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1. INTRODUCCION

1.1. Cestodosis

Las cestodosis son enfermedades parasitarias producidas por helmintos de la clase Cestoda
(Phylum Platyhelminthes). Esta clase agrupa a gusanos acintados, endoparasitos obligados de
mamiferos, incluyendo al hombre. Teniendo en cuenta que durante la enfermedad el ser humano
puede comportarse como hospedador definitivo o intermediario de estos parasitos, las cestodosis se
clasifican en dos grupos: las producidas por gusanos adultos, en las que los humanos se comportan
como hospedadores definitivos y albergan al parasito en su aparato digestivo; y las producidas por
fases larvarias, en las que los humanos son hospedadores intermediaros y albergan fases quisticas
en los tejidos (Muro et al., 2010). En la Tabla 1 se recogen las principales especies de cestodos

intestinales, asi como sus hospedadores intermediarios (primarios y secundarios) y definitivos.

Tabla 1. Taxonomia y hospedadores de cestodos intestinales. HI: hospedador intermediario; HD: hospedador
definitivo (Muro et al., 2010).

Orden | Género | Especie | HI (1°) | HI (29 | HD
Pseudophyllidea  Diphyllobothrium D. dalliae Copépodos Peces de agua dulce Humanos
Perros
Zorros
D. dendriticum Copépodos Peces de agua dulce Humanos
Gaviotas
Mamiferos
D. latum Copépodos Peces de agua dulce Humanos
Mamiferos
D. alascense Copépodos Lotas Humanos
Perros
D. nihonkaiensi Copépodos Salmones Humanos
Osos
D. pacificum Copépodos Peces marinos Humanos
Ciclophyllidae Taenia T. solium Porcinos Humanos
T. saginata Bovinos Humanos
T. asiatica Porcinos Humanos
Hymenolepis H. nana Coledpteros Humanos
Pulgas
Piojos
H. diminuta Copépodos Humanos
Ratas
Ratones
Dipylidium D. caninum Pulgas Humanos
Piojos Perros
Gatos

El presente trabajo se centra en las teniasis o teniosis, enfermedades parasitarias intestinales
causadas por las formas adultas de los cestodos del género Taenia (las comunmente denominadas
tenias), y también por las formas larvarias, de mayor gravedad clinica, que causan cisticercosis y
cenurosis (Hoberg, 2002). La clasificacién del género Taenia se realiza en funcion de sus

caracteristicas larvarias, ya que en estadios adultos son muy similares morfologicamente. Existen 40
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especies descritas, y 4 subespecies (Hoberg, 2002). Tres especies tienen como hospedador definitivo
al hombre: T. solium, T. saginata y T. asiatica. Otras especies como T. multiceps, T. serialis o T.
taeniaeformis también pueden producir excepcionalmente infecciones humanas al entrar el hombre
en contacto con animales infectados. Hasta la fecha no se han descrito infecciones por T. hydatigena
en seres humanos, pero su estudio tiene interés en clinica veterinaria ya que pueden aparecer
coinfecciones con T. solium en el ganado porcino, dificultando el diagndstico serologico al producir
reacciones cruzadas entre ambas y causando importantes pérdidas econdémicas al tener que descartar

la carne para el consumo humano.

1.1.1. Morfologiay ciclo bioldgico del género Taenia

Las tenias son gusanos aplanados pertenecientes a la subfamilia Taeniidae. Estructuralmente los
cestodos adultos presentan tres partes diferenciadas: escolex o cabeza (Figura 1), donde se localizan
los 6rganos de fijacion del parasito, como ventosas (T. saginata, T. asiatica) o ganchos en una fila
(T. solium) o varias (T. hydatigena), formando una estructura que se denomina rostelo (Hoberg,
2002); cuello con funciones metabolicas activas, encargadas del origen de los anillos, y el cuerpo o
estrobilo, de longitud variable (3-12 metros), dividido en segmentos denominados proglotides.
Segun el desarrollo del aparato reproductor, las proglétides se denominan inmaduras, maduras o

gravidas.

Figura 1. Escélex de las tenias. A. T. solium (Wikipedia.org). B. T. saginata (cdc.gov). C. T. asiatica
(Anantaphruti, 2013). D. T. hydatigena (Societa Italiana di Parassitologia).

Las tenias son hermafroditas y pueden reproducirse por fecundacion cruzada o por
autofecundacion, a través de poros genitales alternos de las proglétides maduras que pueden
combinarse entre ellos. Tras la fecundacion, la proglotide que contiene los huevos es expulsada al

exterior.

El ciclo bioldgico de las tenias es uno de los mejor estudiados en Parasitologia, siendo el primer
ciclo de vida complejo (indirecto) descrito para un parasito intestinal. Su transmision se demostrd

hace aproximadamente 150 afios (Hoberg, 2002).
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Figura 2. Ciclo bioldgico de las especies de Taenia que infectan a humanos. 1. Huevos o proglotides
gravidas que pasan de las heces al entorno. 2. Ingestion de huevos por los hospedadores intermediarios.
3. Formacion de cisticercos en los tejidos. 4. Ingestion de los cisticercos por humanos a partir de carne
infectada. 5. Fijacidn del escélex al intestino. 6. Los adultos se desarrollan en el intestino delgado. 7. El
ser humano ingiere huevos con oncoesferas. 8. Formacion de los cisticercos en los tejidos. 9. Desarrollo
de cisticercos en cualquier tejido (tomado con modificaciones de CDC, 2013).

