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RESUMEN

La difilobotriosis es una zoonosis causada por la ingestion accidental de la
larva plerocercoide de Diphyllobothrium, familia Diphyllobothridae, que se
encuentra enquistada o libre en la superficie visceral de los peces
teleésteos  marinos, considerados hospederos  paraténicos 0
intermediarios. El presente trabajo tuvo como objetivo identificar
molecularmente los estadios de plerocercoide y adulto de
Diphyllobothrium sp. obtenidos de humanos, lobos marinos y peces en el
Perd. Se muestrearon 3668 ejemplares de Engraulis ringens “anchoveta”,
22 de Sciaena deliciosa “lorna”, 6 de Sciaena callaensis “lorna grande”, 6
de Trachurus symmetricus murphyi “jurel” frescas y congeladas en
diferentes periodos estacionales, adquiridos de diferentes Puertos del
Norte (Chiclayo), Centro (Lima) y Sur (Ica) de la costa peruana. Los
especimenes adultos de Otaria byronia se obtuvieron de Barranca y
Huacho (Lima) y tres aislados de humanos. Para la extraccion del ADN
gendmico de los estadios larvario y adulto, se utilizo el Kit de extraccién
de ADN de tejidos siguiendo el protocolo del fabricante. La calidad de las
muestras de ADN se evaluo6 por electroforesis; la concentracion y pureza
por espectrofotometria utilizando un Nanodrop 2000. Se amplifico el
ADNmt parasitario mediante PCR utilizando el gen cox1 de las larvas
plerocercoides y adultos. Las pruebas moleculares revelaron la presencia
de Adenocephalus pacificus (=Diphyllobothrium pacificum) en las
muestras de adultos (3 de humanos y 2 de O. byronia) y cinco
plerocercoides. Se reporta por primera vez la presencia de la larva
plerocercoide de A. pacificus en Engraulis ringens “anchoveta”, siendo un
probable 2° hospedero intermediario. Se demuestra que los proglotidos
gravidos del estadio adulto y el escélex de la larva plerocercoide
presentan una alta plasticidad morfologica. Por vez primera se identifica
mediante el marcador molecular cox1 a dos aislados de O. byronia como
A. pacificus. De acuerdo a las inferencias filogenéticas basadas en el gen

coxl, se determinG que los adultos y cinco larvas plerocercoides



corresponden a A. pacificus. Dos larvas plerocercoides se ubicaron en un

clado hermano de Diphyllobothrium.

Palabras clave: Diphyllobothriidae, Adenocephalus pacificus, larva

plerocercoide, gen coxl, PCR, Pera.



ABSTRACT

Diphyllobothriasis is a zoonosis caused by the accidental ingestion of
Diphyllobothrium plerocercoid larvae, Diphyllobothridae family, which is
found to be cystic or free in the visceral surface of marine teleost fish,
considered as paratenic hosts or intermediates. The aim of the present
work was to identify molecularly the stages of plerocercoide larvae and
adult Diphyllobothrium sp. obtained from humans, sea lions and fish in
Peru. Twenty-two specimens of Sciaena deliciosa "lorna", 6 of Sciaena
callaensis "big lorna ", 6 of Trachurus symmetricus murphyi "mackerel"
and 3668 of Engraulis ringens "anchoveta" were sampled fresh and frozen
in different seasonal periods acquired from different Northern Ports
(Chiclayo), Centro (Lima) and South (Ica) of the Peruvian coast. The adult
specimens of Otaria byronia were obtained from Barranca and Huacho
(Lima) and three human isolates. For the extraction of genomic DNA from
the larvae and adult stages, the tissue DNA extraction kit was used
following the manufacturer's protocol. The quality of the DNA samples was
evaluated by electrophoresis; Concentration and  purity by
spectrophotometry using a Nanodrop 2000. Parasitic mtDNA was
amplified by PCR using the cox1 gene of the stages of larvae and adults.
Molecular tests revealed the presence of Adenocephalus pacificus (=
Diphyllobothrium pacificum) in adult samples (3 human and 2 O. byronia)
and five plerocercoids. The presence of A. pacificus plerocercoid larvae in
Engraulis ringens "anchoveta" is reported for the first time, being a
probable 2" intermediate host. It is demonstrated that the pregnant
proglottids of the adult stage and the scolex of the plerocercoid larva have
a high morphological plasticity. For the first time, the molecular marker
cox1 is identified as two isolates of O. byronia as A. pacificus. According to
phylogenetic inferences based on the coxl gene, it was determined that
adults and five plerocercoid larvae correspond to A. pacificus. Two

plerocercoid larvae were located in a sister clade of Diphyllobothrium.
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l. INTRODUCCION

La difilobotriosis es una zoonosis causada por la ingestion accidental de la
larva plerocercoide de Diphyllobothrium, familia Diphyllobothridae, que se
encuentra enquistada en la superficie visceral o peritoneo parietal de
peces teledsteos marinos, considerados como hospederos paraténicos o

intermediarios.

Desde la antigiedad los habitantes de Sudamérica sufrieron de
difilobotriosis observandose huevos de Diphyllobothrium pacificum
(Nybelin, 1931) en muchos sitios arqueolégicos precolombinos e inclusive
pre-incas de Peru y Chile. En la actualidad Peru y Chile son paises

reconocidos como areas endémicas de la enfermedad.

A lo largo del océano Pacifico el cestodo Diphyllobothrium pacificum
representa uno de los mas importantes agentes causantes de
difilobotriosis en el hombre por la ingestién de peces en forma de ceviche.
El primer caso diagnosticado de difilobotriosis humana en el Pera fue por
D. pacificum realizado por Baer (1967). Desde que se describio el primer
caso de infeccién humana en el Perd, se han reportado nuevos casos
humanos con una prevalencia del 2%, especialmente en los pobladores
de la costa y de 0.02 y 0.09 % en las localidades de Arequipa y en la

costa sur del Peru; respectivamente.

Asi mismo, se ha reportado infeccion natural con D. pacificum en Canis
lupus familiaris “perro” en la ciudad de Chincha, Ica (costa sur del Peru).
La presencia de perros en los lugares de expendio de pescado, ocasiona

la infeccion al ingerir las visceras con la forma larvaria.

Las especies de Diphyllobothrium se encuentran ampliamente distribuidas

en todo el mundo (Norteamérica, Europa, Asia, Oceania, Antartida). Hasta



el presente, se han descrito 50 especies del género Diphyllobothrium,

pero solo 14 se han reportado como patdgenas para el hombre.

D. pacificum por mas que ha sido reconocido como un parasito humano,
sigue siendo su morfologia poco conocida y su taxonomia complicada, por
lo que varias especies de este cestodo son considerados como sus

sinénimos.

En el Perd se ha descrito a D. pacificum en lobos marinos como Otaria y
Arctocephalus y humanos, y D. arctocephalinum también en Otaria y

Arctocephalus.

La identificacidon de las especies se ha realizado con pocos especimenes
y usando criterios morfoanatémicos que, por lo general, no toman en
cuenta las variaciones intraespecificas, creando asi duda si se trata de

una sola especie o son en realidad varias.

1.1. Planteamiento del problema

La difilobotriosis es una parasitosis humana producida por cestodos del
género Diphyllobothrium, esta enfermedad puede pasar desapercibida o
provocar en la persona que la presenta sintomas inespecificos; en
algunos casos se presentan sintomas como dolor abdominal, flatulencia,
nauseas y diarrea. En algunas ocasiones, puede desarrollarse una
anemia megaloblastica como resultado de la falta de asimilacién de la
vitamina B12, ya que el parasito compite con el hospedero por la

absorcion de esta vitamina (Vuylsteke et al., 2004; Jiménez et al., 2012).

Se ha reportado aproximadamente 20 millones de casos de difilobotriosis
a nivel global y en algunos paises hay una reaparicion de esta
enfermedad como en Rusia, Corea del Sur, Japon, y América del Sur
(Brasil). Estudios recientes indican un aumento en algunos paises
desarrollados. (Chai et al., 2005; Mezzari et al., 2008; Wicht, 2009).



Desde que se describio (1967) el primer caso de infeccion humana en el
Peru, se han reportado nuevos casos humanos con una prevalencia del
2%, especialmente en los pobladores de la costa y de 0.02 y 0.09 % en
las localidades de Arequipa y en la costa sur del Perd, respectivamente
(Tantalean, 1993). Diphyllobothrium pacificum, es reportado por primera
vez como parasito humano en el Peru por Baer et al. 1967, y al mismo
tiempo como una difilobotriasis humana en el hemisferio sur distinta a la

causada por D. latum.

En el Perd la incidencia de difilobotriosis en humanos ha sufrido
variaciones debido a las alteraciones en la ecologia marina ocasionadas
por el fenomeno El Nifio (Tantalean, 1993; Terashima, 2000; Sagua et al.,
2001), por ello, se considera un incremento constante; si esta
predisposicion se prolongara, esta zoonosis deberia considerarse como

una cestodosis emergente (Cabrera et al., 2003).

Por lo antes mencionado, no existen referencias relacionadas a la
identificacion especifica de Diphyllobothrium procedentes de humanos y
animales utilizando técnicas moleculares que son necesarias para la
determinacion adecuada de la(s) especie(s) que se presentan en el Pera
y su relacion con los plerocercoides presentes en los peces marinos, por
lo que esta investigacion plantea identificar la(s) especie(s) presente(s) en
el litoral peruano utilizando el marcador molecular Citocromo C oxidasa
subunidad 1 (cox1) presente en el ADN mitocondrial (Wicht et al., 2010;
Mercado et al., 2010).

1.2. Formulacidon del problema

En nuestro pais, no existen estudios moleculares para la identificacion
tanto del estadio de plerocercoide como del adulto que permitan dilucidar
si, tanto los plerocercoides presentes en peces de consumo comercial
como los adultos en mamiferos, corresponden a una misma especie o son

especies diferentes.



Por este motivo, proponemos realizar la identificacién de estos estadios
aplicando técnicas moleculares, utilizando estadios de larva plerocercoide
y adulto de Diphyllobothrium sp. de humanos, lobos marinos y peces,

naturalmente infectados.

1.3. Justificacion

En nuestro pais, la difilobotriasis es una zoonosis producida por D.
pacificum (s.l.) cuya infeccién tiene relevancia por la costumbre de
nuestros pobladores de consumir pescado crudo o semicrudo
principalmente en forma de “ceviche”. Asi mismo, los perros también son
afectados, mayormente aquellos que se ubican por los alrededores de la

venta de pescado, pudiendo ser un problema en el campo veterinario.

Rausch et al. (2010), aplicando criterios morfoanatémicos, mencionan la
existencia de dos especies diferentes, D. pacificum y D. arctocephalinum
en la costa Sudamericana; del mismo modo, Tantaledn y Huiza (2012)
describen a D. arctocephalinum en Otaria flavescens y humanos,
respectivamente; sin embargo, en algunos especimenes adultos se han
observado algunas caracteristicas que podrian indicar la existencia de
otras especies 0 ser variaciones intraespecificas de una misma especie,
por lo que es necesario estudiarlas con ayuda de las técnicas

moleculares.

