verdaderos’ se identificaron por secuenciamiento.
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