Por otro lado, la mayoria de los peces teledsteos marinos con importancia
comercial en nuestra costa son portadoras de plerocercoides identificadas
como Diphyllobothrium sp., pero que presentan caracteristicas
morfoldgicas diferentes. Podrian tratarse de variaciones intraespecificas o
de especies diferentes; este problema se podria dilucidar solo con la
aplicacion de técnicas moleculares, las que permitirian, ademas, conocer

qué especie seria la patdgena para el hombre.



La presente investigacion permitird por primera vez en el Peru, identificar
especificamente la(s) especie(s) del parasito utilizando técnicas
moleculares, en especimenes adultos provenientes de humanos, lobos

marinos y plerocercoides de peces teledsteos.

Los resultados de este estudio seran de gran importancia como
herramienta para estudios posteriores en epidemiologia y nuevos

programas de control de la enfermedad.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1.0BJETIVO GENERAL

Identificar molecularmente los estadios de plerocercoide y adulto de
Diphyllobothrium sp. obtenidos de humanos, lobos marinos y peces del

Perd.

1.4.2.0OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar desde el punto de vista morfolégico los plerocercoides de las
especies de Diphyllobothrium sp. en 4 especies de peces teledsteos de la
costa peruana: Engraulis ringens “anchoveta”, Sciaena callaensis “lorna
grande”, Sciaena deliciosa “lorna”, Trachurus symmetricus murphyi “jurel”

para establecer las caracteristicas morfologicas diferenciales.

Comparar, desde el punto de vista morfoanatomico, los estadios adultos
de las especies de Diphyllobothrium identificadas como D. pacificum y D.
arctocephalinum procedentes de humanos y lobos marinos (Otaria

byronia) para establecer los detalles que permitan su identificacion.

Identificar a los especimenes adultos y larvas plerocercoides

seleccionados utilizando pruebas moleculares, mediante la extraccion del



ADN vy amplificar por PCR utilizando el marcador molecular Citocromo C

oxidasa subunidad 1 (cox1) presente en el ADN mitocondrial (ADNmt).

Realizar un arbol filogenético de las secuencias de cox1 del estadio adulto

y larvario de la(s) especie(s) de Diphyllobothrium aisladas en este estudio.



II.MARCO TEORICO

2.1. Difilobotriosis

La difilobotriosis humana es una infeccion intestinal causada por el
estadio adulto de Diphyllobothrium spp. Es una zoonosis contraida por
consumo de pescados de agua dulce o marinos, estos cestodos son
llamados “tenias de peces” y tienen una distribucién mundial (Chai et al.,
2005). Diphyllobothrium es uno de los paréasitos mas grandes de seres
humanos pudiendo medir de 2 a 15 m de longitud, en estado adulto en el

intestino.

Segun Kuchta et al. (2013), en Europa occidental, Norteamérica y Asia el
principal agente etioldgico causante de la difilobotriosis en humanos es D.
latum; mientras que, para Suiza, Paises Bajos y Republica Checa
identificaron D. dendriticum como parasito para el hombre con el gen
mitocondrial cox1. Por andlisis molecular de casos clinicos aislados en
Finlandia, Francia, Suiza, China, Jap6én Korea y Norteamérica se ha
identificado a D. nihonkaiense (Wicht et al., 2008; Scholz et al., 2009;
Chen et al.,, 2014; Zhang et al.,, 2015). La difilobotriosis en Asia es
causada mayormente por D. nihonkaiense a lo largo de la costa de Japon
y Korea del Sur; en Rusia, esta especie es considerada de importancia

zoonotica siendo una infeccién comun.

En Norteamérica se han descrito casos humanos de difilobotriosis por
diferentes agentes infecciosos como: D. latum, D. dendriticum, D dalliae,
D lanceolatum, D. ursi, D alascense y D. nihonkaiense (Scholz et al.,
2009).

El primer caso humano de difilobotriosis en Sudamérica fue reportado en
Argentina en 1911, y el segundo fue en Chile en 1950, estos casos

causados por D. latum estan atribuidos a inmigrantes que arribaron a



estos paises. La difilobotriosis por D. latum y D. dendriticum se suponen
qgue fueron introducidos a América del Sur a través de inmigrantes

europeos.

El Unico agente etioldgico comprobado de la difilobotriosis humana en el
Peru es hasta ahora Diphyllobothrium pacificum (Nybelin, 1931) Margolis,
1956, cestodo de ciclo de vida marina, que en su fase adulta es un
parasito natural de los pinnipedos Otaria byronia "lobo chusco" vy
Arctocephalus australis "lobo fino" (Miranda et al., 1968; Tantalean, 1993;
Cabrera et al., 1994), mientras que la larva plerocercoide que es la forma
infectante para el hombre y otros mamiferos se ha aislado de 16 especies
de peces marinos de importancia comercial, los que se comportarian
como hospederos paraténicos (Tantalean & Huiza, 1984; Escalante &
Miranda, 1986; Escalante et al., 1988; Tantalean & Huiza, 1994).

2.2. Agente etioldgico

2.2.1.Caracteristicas morfoldgicas basicas

Este cestodo estd entre los parasitos mas grandes de los humanos,
pudiéndose desarrollar en el intestino, llegando a medir de 2 a 15 m de
largo segun la especie. La caracteristica del orden Diphyllobothriidea
(Kuchta et al., 2008) es la presencia de escolex con botrias (surcos),
poros genitales que se abren independientemente en la cara ventral de
los proglétidos, huevos operculados y sin embrionar en el momento de la
puesta. La familia Diphyllobothriidae se caracteriza por presentar
proglétidos con numerosos testiculos y foliculos vitelégenos situados
lateralmente sin converger en la region anterior del saco del cirro y
vesicula seminal en posicion dorso-caudal. El Gtero en la posicion central

se abre ventralmente en el poro uterino.

El resto del cuerpo (estrébila) se compone de un gran numero de

segmentos (proglétidos) cada uno de los cuales contiene un conjunto (o,



en raras ocasiones, mas de dos conjuntos) de 6rganos genitales de

ambos sexos.

2.2.2.Ciclo de vida

Los huevos que eliminan los hospederos definitivos caen al mar con la
heces, estos huevos maduran y desarrollan en el medio acuatico el
estadio de coracidio, que luego es ingerido por el primer hospedero
intermediario que seria un crustaceo de especie desconocida donde se
desarrolla la larva procercoide, éste es ingerido por un pez planctonico
gue viene a ser el segundo hospedero intermediario, en él pasa a la forma
plerocercoide o forma infectiva, que a su vez es ingerido por una variedad
de peces teledsteos (carnivoros) que son los hospederos paraténicos en
los que se enquista en la superficie visceral. En el Peru se ha registrado la
larva plerocercoide en mas de 10 especies de peces teledsteos de

consumo humano (Tantalean, 1975; Tantalean et al., 1994).

Los plerocercoides se desarrollan rapidamente en adultos en el intestino
de los hospederos definitivos, después de 2 a 6 semanas comienzan a
producir sus primeros huevos. La mayoria de las especies de
Diphyllobothrium se caracterizan por una especificidad relativamente baja
en la etapa adulta, lo que implica que los seres humanos pueden
infectarse accidentalmente con parasitos que maduran normalmente en

mamiferos marinos o incluso en aves piscivoras.

Las especies marinas de Diphyllobothrium tienen como hospederos
definitivos a Pinnipedos (Berta & Churchill, 2012) en la costa del Pacifico
de Norteamérica, sub-Artico, sub-Antartico, Australia, Nueva Zelandia y en
la costa del Atlantico de Sudafrica. Diphyllobothrium se encuentra en el
Peru en Otaria byronia (=0. flavescens) (Miranda et al., 1968; Tantalean,
1993; Cabrera et al., 1994).



Ciclo de vida de Adenocephalus pacificus?
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Fig. 1. Ciclo de vida de probables hospederos de Adenocephalus pacificus en el

Peru.

2.2.3.Distribucion geografica

La distribucion geografica del cestodo Diphyllobothrium se asocia a aguas
frias, ecosistemas boreales y templados, siendo la mayoria de casos
reportados en la region Paleartica. Este género es cosmopolita y se
encuentra en toda Europa principalmente en los paises como Suiza,
Alemania, los Estados Bélticos y Rumania; también se han reportado en
los lagos subalpinos en Francia e ltalia y esporadicamente en Espafia,
Grecia, Polonia y Noruega; en Asia esta presente en los paises de Rusia,
Siberia, Palestina, Japén, China y Filipinas. (Dupouy-Camet & Peduzzi,
2004; Mezzari & Wiebbelling, 2008; Pastor-Valle et al. 2014).



En el Sur de Australia se detectd un caso de difilobotriosis humana; por
los resultados de la secuenciacion del cestodo se identific6 como
Adenocephalus pacificus (=Diphyllobothrium pacificum) (Moore et al.,
2016).

En Estados Unidos, Alaska y Canada también se encuentran especies de
Diphyllobothrium, tanto en mamiferos marinos como en humanos. En
América del Sur el parasito y sus hospederos se extienden en toda la
costa del Pacifico abarcando especialmente los paises de Peru, Chile; y
en la costa sur del Atlantico a Argentina y Uruguay. En el Sur de Brasil,
también se han reportado casos de difilobotriosis (Mezzari & Wiebbelling,
2008; Kuchta et al., 2015) (Anexo A).

2.2.4.Prevalencia

Las infecciones humanas por D. pacificum, han sido reportadas casi
exclusivamente en la costa pacifica de Sudamérica, principalmente del
Peru. En la costa del Peru, desde 1957 se han reportado =1,000 casos de
infeccion por A. pacificus (inicialmente identificadas como D. latum). La
prevalencia ha sido tan alta como 7,5% en algunas regiones, pero es =2%
en la mayoria de las regiones (Baer et al. 1967; Miranda et al. 1967;
Régo, 1967).

Se han reportado casos humanos con una prevalencia entre 0.02 y 0.09
en las localidades de Arequipa y en la costa sur del Perd, y el 2% en
areas urbanas de los diferentes pueblos jévenes de Lima (Tantalean,
1993). El pescado marino es llevado para su consumo hasta algunos
lugares de la Sierra, también se ha encontrado este cestodo en una nifia

de una zona altoandina (Garate et al., 1999).

En un estudio prospectivo (1993-1994), en 21 nifios con trastornos
gastrointestinales de varios distritos de Lima, se encontraron 15 positivos

a este parasito (Medina et al.,, 2002). Cabrera (2003) describi6é la



prevalencia (1981- 2001) de la infeccion por D. pacificum de acuerdo a la
region geogréfica, anotando para la Costa o Chala un 2.09 % (36/
34,897), Yunga 0.50 % (1/272), Quechua 0.35 % (4/ 7,236) y para la Puna
0.3 % (1/333).

2.3. Clasificacion taxondmica

Muchas especies del género Diphyllobothrium han sido descritas desde
gue Linnaeus, propuso Taenia lata como el primer representante de este
grupo. La composicion taxondmica del género ha cambiado muchas
veces, al igual que las opiniones sobre la validez de las especies
individuales. A pesar de la sistematica incierta de muchos taxa, es
incuestionable que ademas de D. latum, otras especies estan implicadas
en las infecciones humanas de las regiones circumpolares y del area del
Pacifico. Un total de 14 de las mas de 50 especies de Diphyllobothrium,
actualmente consideradas validas, han sido reportadas para humanos
(Scholz et al., 2009; Wicht et al., 2009).

Margolis (1956) hizo una redescripcién de D. pacificum (Nybelin, 1931),
mencionando que fue complicado considerar la especie por los
numerosos sinénimos, tales como Bothriocephalus sp. Stiles y Hassall,
1899, Adenocephalus pacificus Nybelin, 1931 y Adenocephalus
septentrionalis Nybelin, 1931, entre otros. La designacion de Nybelin,
1931 es valida para D. pacificum. Johnston y Drummond (1937)
describieron por separado, la presencia de dos cestodos coespecificos en
los leones de mar cerca de Australia, con los nombres de D.
arctocephalinum y D. arctocephalus; sin embargo, ambos nombres fueron
considerados como sinénimos de D. pacificum. Baer et al. (1967)
describieron el primer caso de infeccibn humana en el Perd por D.

pacificum.



Estudios realizados por Rausch et al. (2010) mencionan la existencia de
dos especies diferentes, D. pacificum y D. arctocephalinum Johnston,
1937 (= D. pacificum sensu Baer, 1967). En el Perl se ha descrito a D.
pacificum en Otaria; D. arctocephalinum en Otaria, Arctocephalus y

humano, y Diphyllobothrium sp. en humanos (Tantalean & Huiza, 2012).

2.4. Diagnéstico

2.4.1.Importancia de un diagndstico especifico

La importancia de un diagnédstico especifico de las especies de
Diphyllobothrium, asi como, el descubrimiento de las fuentes de infeccion
humana estd en aumento en algunas regiones; esto es de gran
importancia en estudios epidemiologicos porque proporcionan datos
fiables sobre la distribucion real de la difilobotriosis dentro de la poblacion
(Scholz et al., 2009).

La predisposicion general de los hospitales o laboratorios médicos es
identificar al paréasito solo a nivel de género. Viéndolo desde este punto
clinico, es una actitud correcta, porque la identificacion de las especies
puede ser dificil ya que los procedimientos que involucran técnicas
moleculares requieren personal capacitado. Para reducir la probabilidad
de la apariciéon de la enfermedad, o impedir o controlar su progresion, la
identificacion de hospederos y parasitos a nivel de especie contribuiria a
una mejor comprensién de la distribucion actual de diferentes taxones.
Casos de informes recientes sobre infecciones humanas con
Diphyllobothrium estan presentes en varios paises, asociados a migracion
o viajes dando lugar a la distribucion del parasito en areas fuera de las

zonas endémicas.

Los alimentos con estos parasitos importados que no cuentan con los

controles sanitarios correspondientes pueden aumentar la probabilidad de



aparicion de brotes incluso en paises con un alto nivel de atencion médica
(Scholz et al., 2009; Kuchta et al., 2015).

2.4.2.Diagnoéstico morfologico

El diagnoéstico de Diphyllobothrium se basa principalmente en encontrar
huevos de forma ovoide con un opérculo en el polo y un botén en el otro o
proglétidos (segmentos) en las heces. Este diagnostico basado en la
morfologia es relativamente facil, pero en la mayoria de los casos no
permiten la identificacion a nivel de especie debido a que la morfologia y
las mediciones no son suficientes. Algunos taxones pueden ser
diferenciados entre si, si sélo se obtiene el escolex, que generalmente no
esta presente en muestras clinicas. Ademas, después del tratamiento, la
mayoria de las muestras no son adecuadas para la evaluacion e

identificacion morfoldgica debido al dafio de los tejidos del parasito.

La identificacion morfolégica de las larvas plerocercoides en los peces
marinos en el Perl es muy complicada. Estos difieren unos de otros en la
superficie del cuerpo, la retraccion o forma del escdélex, en el nUmero de
musculos longitudinales subtegumentales y en el tamafio. Debido a lo
antes mencionado, se hace necesario el diagnéstico basado en técnicas

moleculares para confirmar la especie de la larva.

2.4.3.Diagndéstico molecular

Los métodos moleculares han sido ampliamente utilizados en el
diagnostico debido a su especificidad y la posibilidad de evaluar un gran
namero de muestras en un corto tiempo. Es un método costoso y se
necesita de profesionales capacitados, pero en la actualidad representa la
herramienta mas confiable para identificar muestras clinicas de

Diphyllobothrium a nivel de especie. También, se pueden aplicar para



determinar los diferentes estadios de desarrollo del parésito esto nos

permitiria rastrear los origenes de las fuentes de infecciones humanas.

2.5. Importancia clinica

Los cestodos adultos se ubican en el intestino delgado de su hospedero
vertebrado, principalmente adherido a las paredes intestinales a nivel del
ileon y poco frecuente en el yeyuno u otros niveles, raramente se

encuentra en el conducto biliar.

Muchos casos humanos se reportan como asintomaticos, alrededor de
uno de cada cinco casos de infeccibn pueden presentar malestar
abdominal, diarrea y vomitos; otros sintomas de la difilobotriosis pueden
incluir fatiga, estrefiimiento, o anemia perniciosa, a veces, dolor de cabeza
y reacciones alérgicas. Rara vez, pueden ocasionar una infeccion masiva
donde obstruyen al intestino; esto se debe a una migracién de proglétidos

pudiendo causar colecistitis o colangitis.

En algunos casos puede darse una deficiencia en Vitamina B12 con una
posterior anemia megaloblastica. La mayoria de casos de anemia
megaloblastica es causada por D. latum (especie de agua dulce), esto es
consecuencia a que el paréasito se encuentra un tiempo prolongado en el
intestino. Niveles bajos de vitamina B12 por periodos largos puede
producir dafio en el sistema nervioso. A diferencia de D. latum, la
infeccion por D. pacificum rara vez se asocia con anemia megaloblastica o

déficit de vitamina B12 (Jiménez et al., 2012).

La anemia perniciosa asociada a Diphyllobothrium es reportada raramente
en la actualidad. Después de un tratamiento exitoso, los niveles de

vitamina B12 vuelven a los rangos normales en algunos meses.

Desvois et al., 2001, realizaron un estudio a fondo de ocho casos clinicos,

demostrando que los sintomas clinicos severos pueden llevar a consultas



especializadas y a costosos analisis para el tratamiento de un solo caso

de difilobotriosis.

2.6. Control y prevencién

El objetivo del control y de las medidas preventivas es irrumpir el ciclo de
vida del parésito. Supuestamente, cualquier punto del ciclo de vida puede
ser atacado. En la préactica, las medidas deberian centrarse en los
siguientes puntos principales: el tratamiento de las personas que albergan
el parasito, la prevencion de la contaminacién del agua y la prevencién de

la transmision de larvas infecciosas de los peces a los seres humanos.

Los cestodos adultos se tratan facilmente con praziquantel, una sola dosis
oral de 25 mg/kg es altamente eficaz contra las infecciones humanas por
D. latum. Una dosis mas baja de 10 mg/kg de praziquantel fue eficaz
contra infecciones humanas con D. pacificum (Lumbreras et al., 1982),
pero mostr6 un pobre efecto en hamsters dorados infectados
experimentalmente con D. latum (Bylund et al., 1977). La niclosamida es
un farmaco antihelmintico alternativo eficaz para la difilobotriosis. Solo
una dosis de 2 g en adultos y 1 g en niflos mayores de 6 afios bastaria.
Los efectos secundarios son infrecuentes, porque no son absorbidos por
el tracto gastrointestinal. Sin embargo, la disponibilidad de niclosamida es

limitada en muchos paises.

La mejor medida que se tomaria para protegerse de la difilobotriosis seria
evitar el consumo de pescado crudo, ahumado o escabechado, pero esto
seria algo utopico o irrealizable que no se daria. Para ello se ha elaborado
una Guia de Peligros y Controles de Pescado y Productos Pesqueros
donde las recomendaciones pueden parecer estrictas, pero es una forma
de reducir la probabilidad de la aparicion de la enfermedad, impedir o

controlar su progresion.



Para una buena seguridad alimentaria el pescado debe estar bien cocido;
alternativamente para prevenir la infeccion, tiene que estar congelado
durante 24 a 48 h a -18°C. Recomendaciones rigurosas para matar los
parasitos mas resistentes a la congelacion, nos indican que los productos
pesqueros deben de estar a una temperatura por debajo de -20 °C por 7
dias 0 a-35°C por 15 h.

Las infecciones por larvas de Diphyllobothrium se pueden evitar
facilmente comiendo pescado bien cocido o congelado a -10 °C durante
24 h o poniendo el pescado en una concentracion de salmuera a 12 %
(NaCl) (Raether & Hanel, 2003). Cocinar el pescado a una temperatura de
55 °C mata a las larvas plerocercoides en 5 min (Dick et al., 2001),
mientras que la congelacion a -10 °C las mata dentro de 8 a 72 h,
dependiendo del espesor de la carne de pescado. Eguchi, 1973, observd
qgue los plerocercoides sobrevivieron durante 4 h pero murieron después
de 12 h a -8 °C; todos los plerocercoides murieron después de 6 horas a -
10 °C.

2.7. Hospederos

2.7.1.Engraulis ringens  “Anchoveta peruana o
anchoveta”

Engraulis ringens (Jenyns, 1842) es la especie de pez pelagica mas
importante econdmicamente del Perl y ecologicamente del Sistema de
Corriente de Humboldt (SCH). Se distribuye desde Punta Aguja (Peru),
hasta Talcahuano (Chile). La explotacion de este recurso hidrobiolégico
ha permitido al Peru posicionarse entre los paises pesqueros del mundo.
La anchoveta es la principal presa de los depredadores como mamiferos
marinos, aves marinas, peces y pescadores. Desde los afios cincuenta,
mas de 250 millones de toneladas de anchoveta han sido extraidas por la

pesca de cerco. (Espinoza & Bertrand, 2008).



Posee un cuerpo alargado poco comprimido, un color que varia del azul
oscuro a verdoso en el dorso en los ejemplares muertos, mas claro y
brillante en especimenes vivos, zona ventral plateada, aleta caudal negra

y las otras aletas claras.

Los especimenes de la familia Engraulidae son de talla pequefia llegando
en algunas especies a 25 cm. como maximo. La etapa juvenil termina
alrededor de los 12 cm. y a partir de esta talla se les puede considerar

como adultos, ya que estan en condiciones de reproducirse.

Se ha estimado que la anchoveta peruana necesita un afio y medio para
alcanzar una longitud de 13 a 14 cm. Las anchovetas obtenidas por los
pescadores oscilan en su mayoria entre 12 a 16 cm. de largo con pesos
entre 14 a 26 gr.

La anchoveta es heterosexual sin caracteres secundarios externos,
presenta reproduccion ovipara. Los huevos son puestos en gran numero
para asegurar la supervivencia de la especie y quedan flotando en el mar,
hasta dar lugar a las larvas. La anchoveta tiene un ciclo de vida de
periodo corto, antes de llegar a un afio de edad ya puede reproducirse y
su longevidad parece no sobrepasar los 3 afios (Jordan & Chirinos de
Vildoso, 1965).

Las anchovetas son planctéfagas por excelencia, es decir que se
alimentan exclusivamente de plancton, para lo cual poseen adaptaciones
anatomicas Yy fisioldgicas. No se ha podido aclarar todavia si E. ringens
tiene realmente una selectividad respecto al fito o al zooplancton o si se
trata solamente de una diferencia de digestibilidad o de disponibilidad de
los organismos de su dieta en un area dada (Jordan & Chirinos de
Vildoso, 1965).

Konchina et al, 1991, concluyeron que la anchoveta consume
preferentemente zooplancton y que la mayoria de la biomasa esta

compuesta por copépodos y eufausidos. Espinoza & Bertrand (2008),



obtuvieron resultados de la dieta alimenticia de la anchoveta en el Perd,
demostrando que consta principalmente de zooplancton tales como

eufausidos y copépodos.

2.7.2.Sciaena deliciosa “lorna” y Sciaena callaensis
“lorna grande”

Sciaena deliciosa (Tschudi, 1846) “lorna” es un pez distribuido en toda la
costa sur del Pacifico, desde Ecuador, Puerto Pizarro (Pert) a Corral,
Chile. Es una especie importante para la pesqueria artesanal peruana, es
bentopelagica de la plataforma continental encontrandose sobre sustratos
SOmMeros arenosos y areno-rocosos, comun en el area de la Corriente

Costera Peruana (Chirichigno & Cornejo, 2001).

La longitud promedio a la cual, por lo menos el 50% de los ejemplares
alcanzan su primera madurez sexual es de aproximadamente 17.5 cm.,
siendo los meses de desove en las estaciones de otofio e invierno (Mejia
et al., 1970). La primera madurez la alcanza a los 20 cm. de longitud total,
que equivale a la edad promedio de 1.5 afios. La longitud de un adulto es
de 40 cm. Del andlisis de la mortalidad por grupos de edades se aprecia
gue la mayor tasa de explotacién recae principalmente ente los grupos de
edad de 2 y 3 afios (Estrella, 1994).

Esta especie se alimenta principalmente de presas bentdnicas como
anfipodos, poliquetos, ofiuros y peces como Sardinops sagax sagax
“‘Sardina” (Arrieta et al., 2010; Leon, 2011) y ademas se alimenta de
anchoveta (Duarte, 2001).

Sciaena callaensis esta considerada en estado de peligro critico
(posiblemente extinta) por la lista roja de IUCN (International Union for
Conservation of Nature- red list). Los Unicos registros conocidos de S.

callaensis son de la Bahia del Callao, Pertl. Han transcurrido méas de 40



afos desde la ultima aparicién registrada de esta especie, a pesar de los

esfuerzos realizados para documentar la fauna de peces de la zona.

El Unico habitat conocido de esta especie esta muy contaminado. Los
estudios de la bahia del Callao han resultado afectadas por altas cargas
organicas y contaminacion quimica y por tener una menor abundancia de

especies macrobentdnicas que las areas no contaminadas.

2.7.3.Trachurus symmetricus murphyi “jurel”

El género Trachurus comprende de 14 especies de peces marinos
distribuidos en los océanos Atlantico, indico, Mediterraneo y Pacifico. En
aguas templadas del Pacifico se han registrado 5 especies: Trachurus
japonicus  (Temminck y Schlegel), Trachurus Novaezelandiae
(Richardson) y Trachurus declivis (Jenyns) en el Pacifico occidental; y un
par de especies antitropicas, Trachurus symmetricus (Ayres) en el
Pacifico nororiental y Trachurus murphyi (Nichols) en el Pacifico

sudoriental (Céardenas et al., 2009).

Esta especie presenta un cuerpo alargado, y la cabeza grande, con la
mandibula superior llegando casi a la 6rbita ocular. Alcanza 70 cm, siendo
el promedio 60 cm. El dorso es azul oscuro, mientras que el vientre es de
color plateado; muestra una mancha negra junto a la parte posterior del
opérculo. La aleta pectoral es caracteristicamente larga y en forma de

hoz.

El jurel es una especie epipelagica, se encuentra en zonas neriticas de
estanterias costeras o de islas, bancos y montes marinos. Posee una
alimentacion principalmente en crustaceos (copépodos), camarones, pero
también pequefios peces y calamares. Todos tienen huevos pelagicos y el

desove generalmente ocurre durante el verano (Evseenko, 1987).

Perea et al. (2013), encuentran que la talla a la primera madurez del jurel

en el Perl no ha cambiado en 45 afios, manteniéndose entre los 25-27



cm de longitud total, esto a pesar de los grandes cambios ambientales y

en su distribucién y abundancia observados.

A fines de la década de los sesenta, el jurel pasa a ocupar lugares
intermedios en las estadisticas de desembarques, con capturas anuales
crecientes que pasan rapidamente de los cientos a los miles de toneladas
por afio, hasta que en 1974 se llego a capturar 129 mil toneladas de esta
especie. Con ello el jurel T. murphyi pasé a ocupar el segundo lugar en
las estadisticas de desembarque nacionales, después de la anchoveta E.
ringens (Csirke, 2013).

2.7.4.0taria byronia (=Otaria flavescens) “lobo chusco™
0 "leébn marino de Sudamérica"

El lobo chusco ha sido referido por los nombres cientificos Otaria byronia
(de Blainville, 1820) y O. flavescens (Shaw, 1800). Rice, 1998, concluyo
que O. flavescens tiene prioridad. Berta & Churchill (2012), sefialaron que
el nombre especifico para este taxon es controvertido, pero concluyeron
gue O. byronia es el primer nombre disponible aplicable con certeza. O.
byronia es el nombre aprobado por la Society for Marine Mammalogy
(Comité de Taxonomia 2014) y se esta utilizando en el presente trabajo.
Sin embargo, O. flavescens todavia esta en uso, particularmente por

cientificos sudamericanos.

O. byronia es un mamifero pinnipedo que se encuentra distribuido a lo
largo de las costas e islas de América del Sur (Berta & Churchill, 2012).
Su distribucion en el Pacifico abarca desde el norte de Peru hasta el sur
de Chile y para el Atlantico un area norte de dispersion proxima a Torres
en Brasil, colonias reproductoras y de cria en islas de Uruguay, costas
desde la Provincia de Buenos Aires hasta la Isla San Martin de Tours en
Argentina, Islas Malvinas e Islas de los Estados (Campagna et al., 2001,
Berta & Churchill, 2012).



Ocasionalmente se le ha registrado en las Islas Galapagos en Ecuador;
asi como, en las costas de Colombia y Panaméa (Campagna et al., 2001,
Felix 2002, Berta & Churchill, 2012). En el Peru su limite de distribucion

norte es en la Isla Foca en Paita (Majluf & Trillmich, 1981).

Comparado con otros Otariinae, el le6n marino sudamericano, O. byronia,
es mas pequefio que el lebn marino norteamericano, Eumetopias jubatus
y en apariencia se asemeja bastante al leén marino californiano, Zalophus
californianus. Los ejemplares de O. byronia son dificiles de ser
confundidos en nuestras aguas con otras especies de Pinnipedia, ya que
son los Unicos representantes de la sub familia Otariinae que en ellas se

encuentran.

En ambos sexos, el hocico es aplanado, ancho, corto, obtuso y curvado
hacia arriba; la mandibula inferior es ancha y alta y se encuentra presente
el proceso temporal. En los machos adultos, el cuello es muy grueso y

posee fuertes musculos.

La dieta alimenticia de O. byronia esta conformada principalmente de
Engraulis ringens “anchoveta” y Trachurus picturatus “jurel” (Zavalaga et
al., 1998; Arias-Schreiber, 2000).



lll. ANTECEDENTES

Las especies del género Diphyllobothrium Cobbold, 1858, familia
Diphyllobothridae Lihe, 1910, Orden Diphyllobothriidea Kuchta et al.,
2008 se encuentran ampliamente distribuidas en varios paises de
Norteamérica, Sudameérica, Europa y Asia donde la difilobotriosis es
producida principalmente por D. latum, especie cuyo ciclo se realiza en
animales terrestres y peces de agua dulce. En Sudamérica sélo se ha
reportado en Chile, Uruguay y Argentina. En mamiferos marinos y
ocasionalmente en humanos se han descrito varias especies: D. cordatum
(Groenlandia), D. hians, D. lanceolatum, D. scoticum vy D.
stanmacephalum (Artico), D. cameroni, D. orcini (Océano Pacifico); D.
alascense (Alaska), D. schistochilus (Europa), D. yonagoense (Japén), D.
nihonkaiense (Norteamérica) y D. pacificum (Norte y Sudamérica, Japon)
(Hasegawa, 1980; Kamo et al., 1981; Kifune et al., 2000; Wicht et al.,
2007; Wicht et al., 2008; Mercado et al., 2010).

Baer et al. (1967) describieron el primer caso de infeccion humana en el
Peru por D. pacificum (Nybelin, 1931), posteriormente, Margolis (1956)
hizo una redescripcion de la especie, mencionando que fue complicado
considerar la especie por los numerosos sinénimos, tales como
Bothriocephalus sp. Stiles y Hassall, 1899, Adenocephalus pacificus

Nybelin, 1931 y Adenocephalus septentrionalis Nybelin, 1931, entre otros.

La designaciéon de Nybelin, 1931 es valida para D. pacificum. Johnston y
Drummond (1937) han descrito por separado, 2 cestodos coespecificos
en los leones de mar cerca de Australia, con los nombres de D.
arctocephalinum y D. arctocephalus; sin embargo, ambos nombres fueron
considerados como sinénimos de D. pacificum. Estudios morfoanatémicos
realizados por Rausch et al. (2010) mencionan la existencia de dos

especies diferentes, D. pacificum y D. arctocephalinum Johnston, 1937 (=



D. pacificum sensu Baer, 1967). En el Peru se ha descrito a D. pacificum
en Otaria; D. arctocephalinum en Otaria, Arctocephalus y humano, y

Diphyllobothrium sp. en humanos (Tantalean & Huiza, 2012).

Las especies marinas de Diphyllobothrium tienen como hospederos
definitivos a Pinnipedos (Berta y Churchill, 2012) en la costa del Pacifico
de Norteamérica, sub-Artico, sub-Antartico, Australia, Nueva Zelandia y en
la costa del Atlantico de Sudafrica. Diphyllobothrium se encuentra en el
Peru en Otaria flavescens (=0O. byronia) (Miranda et al., 1968; Tantalean,
1993; Cabrera et al.,, 1994). Los huevos que eliminan los hospederos
definitivos caen al mar con la heces, estos huevos maduran y desarrollan
en el medio acuético el estadio de coracidio, que luego es ingerido por el
primer hospedero intermediario que seria un crustaceo de especie
desconocida donde se desarrolla la larva procercoide, éste es ingerido por
un pez plancténico que viene a ser el segundo hospedero intermediario,
en él pasa a la forma plerocercoide o forma infectiva, que a su vez es
ingerido por una variedad de peces teledsteos (carnivoros) que son los

hospederos paraténicos en los que se enquista en la superficie visceral.

En nuestro pais se ha registrado la larva plerocercoide en méas de 10
especies de peces teledsteos de consumo humano (Tantalean, 1975;
Tantalean et al., 1994).

En el Perd, Cabrera y Tantalean (2001) describieron la primera infeccion
natural con adultos de D. pacificum en Canis lupus familiaris “perro” en la
ciudad de Chincha, Ica (costa sur del Pert), como ocurre en perros en
Groenlandia y Alaska con D. cordatum, D. lanceolatum y D. alascence
(Rausch et al., 1970).

D. pacificum es considerado como el causante de la difilobotriasis

humana en el Pera (Tantalean y Huiza, 1984).

Inicialmente, Diphyllobothrium fue considerado taxonémicamente dentro

del Orden Pseudophyllidea van Beneden in Carus, 1863. Por medio de la



biologia molecular, este género ha sido ubicado dentro de un nuevo
Orden denominado Diphyllobothriidea basado en el andlisis de las
secuencias 18S y 28S del gen ARNr (Kuchta et al., 2008).

Los Unicos trabajos relacionados a nivel molecular han sido realizados en
el extranjero por Skerikova et al. (2006) y Wicht et al. (2010), quienes
secuenciaron una muestras de D. pacificum procedente de la costa de
Sudameérica, asi como especimenes procedentes de Japon y de otros
origenes, utilizando el marcador molecular coxl presente en el ADN
mitocondrial, 18S ARNr y regiones ITS1-ITS2 cuyos resultados mostraron
marcadas diferencias con D. latum y otras especies (D. cordatum, D.

dendriticum y D. lanceolatum).



IV. HIPOTESIS

La utilizacion de técnicas moleculares determinara la identificacion
especifica de la larva plerocercoide y adulto de la(s) especie(s) de
Diphyllobothrium que podrian existir en el Perud, procedentes de material
codificado en humanos, lobos marinos y de muestras frescas obtenidas

de peces.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el area de biologia
molecular del Instituto Tecnolégico de la Produccion (ITP) siendo
auspiciada por la misma por convenio con la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (Laboratorio de Parasitologia en Fauna Silvestre y
Zoonosis) en el marco del proyecto titulado “Identificacién molecular de
especies de Diphyllobothrium en peces de mayor indice de consumo en el
Peru” con Convenio N° 215-2015-FONDECYT.

5.2. Tipo y diseiio metodoldgico

La presente investigacion es de tipo descriptivo longitudinal, ya que se
determinaron las especies de Diphyllobothrium en muestras codificadas
provenientes del Laboratorio de Parasitologia en Fauna Silvestre y
Zoonosis de la UNMSM, a la vez que se analizaron muestras actuales

obtenidas de lobos marinos, humanos y peces (anchoveta, lornay jurel).

5.3. Variables

Identificacion morfoanatomico de los estadios adultos y larvas
plerocercoides de las especies de Diphyllobothrium sp. procedentes de
humanos, lobos marinos (Otaria byronia) y peces (anchoveta, lorna y

jurel).
Indicadores:

-  Tamario



- Forma observadas en el microscopio estereoscépico y de
microscopia electrénica de barrido

- Presencia del parésito en las diferentes zonas muestreadas.

Identificacion de los especimenes adultos y larvas plerocercoides de
Diphyllobothrium sp. seleccionados por amplificacion del gen mitocondrial

de Citocromo C oxidasa subunidad 1 (cox1)
Indicadores:

- Calidad de la extraccion de ADN

- Primers

- Ciclo de amplificacion

- Bandas de amplificacién génica de 747 y 1730 pb.

5.4. Operacionalizacion de las variables

Comparar desde el punto de vista morfoldgico los plerocercoides es de las
especies de Diphyllobothrium sp. en 4 especies de peces teledsteos de la
costa peruana: Sciaena callaensis “lorna grande”, Sciaena deliciosa
‘lorna”, Engraulis ringens “anchoveta”, Trachurus symmetricus murphyi
“‘jurel”; asi mismo, comparar los estadios adultos de las especies de
Diphyllobothrium sp. procedentes de humanos y lobos marinos (Otaria
byronia) para establecer las caracteristicas morfo-anatémicas

diferenciales.

5.5. Muestreo

Se muestrearon 3668 ejemplares de Engraulis ringens “anchoveta”, 22 de
Sciaena deliciosa “lorna”, 6 de Sciaena callaensis “lorna grande”, 6 de
Trachurus symmetricus murphyi “jurel” frescas y congeladas en diferentes
periodos estacionales adquiridos durante los dias 28 de marzo, 15 de
abril,5 de mayo, 2,6, 24 de junio, 6 de julio, 5,8,9,16 de agosto y 7,8,9 de



setiembre del 2016 del Puerto de Pimentel-Chiclayo (6° 4955 S 79° 55°
4” O), Puerto de Chimbote—Ancash (9° 07°24” S 78" 33 26” O), Puerto del
Callao (12° 0419 S 77° 09 41” O), Puerto de Pucusana-Lima (12 ° 28
48" S 76° 47 59” O), Puerto de Pisco-Ica (13° 4259 S 76° 1316” O) y
del terminal pesquero de Villa Maria del Triunfo (12° 1022” S 76° 56 517
0). Para la identificacién de los peces marinos se utilizdé la clave de
Chirichigno (1998).

Se obtuvo una muestra de estadio adulto incompleto de humano (nifio de
8 afnos de edad) procedente de una posta del distrito de San Juan de
Lurigancho, Lima, el 9 de marzo del 2016. Se colect6 in situ una muestra
de estadio adulto de O. byronia “lobo chusco” de Barranca (10°45' S y
77°46' O) el 14 de setiembre y otro ejemplar de Huacho (11°06' S y 77°36'
O) el 10 de octubre del 2015. Se trabajé con material codificado del
Laboratorio de Parasitologia en Fauna Silvestre y Zoonosis, una muestra
de humano de género femenino del 2003. Asi mismo, se estudié muestras
con codificacion proporcionadas por el Dr. Manuel Tantalean de estadio

adulto de humano masculino del 2005 procedente de Lima (Tabla 1).

5.6. Procedimiento y analisis de datos

5.6.1.0Obtencion de la larva y adulto

Para la extraccion de la larva se realiz6 un corte longitudinal ventral en los
pescados, luego se revis6 minuciosamente, la cavidad visceral y la

superficie visceral.

Para la obtencién del cestodo adulto se realiz6 una diseccion en el area
abdominal de los lobos chuscos que se encontraron varados en la playa y

se reviso el intestino delgado.

Los cestodos adultos procedentes de humanos fueron obtenidos por

expulsion natural en las heces.



Tabla 1. Relacion de larvas plerocercoides y adultos de Diphyllobothridae, segun

el hospedero, forma del escolex, origen y afo.

Forma del

ID Estadio ) Hospedero Origen Afo
Escolex

ITP-1A Adulto Incompleto Humano (J) SJL™ 2016
ITP-2A Adulto Incompleto Humano (&) Lima 2005
ITP-3A Adulto Acorazonada Otaria byronia Barranca 2015
ITP-4A Adulto Acorazonada Otaria byronia Huachd' 2015
ITP-5A Adulto Acorazonada Humano () Lima 2003
ITP-1L Plerocercoide Esférica S. callaensis VMT™ 2016
ITP-2L Plerocercoide Acorazonada S. callaensis VMT™ 2016
ITP-3L Plerocercoide Lanceolada E. ringens Callao 2016
ITP-4L Plerocercoide Acorazonada E. ringens Callao 2016
ITP-5L Plerocercoide Lanceolada S. deliciosa Chiclayo 2016
ITP-6L Plerocercoide Lanceolada T s?/nrn:gﬁ';rilcus Pisco- Ica 2016
ITP-7L Plerocercoide Lanceolada S. callaensis VMT™ 2016

*Provincias del Departamento de Lima.

*Distritos de Lima, SJL= San Juan de Lurigancho, VMT= Villa Maria del Triunfo.

5.6.2.Preservacion y fijacion del parasito

Los especimenes colectados fueron seleccionados y codificados en el

laboratorio, estos fueron separados en viales segin sus caracteristicas

morfolégicas y anatdmicas, previamente lavados en solucion salina y

conservados en alcohol al 70 %. Se guardaron en refrigeracion a 4 °C.

5.6.3.Estudio a microscopio de

electréonica de barrido

luz y microscopia

En el laboratorio, algunos proglétidos maduros de Diphyllobothrium sp.

obtenidos de humanos y lobos marinos se prensaron entre dos laminas

portaobjetos y las larvas plerocerocides obtenidos de peces ligeramente



entre una lamina portaobjetos y una laminilla; seguidamente, se colocaron

en placas de Petri con alcohol al 70 % por 24 h.

Las larvas plerocercoides se colorearon con Carmin acético de Semichon
dejandolos por 24 h, luego se lavaron en alcohol al 70 % y se decoloraron
en alcohol-acido al 70 % (HCI al 1 %) hasta que las estructuras internas
se visualicen. Seguidamente, se lavaron con alcohol al 70 % y se
colocaron en alcohol-alcalino al 70 % (NH,OH algunas gotas al 1 %) por 1
min, luego se volvié a lavar en alcohol al 70 %. A continuacién se
procedi6 a la deshidratacién con una bateria de alcoholes de 80 %, 90 %
y 100 % (2 veces). Para la diafanizacion, se utilizo xilol-alcohol al 100 %
en proporcién 1:1 por 15 min y finalmente se sumergié en xilol puro por 15

min. Para el montaje permanente se utiliz6 Balsamo de Canada sintético.

Para el montaje de los proglétidos, se realizd los mismos pasos que para
los plerocercoides con la diferencia que se hicieron cortes sagitales y
transversales, a mano, cuando se encontraban en xilol para observar
detalles morfo-anatémicos importantes, para ello, se utiliz6 un microscopio

estereoscopico (Leica).

Algunos plerocercoides seleccionados por sus caracteristicas se fijaron en
glutaraldehido al 2 % en buffer fosfato (Na,HPO,4 0,1 M + NaH,PO4 0,1 M)
para su estudio con Microscopio Electrénico de Barrido (MEB). Las
muestras se lavaron con buffer fosfato 0,2 M y fueron deshidratados con
una bateria de alcoholes (etanol al 80 %, 90 %, dos de 100 % por 30 min

en cada uno).

En el Laboratorio de MEB fueron desecados por punto critico, montados
en stabs de aluminio, metalizados en bafo de oro, quedando listo para la
toma fotografica en el MEB, realizado en el Laboratorio de equipamiento

especializado, Facultad de Ciencias Biologicas UNMSM.



5.6.4.Preparacion de las muestras para el analisis

molecular

Para los plerocercoides y adultos se obtuvieron aprox. 25 mg de tejido y
se lavaron tres veces con buffer fosfato salino (PBS), luego se colocaron
en un mortero y se le adicion6 Nitrégeno liquido (N») triturando con un
pilon hasta obtener un polvo. El polvo obtenido se almacend en tubos de

plastico Eppendorf de 1.5 mL para la extraccién del ADN.

5.6.5.Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN genomico de los estadios larvario y adulto, se
utilizé el Kit de extraccion de ADN DNeasy tissue Kit (Qiagen, USA)

siguiendo el protocolo del fabricante.

1. Se cortd 25 mg de tejido (una larva entera o un proglotido) en
trozos pequefios y se colocé en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL
anadiéndose 180 yL de buffer ATL.

2. Se afiadio 20 pL de proteinasa K y se mezcl6 mediante agitacion e
incub6 en bafio Maria a 56 °C hasta que el tejido sea

completamente lisada.

3. Se centrifug6 el tubo de microcentrifuga de 1,5 ml en el minispin

para retirar las gotas desde el interior de la tapa.

32. Se afiadié a la muestra 200 uL de tampoén AL, se mezcld en un
vortex durante 15 s e incubd a 70°C durante 10 min. Se centrifugd

brevemente el tubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.

4. Seguidamente, se adiciono 200 pL de etanol de grado molecular y
se mezclo en un vortex durante 15 s. Después de mezclar, se

centrifugd brevemente el tubo.



5. Se aplicé cuidadosamente la mezcla de la etapa 4 (incluyendo el
precipitado) a la columna de centrifugacién QlAamp (en un tubo de
recogida de 2 mL) cuidadosamente. Se cerro el tapon y centrifugo
a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 min. Luego se desecho el tubo
gue contiene el filtrado y se puso en la columna de centrifugacion

QIAamp, tubo limpio de recogida de 2 mL.

6. Se abridé con cuidado el spin de la columna QlAamp y se afiadio
500 pyL de tampon AW1 y se centrifugd a 6000 x g (8000 rpm)
durante 1 min. Enseguida, se colocé la columna de centrifugacion

QIAamp en un tubo limpio de recogida.

7. Luego, se afadié 500 yL de tampon AW?2 y se centrifug6 a 14.000
rom durante 3 min. Se repitidé la centrifugacion por 1 min, para

evitar que queden residuos.

8. Se afiadio 100 uL de buffer AE y se incubo a temperatura ambiente
durante 5 min, luego se centrifugé a 6000 x g (8000 rpm) durante 1
min, finalmente se pasé el ADN obtenido a un tubo limpio de

microcentrifuga de 1,5 mL (no incluido en el Kit).

La calidad de las muestras de ADN se evalué por electroforesis; la
concentracién y pureza por espectrofotometria utilizando un Nanodrop
2000 (Thermo Scientific™).

5.6.6.Amplificacién del ADN mediante PCR convencional

Para la identificacion de las especies de Diphyllobothrium sp. se usé el
marcador molecular citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (cox1) presente en
el ADN mitocontrial (ADNmt). Las muestras de ADN extraidas fueron
amplificadas por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en un
termociclador Veriti™ 96-well (Applied Biosystems, USA), para esto se

amplificé usando dos juegos de cebadores, un cebador completo de la



cox1 que identifica el género Diphyllobothrium y un cebador parcial de la

cox1 que identifica la especie A. pacificus.

Para la amplificacion por PCR del gen cox1 completo se utilizé el primers
DipCO1f (5-ATCAAATTAAGTTAAGTAGACTA-3') y DipCO1lr (5-
CAAATAGCATGATGCAAAAAG-3') de 1730 pb por Wicht et al. (2010),

pero con ligeras modificaciones por los autores.

Para la amplificacion por PCR del gen cox1 completo se utilizo el primers
DipPaCO1f (5-ACATGTGTGTAGTAACCTTGGC-3') especifico de 747 pb
(Wicht et al. 2010) y DipPaCO1r (5-ATGATAAGGGAYAGGRGCYCA-3')
comun para todas las especies de Diphyllobothrium (Wicht et al. 2010)
(Anexo B, Tabla 2).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pL,
incluyendo 5 pL de ADN gendmico. La mezcla de la reaccion contenia 2.5
U/uL Taq polymerasa (kit HotStarTag DNA Polymerase Qiagen,
Alemania), y 0.5 uM de cada cebador (Macrogen, Korea) (Anexo B, Tabla
3).

Las condiciones estandarizadas de amplificaciéon en el termociclador
consistieron en 1 ciclo a 95 °C por 5 min; 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 50
°C por 90 s,y 72 °C por 2 min 30 s; y un ciclo final de 72 °C por 10 min y
de 1 ciclo a 95 °C por 5 min; 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C por 90 s, y
72 °C por 90 s; y un ciclo final de 72 °C por 10 min. (Anexo B, Tabla 4).

5.6.7.Electroforesis

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa (Invitrogen) al
2 %, se corrié con buffer TBE al 0.5X a 100 V, 100 A por 45 min. Se
utilizaron 5 pL del marcador GeneRuler Express DNA Ladder (#SM 1553)
con bandas de tamafo: 5000, 3000, 2000,1500, 1000, 750, 500, 300 y
100 pb (Thermo Scientific) y 5 yL del marcador MassRuler DNA Ladder
Mix (#SM0403) con bandas de tamaiio: 10000, 8000,6000 5000, 4000



3000, 2500, 2000,1500, 1031, 900,800, 700, 600 500, 400, 300, 200 y 100
y 80 pb (Thermo Scientific). Para la tincibn se usé bromuro de etidio
durante 30 min. Los geles fueron visualizados con un sistema de
fotodocumentacion de geles (BIORAD, USA).

5.6.8.Secuenciamiento del gen cox1

Se enviaron los productos de PCR para su secuenciamiento a Macrogen
Inc., Korea. Las secuencias que se obtuvieron se compararon con las
especies de Diphyllobothrium y Adenocephalus pacificus reportados y
depositados en el DDJB/EMBL/GenBank hasta la fecha.

5.6.9.l1dentificaciéon molecular

Para la identificacién de las secuencias se buscaron y compararon con
todas las secuencias disponibles en las bases de datos del NCBI
GenBank/EMBL/DDBJ usando el programa de alineamiento local de

secuencias BlastN version 2.0 (Altschul et al., 1997).

5.6.10. Anaélisis bioinformatico

El alineamiento de las secuencias se realizé haciendo uso del Programa
Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Para la edicién de
las secuencias obtenidas se utilizo el programa BioEdit (Hall. T. A., 1999).
El analisis filogenético fue ejecutado con el programa MEGA version 7.0
(Kumar et al., 2013), usando Neighbor joining modelo Kimura 2
parametros (Kimura, 1980; Saitou & Nei, 1987). Para la confiabilidad de
las relaciones filogenéticas se evalud utilizando andlisis bootstrap no

paramétrico.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).%20Para

5.7. Aspecto ético

Algunas muestras de lobos marinos, humanos y perro se trabajaron de
material codificado del Laboratorio de Parasitologia de Fauna Silvestre y
Zoonosis de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Otras muestras, fueron obtenidas de
lobos marinos varados en las playas o recolectadas de las heces. Las
muestras de humano para este estudio, fueron donadas por el Dr.
Tantaledn de su coleccion. Los peces muestreados durante periodos
estacionales del afio 2016 fueron proporcionados por el Instituto
Tecnologico de la Produccion. Las muestras no son una amenaza a la

biodiversidad ni para el hombre.



VI. RESULTADOS

6.1. Muestreo

De los 22 ejemplares de S. deliciosa procedentes de muestras frescas de
los diferentes puertos pesqueros se aislaron 40 plerocercoides, en 6 de S.
callaensis 45, en 6 de T. symmetricus murphyi 1 y 40 en 3668 de E.
ringens (Tabla 4). Las larvas se encontraron enquistadas y otras libres en
la cavidad peritoneal, sobre la superficie visceral. Estas larvas son de
color blanquecino, alargadas presentando un par de Dbotrias
caracteristicas en la region cefalica y con estriaciones en el cuerpo; al
colocarlas en solucion salina se estiran y retraen presentando un tamafo

entre 5-20 mm aproximadamente. (Tabla 5).

6.2. ldentificaciobn morfolégica de Ila larva
plerocercoide

La larva plerocercoide de Diphyllobothrium es wuna larva sdlida
caracterizada por presentar un escoélex con botrias. En los ejemplares
aislados de los diferentes hospederos (E. ringens, T. symmetricus
murphyi, S. deliciosa y S. callaensis) se ha podido determinar tres formas
variables del escodlex: a) lanceolada, b) acorazonada y c) esférica a
microscopia oOptica (Leica DM750) (Fig. 2) y microscopia electrénica de
barrido (Fig. 3).



o

Fig. 2. Plerocercoides de Diphyllobothrium. (A) Escélex de forma lanceolada,
superficie del cuerpo distendido. (B) acorazonada, cuerpo retraido y (C) esférica,

parcialmente retraido.



Fig. 3. Plerocercoides de Diphyllobothrium. (A) Escélex de forma esférica, (B)
lanceolada corta, (C) acorazonada y (D) lanceolada larga. Vistas con
microscopio electronico de barrido (MEB).



Tabla 5. Numero y formas de larvas plerocercoides de Diphyllobothrium sp., hospederos, su localizacién y zonas de adquisicién.

HOSPEDEROS LARVA PLEROCERCOIDE ZONA
Ne Positivos Negativos Forma Ne Localizacién
E. ringens 405 4 401 lanceolada 4 SV Callao (P)
S. callaensis 3 3 0 lanceolada 10 SE TVMT
E. ringens 500 3 497 lanceolada 3 SV Callao (P)
E. ringens 204 7 197 Lanceolada 7 sv Pisco (P)
/esférica
T symmetrllcus 6 1 5 lanceolada 1 SE Pisco (P)
murphyi
S. deliciosa 22 9 0 Ianceolada/z%clorazonada/ 38 SE Chiclayo (P)
esférica
E. ringens 422 3 419 lanceolada/acorazonada 3 SV Callao (P)
S.callaensis 6 6 0 lanceolada/acorazonada/ 44 SE TVMT
esférica
E. ringens 670 2 668 esférica 2 SV Callao (P)
E. ringens 767 1 766 lanceolada 1 SV Callao (P)
E. ringens 700 3 697 lanceolada/esférica 3 SV Callao (P)
Total 3705 42 3650 116
SV=  superficie visceral, SE= superficie del estdbmago. (P)= Puerto, TVMT= Terminal de Villa Maria del Triunfo.



6.3. ldentificacion morfo-anatomica del estadio
adulto

El estadio adulto de Diphyllobothrium obtenido de O. byronia de Barranca,
presentaba un escoélex de forma acorazonada con una longitud de 4.46
mm y 2.46 mm de ancho, la estrébila con una longitud de 135 cm y 4 mm
de ancho. El ejemplar de O. byronia de Huacho tiene un escolex de igual
forma que la anterior, mide 3.1 mm de largo por 2.7 mm de ancho, la
estrobila con 67 cm de largo y 3 mm de ancho. El espécimen obtenido de
una mujer por expulsion natural tiene un escoélex de forma acorazonada
con medidas de 3.38 mm de longitud por 2.97 mm ancho, no se tiene una
medida de la longitud total porque solo se obtuvo un segmento de la
estrobila. La muestra de un nifio (9 afios aprox.) que ingreso al laboratorio
proveniente de una posta médica se encuentra incompleta (sin escolex) y
presentaba una medida de 46 cm de largo por 7 mm de ancho. El
espécimen de hombre se encuentra sin escolex y se trabajé con un
segmento de la estrobila (Fig. 4). Para la diferenciacion de la morfo-

anatomia del estadio adulto se utiliz6 proglétidos gravidos, observandose

diferente numero de hendiduras en cada ejemplar obtenido (Fig. 5).

Fig. 4. Escolex de Diphyllobothrium sp. en O. byronia (A, B) y de humano (C).



Fig. 5. Proglétidos gravidos de Diphyllobothrium sp. (A) varén, (B) mujer, (C) O.
byronia y (D) nifio.



6.4. Espectrofotometriay Electroforesis

Para la cuantificacion del ADN se utilizo0 un NanoDrop 2000 UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific™), obteniéndose una
concentracién de acidos nucleicos en un rango de 29.3 a 1024.13 ng/ul
adquiriendo valores indicativos de pureza optima y aceptable (<1.71 a
2.016 nm=2). Se utilizé 2 ul de buffer AE para calibrar (blanqueo) y para la
medicion de las muestras. A continuacion, se presenta el promedio de

medida de 3 repeticiones de cada muestra de ADN extraida (Tabla 5).

Tabla 6. Promedio de la concentracion de acidos nucleicos y rango de medidas

de absorbancias.

Muestra | Acido A260 A280

ID nucleico Unit (Abs) (Abs) 260/280 260/230
Buffer AE 0.7 ng/ul 0.015 0 -52.6 0.96
ITP-1A 1024.13 ng/ul 20.483 10.148 2.016 1.473
ITP-2A  965.867 ng/ul 57.952 9.311 2.076 1.817
ITP-3A 145.3 ng/ul 2.906 1.567 1.853 1.583
ITP-4A 1615 ng/ul 3.23 1.726 1.87 1.543
ITP-5A 29.3 ng/ul 0.586 0.332 1.767 1.437
ITP-1L 150.767 ng/ul 3.0157 1.71 1.763 0.82
ITP-2L 77.733 ng/ul 1.555 0.802 1.94 1.38
ITP-3L 121.7 ng/ul 2.427 1.422 1.71 0.74
ITP-4L 82.3 ng/ul 1.646 0.904 1.82 0.94
ITP-5L 99.1 ng/ul 1.982 1.128 1.757 0.81
ITP-6L 57.7 ng/ul 1.154 0.651 1.77 0.89
ITP-7L 29.8 ng/ul 0.596 0.333 1.777 1.027

La calidad de las muestras de ADN extraidas se realiz6 mediante pruebas

de visualizacion en gel de agarosa al 0.8 % (Fig. 6).




Ladder 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Ladder

3 4 5 6 7 8 9 10 1

Ladder 1 2 3 4 5 6 7 8 -} 10 11 12 Ladder

Ladder 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13

Fig. 6. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % del ADN extraido de las larvas
plerocercoides y adultos de Diphyllobothrium. Se aprecian bandas intensas de
smear. (A) Pocillos con ADN (1-11) y el control (12). (B) Con ADN (1-12) y
control (13). Ladder en los extremos (100 — 5 000 pb).



6.5. Amplificacion del ADN mediante PCR
convencional

Para el cebador completo cox1l se estandarizé la PCR modificando el
tiempo a 2 min 30 s en el annealing (Anexo B, Tabla 4) obteniendo unas
bandas intensas con smear de buena calidad para las larvas
plerocercoides (Fig. 7). La PCR con el cebador completo para
Diphyllobothrium mostré bandas intensas para el estadio adulto (Fig. 8).
Para la amplificacién de la PCR de los aislados de larvas plerocercoides,
el tiempo programado en el annealing fue de 90 s (Figura 9) (Anexo B,
Tabla 4).

M 12 3 45 6 7 829 M

1500 pb

Fig. 7. Electroforesis del amplificado en gel de agarosa al 2 %. Carril del 1-8 con
productos de 1500 pb aprox. del gen Cox-1 del ADN de larvas plerocercoides de
Diphyllobothrium. Carril 9 control negativo. Carril M MassRuler DNA Ladder Mix
(#SM 0403).



1500 pb

Fig. 8. Electroforesis del amplificado en gel de agarosa al 2 % Carril del 1-6 con
productos de 1500 pb aprox. del gen Cox-1 del ADN de adultos de
Diphyllobothrium. Carril 7 control negativo. Carril M a los extremos GeneRuler
Express DNA Ladder (#SM 1553).

750 pb

Fig. 9. Electroforesis del amplificado en gel de agarosa al 2 % Carril del 1-6 con
productos de 750 pb aprox. del gen Cox-1 del ADN de larvas plerocercoides de
Diphyllobothrium. Carril M a los extremos GeneRuler Express DNA Ladder (#SM
1553).



6.6. ldentificacion molecular de los estadios larvario y

adulto

6.6.1. Secuenciamiento de la larva plerocercoide y adulto

La amplificacion por PCR del gen mitocondrial citocromo oxidasa 1 (cox1)
a partir de las larvas plerocercoides y adultos revelaron la presencia de
Adenocephalus pacificus (=Diphyllobothrium pacificum) en 12 muestras,
las secuencias fueron editadas en BioEdit obteniendo fragmentos de ADN
de 358 pb, 457 pb, 660 pb, 696 pb en dos aislados y 565 pb en seis
aislados.

En el alineamiento multiple se comparo los 12 aislados de las secuencias
del ADN mitocondrial cox1 con codigos ITP-1A, ITP-2A, ITP-3A, ITP-4A,
ITP-5A, ITP-1L, ITP-2L, ITP-3L, ITP-4L, ITP-5L, ITP-6L e ITP-7L con las
secuencias parciales del GenBank de D. pacificum (=A. pacificus)
(AB548651, AB548654), A. pacificus (KR269747 y KU519704),
Diphyllobothrium stemmacephalum (LC090629), Diphyllobothrium latum
(AY972073), Diphyllobothrium nihonkaiense (AB375004), D. klebanovskii
(AB375673) y D. dendriticum (AM412738).

Por busqueda en el BLAST se precisO segun el porcentaje de identidad,
gue las secuencias nucleotidicas: ITP-1A, ITP-2A, ITP-3A, ITP-5A, ITP-
2L, ITP-3L, ITP-5L e ITP-7L presentan un 99% de identidad a un aislado
parcial del gen mitocondrial cox1 de A. pacificus con nimero de acceso
KU519704.1, mientras que los aislados ITP-4L,ITP-1L ITP-4A e ITP-6L
muestran con A. pacificus 91%, 93% y 96% de similaridad

respectivamente.

Para la determinacién de las mutaciones se compararon con un gen
completo del ADN mitocondrial coxl de A. pacificus con acceso en el
GenBank (KR269744.1), encontrandose las siguientes variaciones: A por
G en la posicién 1039 y 1312 pb (ITP-1A), A por G en 1039 pb (ITP-2A), T
por C en 1312 pb (ITP-3A), C por T en 987, 1019 y 1398 pb (ITP-5A), G



por T en 867, A por G en 883, C por T en 1017 y G por A en 1143 pb (ITP-
5L) y C por T en 1017, G por A en 1143, G por T en 1164 pb (ITP-7L).

6.6.2. Analisis Filogenético

El arbol filogenético inferido de la secuencia cox1 revelé que las muestras
(ITP-1A, ITP-2A, ITP-3A, ITP-4A, ITP-5A, ITP-1L, ITP-2L, ITP-3L, ITP-5L,
ITP-7L) estan agrupadas en un mismo clado con Adenocephalus pacificus
(=Diphyllobothrium pacificum) con valores altos de bootstrap. El andlisis
de los aislados ITP-4L, ITP-6L se encuentran agrupados en otro clado. Se
utilizé como grupo externo a Spirometra mansonoides (AF096239) (Fig.

9).

ITP-34
ITP-4.4
1z
ITP-1.4
ITP-3L
34[ITF'-2A
Diphyllobothrium pacificurn ABS48654
32 | Diphyllobothrium pacificum ABS48651
Adenocephalus pacificus KUS19704
ITP-ZL

a7 55|'Adenocephalus pacificus KR2697 47

ITP-5A,

Lo} ITP-5L
76 zzliTp7L

—ITP-1L

Diphyllobothrium stemmacephalurm LCO20629

Diphyllobothrium ditremum DQO7EE195
Diphyllobothrium klebanovskii AB375673

551 | Diphyllobothrium nikonkaiense AB375004

62 Diphyllobothrium laturm AYS72073

45 Diphyllobothrium dendriticurm Ahd412738

53 L Diphyllobothrium ursi ABS0S7E3

| TP-4L
szl TPEL

Spirometra mansonoides AFO095239 (Outgroup)

—
0.20

Fig. 10. Construccion de arbol filogenético a partir de secuencias de nucleétido
parciales de cox1 usando Neighbor joining modelo Kimura 2 parametros. Valores
de Bootstrap (10 000 repeticiones) se muestran en las ramas. Spirometra
mansonoides es usado como grupo externo. Se indican todos los nimeros de
acceso al GenBank de las secuencias utilizadas para construir el arbol.



VII1.DISCUSION

La identificacion de las especies de Diphyllobothrium basada sdélo en la
morfologia sigue siendo uno de los principales problemas de la
sistemética debido a que no se logra dilucidar el rango de variabilidad de
la mayoria de las especies. Este trabajo proporciona pruebas
convincentes que Adenocephalus pacificus (=Diphyllobothrium pacificum)

corresponde a otaridos y que el hombre es un hospedero accidental.

En el Perd uno de los primeros hallazgos de larvas plerocercoides de
Diphyllobothrium en peces marinos (Sciaena deliciosa y Paralonchurus
peruanus) de la costa peruana fue reportado por Tantaléan (1975)
posteriormente describe en otras especies (Trachinotus paitensis, Sarda
sarda chilensis, Scomber japonicus peruanus, Scomberomorus maculatus
sierra, Merluccius gayi peruanus, Galeichthys jordani y G. peruvianus,
Genypterus maculatus y S. callaensis) (Escalante, 1983; Tantalean,
1984), llegando a incrementarse hasta 16 especies consideradas

hospederos paraténicos (Tantalean, 1994).

En el presente trabajo, en la especie T. symmetricus murphyi la
prevalencia fue baja 16,6 % (1/6), en cambio, en S. deliciosa (22
individuos) se encontraron parasitados con las larvas plerocercoides, del
mismo modo se encontr0 S. callaensis a diferencia de afios anteriores
donde la prevalencia era baja (Tantalean, 1975; Escalante, 19883;
Escalante y Miranda, 1986; Llerena et al.,, 2001) o de lo reportado por
Chero et al. (2014).

La fauna parasitaria de Engraulis ringens “anchoveta” no ha sido
estudiada en la costa peruana. Para la costa norte y centro de Chile se

mencionan los trabajos de Valdivia et al. (2007) y George-Nascimento &



Moscoso (2013) sobre la evaluacion de metazoarios parasitos no

reportandose la larva plerocercoide de Diphyllobotrhium.

En otras especies de Engraulidae, como E. anchoita procedente de
Uruguay y Argentina (Timi et al., 1999) y Anchoa tricolor de Brasil
(Tavares et al., 2005) igualmente no se reporta esta larva. Segun, Kuchta
et al. (2015) los segundos hospederos intermedios probablemente se
traten de peces marinos como la anchoa japonesa, Engraulis japonica y la

sardina japonesa, Sardinops melanostictus y otros.

En el presente trabajo se muestreo 3668 ejemplares de E. ringens,
encontrandose parasitados con la larva plerocercoide de Diphyllobothrium
libre localizandose sobre la superficie de las visceras, no enquistado en el
tejido muscular como se suponia encontrar en un pez planctonico
(Tantaledn y Huiza, 1984); sin embargo, se hipotetiza que en el 2°
hospedero intermediario la larva plerocercoide puede encontrarse libre.
Aungue la prevalencia en E. ringens fue muy baja 1,09 % (40/3668) para
la cantidad de ejemplares muestreados, es importante, ya que este es el

primer reporte para el Peri y Sudamérica.

Ademés, se pensaba que el 2% hospedero intermediario en el ciclo de
vida seria un pez plancténico como la anchoveta; sin embargo, de dos
aislados, solo ITP-3L fue identificado como Adenocephalus pacificus con
una similaridad de 99% con una secuencia de referencia con numero de
acceso KU519704.1 buscado en el BLAST vy el aislado ITP-4L presento
una similitud del 91% con A. pacificus, pero este Ultimo se agrupo en un
clado hermano de Diphyllobothrium segun la inferencia filogenética, pero
este resultado, supondria una especie diferente que no se podria afirmar

todavia hasta realizar otros estudios.

Asi mismo, los aislados de S. deliciosa y S. callaensis se ubican en el
mismo clado con A. pacificus. Solo el aislado ITP-6L que pertenece a T.
symmetricus murphyi se agrupo en un clado hermano de los

Diphyllobothrium, que permite cuestionarnos si se trata de otra especie de



Diphyllobothrium o se trata de A. pacificus con una alta variabilidad
intraespecifica, esto solo se podria confirmar utilizando otros marcadores
moleculares y compararlos para evaluar su especificidad, porque quizas el

marcador cox1 no sea el adecuado para esta especie en particular.

Los aislados de los estadios adultos obtenidos de humanos (ITP-1A, ITP-
2A e ITP-5A) se ubicaron en un mismo clado con A. pacificus comparados
con una secuencia de referencia (KU519704) de un caso raro de un nifio
de 3 afos infectado en Australia (Moore et al.,, 2016) y de dos aislados
(AB548651 y AB548654) de humanos procedentes de Pera evaluados por
Wicht et al. (2010) por presentar una alta identidad (99%).

Los aislados de los estadios adultos obtenidos de Otaria byronia (ITP-3A
e ITP-4A) se encuentran en el mismo clado que los aislados de humanos
anteriormente comparados (KR269747, KU519704, AB548651 vy
AB548654), no encontrandose ninguna secuencia de referencia de un

aislado de O. byronia depositada en el Genbank.

Rausch et al. (2010), realizaron una redescripcion morfolégica y
determinaron que existen dos especies de Diphyllobothrium en humanos y
otaridos en la costa del Pacifico de Sudamérica (D. pacificum y D.
arctocephalinum), basados en caracteristicas de las hendiduras
localizadas anterior al poro genital en los proglotidos gravidos y estudios
en cortes sagitales de estos, pero en las muestras obtenidas en el
presente estudio (fig.4. B y D) los proglétidos gravidos de humanos son
muy parecidos en morfologia al de humano residente en el norte de Peru
gue mencionan Raush et al. (2010) denominandolo Diphyllobothrium
arctocephalinum; sin embargo, las pruebas moleculares arrojaron un 99%
de identidad con A. pacificus. Estos datos apoyan fuertemente la validez
de A. pacificus como una especie con alta variabilidad inter e intra-
especifica (Wicht et al., 2010) y estd marcadamente distante de especies
de Diphyllobothrium reportadas infectando humanos en peces de agua
dulce (D. latum, D. nihonkaiense y D. dendriticum) y de marinos (D.

cordatum y D. lanceolatum). Los valores muy bajos de similitud de



secuencias de A. pacificus con otros taxones secuenciados incluso
indican que Adenocephalus, que fue colocada originalmente, todavia

debe ser retenido como un género valido.

Chero et al. (2014) mencionan una prevalencia de 17 % de larvas
plerocercoides de D. pacificum y 3 % de D. arctocephalinum en S.
deliciosa, basado en la morfologia del escélex de las larvas, indicando la
forma redondeada- elipsoidal para D. pacificum y elipsoidal para D.
arctocephalinum en vista lateral, nosotros hemos encontrado tres formas
de escélex en las larvas: lanceolada, acorazonada y redondeada, esto no
es una caracteristica especifica para determinar la especie como lo
afirman, siendo estas propuestas de formas de escdlex no significativas,
por lo tanto no validas. Nosotros mediante una identificacion molecular
con el gen cox1l obtuvimos como resultado que todos los aislados de
lorna corresponden a A. pacificus. Wicht et al. (2010), también analizaron
dos aislados de larvas plerocercoides de S. deliciosa con el gen cox1,
ITS1 e ITS2 identificAndolo como D. pacificum; sin embargo, estas
secuencias hasta la fecha no se encuentran en el GenBank. La Unica
secuencia encontrada en el Genbank es el aislado de una larva
plerocercoide obtenida de Sarda chilensis “bonito” que corresponde a A.
pacificus (Hernandez-Orts et al.,, 2015), ademas menciona que la forma
del escolex de A. pacificus es bastante variable incluso entre
especimenes de un mismo hospedero, lo que confirmamos en el presente
estudio, observando estas caracteristicas tanto en el estadio larvario

como en el adulto.

Las inferencias filogenéticas moleculares basadas en diversos
marcadores genéticos (Skefikova et al., 2006; Wicht et al., 2008; Kuchta
et al.,, 2014) han colocado a A. pacificus (=D. pacificum) aparte de las
otras especies de Diphyllobothrium, hermana de un clado compuesto por
Diphyllobothrium y varios otros géneros de los Diphyllobothriidae
incluyendo Diplogonoporus Lonnberg, 1872, Ligula Bloch, 1782 vy
Spirometra Faust, Campbell et Kellogg, 1929.



Teniendo antecedentes que A. pacificus difiere morfolégicamente de D.
latum, D. nihonkaiense y D. dendriticum, muestreamos y caracterizamos
12 aislados supuestamente de A. pacificus, de los cuales 5 son adultos
(humanos y de O. byronia) y 7 larvas plerocercoides (peces) del Pera,
para probar el estatus sistematico y las relaciones filogenéticas de A.
pacificus (=D. pacificum). Los resultados utilizando cox1 permitieron en 10
aislados (5 adultos y 5 larvas plerocercoides) identificarlos
indiscutiblemente como A. pacificus, mientras que los otros 2 aislados
(larvas plerocercoides) pertenecen a la misma especie o0 a un clado
hermano, esto nos indicaria que es necesario trabajar con otros
marcadores moleculares como el ITS1 e ITS2; debido a que el ADN
mitocondrial presenta un alto polimorfismo en los cestodos, mientras que
los genes del ADN ribosomal son blancos mas conservados (Okamoto et
al., 2007; Bouzid et al., 2008; Yera et al., 2008). Por lo tanto, los Unicos
dos aislados que se encuentran en otro clado hermano corresponderian
tal vez, a una especie de Diphyllobothrium, ya que la alta variabilidad inter
e intra-especifica de los difilobotridos asociados con diferentes
hospederos y areas geogréficas, que no se toman en cuenta, podrian

estar influyendo.

A. pacificus parasitan desde tiempos ancestrales al hombre (Patrucco et
al., 1983; Le Bailly y Bouchet, 2013); sin embargo, hay desconocimiento
de su biologia, epidemiologia y distribucién, siendo obstaculos que
complican un control efectivo de la enfermedad en el hombre. Se
necesitan mas investigaciones utilizando herramientas moleculares que

facilitarian la comprension de los ciclos de vida de los Diphyllobothridea.



VIII. CONCLUSIONES

1. Se reporta por primera vez la presencia de la larva plerocercoide
de Adenocephalus pacificus (=Diphyllobothrium pacificum) en

Engraulis ringens “anchoveta”.

2. Por vez primera en el Perl se identifica como Adenocephalus
pacificus con el gen coxl a 2 aislados de Otaria byronia “lobo

chusco’.

3. Se identifica mediante el marcador molecular cox1 a tres aislados
de humanos como A. pacificus, verificando hasta la fecha como el

Unico agente etioldgico de la difilobotriasis en el Pera.

4. Proporcionamos la primera evidencia de A. pacificus por PCR con
el gen cox1l de los aislados de las larvas plerocercoides de E.
ringes, S callaensis y T. symmetricus murphy como hospederos

paraténicos (o intermediarios).

5. Se hipotetiza que E. ringens podria ser el 2° hospedero

intermediario de Adenocephalus pacificus.

6. Se demuestra que los proglétidos gravidos del estadio adulto y el
escOlex de la larva plerocercoide presentan alta plasticidad

morfolOgica y probablemente se trate de una sola especie.

7. De acuerdo a las inferencias filogenéticas basadas en el gen coxl,
se determind que los adultos y cinco larvas plerocercoides se

agrupan en un mismo clado con A. pacificus.



IX. RECOMENDACIONES

Es inevitable el consumo de pescado crudo como ceviche, tiradito entre
otras formas, por lo tanto, se recomienda consumir el pescado dentro de
los parametros de congelacion por ser una manera de control para esta

enfermedad parasitaria.

El cambio de temperatura superficial del mar, el fenémeno EIl Nifio y otros
cambios ambientales pueden tener efectos repentinos en la epidemiologia
de esta zoonosis, debido a esto se recomienda evaluar la fauna
parasitaria de los peces y recursos hidrobiolégicos durante las diferentes

estaciones del afio y cambios climéticos que ocurre en el litoral peruano.

La alta plasticidad morfologica que presenta Adenocephalus pacificus en
los diferentes hospederos en las etapas de desarrollo y de sus origenes
geogréficos no permite su facil identificacion, por lo que se requieren

realizar estudios utilizando diferentes marcadores moleculares.
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XI. ANEXOS

ANEXO A. Distribucion geografica segun ocurrencia de Adenocephalus

pacificus.

‘ Adenocephalus pacificus

@ Otaria byronia

@ Engraulis ringens

3 Sciaena deliciosa

(O Sciaena callaensis

@3 Trachurus symmetricus murphyi



ANEXO B. Condiciones de PCR convencional para la deteccién de

Diphyllobothrium sp. (A) y A. pacificus (B).

Tabla 2. Secuencia de los cebadores

Strand Primer Secuencia
A FORWARD DipCO1f 5-ATCAAATTAAGTTAAGTAGACTA-3'
REVERSE DipCO1r 5-CAAATAGCATGATGCAAAAG-3'
B FORWARD DipPaCO1f 5-ACATGTGTGTAGTAACCTTGGC-3'

REVERSE DipPaCO1lr 5-ATGATAAGGGAYAGGRGCYCA-3'

Tabla 3. Concentraciones del Mix de PCR.

Componente [] Final XJ?;/RX
5x PCR Buffer 1 10
Forward 0.5 uM 1.25
Reverse 0.5uM 1.25
HotStar Taq Plus DNA 25 U/ Rx 1
Polymerase(*)

H,O- DEPC 31.5
Total 45

*Contiene concentracion optimizada de dNTPs y 7.5 nM MgSO,

Tabla 4. Condiciones de ciclamiento de la PCR

95°Cx 5 min / 40 (94°C X 30s / 50°C x 90s / 72°C x 2 min 30s) / 72°C X

A 10 min/ 4°Ceo

95°Cx 5 min / 40 (94°C X 30s / 50°C x 90s / 72°C x 90s) / 72°C x 10 min/
4°Ceo




ANEXO C. FIGURAS

Puerto de Pucusana, Lima- Per

Engraulis ringens “anchoveta” Sciaena deliciosa “lorna”



Larvas plerocercoides enquistadas en la
superficie visceral de la lorna.

Larva plerocercoide libre sobre la
superficie visceral en la anchoveta

Estadio adulto aislado de humano
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