Las tenias son los Unicos parasitos cuyos hospedadores intermediarios y definitivos son
mamiferos (Hoberg, 2002). El hospedador intermediario es un herbivoro o un omnivoro (cerdo para
T. soliumy T. asiatica; vaca para T. saginata). El ciclo bioldgico (Figura 2) comienza con la ingesta
de agua o comida contaminadas con huevos de tenia procedentes de la liberacion de proglétides
gravidas por un hospedador infectado (humano o animal) (Ito, 2015). Los huevos contienen
oncoesferas, larvas de tenia que pueden sobrevivir en el medio externo hasta ser ingeridas por un
hospedador definitivo (Figura 3A). Estas oncoesferas se liberan en el intestino y circulan a traves de
la pared intestinal hasta la musculatura o los 6rganos viscerales, pudiendo alcanzar el sistema nervioso
central (SNC). Alli se desarrollan los metacestodos (fase larvaria intermediaria o juvenil, Figura 3B)
y se forman los quistes, que con el paso del tiempo calcifican. Si la infeccion se ha producido por T.
solium reciben el nombre de cisticercos y pueden formarse en cualquier tejido. Si se desarrollan en
el SNC provocan neurocisticercosis, una grave infeccion considerada desatendida y olvidada en
zonas de pobreza (CDC, 2014).

La ingestion por parte del hombre de carne cruda o mal cocinada del hospedador intermediario

provoca teniasis: el desarrollo del adulto de tenia en el intestino (Figura 3C). Una vez que el adulto
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se ha formado, comienza la liberacion de progldtides maduras y gravidas, lo que dispersa los huevos

Figura 3. Morfologia de Taenia spp. en funcidn de la fase bioldgica en la que se encuentra. A. Huevo que
contiene oncoesferas. B. Metacestodo. C. Fase adulta extraida de un intestino humano. (cdc.gov;
facmed.unam.mex; practicasinvertebradosuam2012.blogspot.com.es).

Existen otro tipo de infecciones accidentales cuando el ser humano no es el hospedador definitivo
pero ingiere huevos o proglotides gravidas de especies que parasitan a otros mamiferos,
principalmente al perro. Los quistes derivados de esta situacion se denominan cenuros (Hoberg,
2002).

1.1.2. Especies infectivas para el ser humano, epidemiologia y prevalencia.

Las infecciones producidas por tenias estdn muy extendidas a nivel mundial, con especial
incidencia en zonas rurales y pobres (WHO, 2009); la falta de un método de diagnoéstico rapido y
efectivo y la dificultad de control en lugares sin recursos hacen que sea muy complicado establecer
un namero real de infectados. Su impacto global se equipara al del dengue o la tripanosomiasis en
cuanto a desajustes fisicos por la infeccion y a la duracién de la misma (Bobes et al., 2014). Las zonas
pobres y rurales son de mayor riesgo de infeccion debido a que las condiciones mas insalubres
facilitan el contacto con las heces de animales infectados (Hoberg, 2002).

Las principales diferencias entre las especies infectivas para el ser humano radican en su
distribucion geografica, en sus hospedadores intermediarios y en la estructura del escélex de su fase

adulta.

- Taenia solium. Se distribuye a nivel global y es la especie mas abundante. Es mas comun en
paises donde se consume cerdo, ya que éste es su hospedador intermediario (Hoberg, 2002). Un solo
parasito puede sobrevivir en el lumen intestinal hasta 25 afios, lo que supone una elevada
diseminacion de los huevos y una mayor expansion de la enfermedad. Se trata de la especie mas
patogénica, produce sintomas inespecificos e incluso puede ser asintomatica, siendo el Unico signo
claro de infeccion la liberacion de proglétides en las heces (Hoberg, 2002). La ingestion accidental
de huevos por parte del ser humano induce fases quisticas, generando la denominada cisticercosis.

Si los quistes se forman en el cerebro se alcanza una fase muy grave de la enfermedad, la
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neurocisticercosis (Figura 5A). Los datos mas préximos a la realidad en cuanto a prevalencia de
neurocisticercosis que se conocen corresponden a Africa Subsahariana: unos 6,16 millones de
personas estan infectadas (Winkler, 2012). Ademas, es la responsable de un 29% de los casos de
epilepsia a nivel mundial (WHO, 2009; Winkler, 2012). En paises no endémicos (EEUU, Canada,
Japén, Australia, Europa, e incluso paises musulmanes), se ha observado un claro incremento de
casos, principalmente importados (Gabriél et al., 2015), hasta el punto de que la neurocisticercosis se
ha convertido en una enfermedad prevalente en EEUU (Bobes et al., 2014). En la Figura 4 se observan
las areas geograficas consideradas en riesgo de cisticercosis en el afio 2011 segun el dltimo informe
emitido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 2011).
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Figura 4. Areas en riesgo de cisticercosis en el afio 2011 (WHO, 2011).

- Taenia saginata. También presenta una distribucién global y es adquirida por el consumo de
carne de vacuno infectada. Al igual que la infeccion producida por T. solium, los sintomas son
inespecificos, aunque la longitud que puede alcanzar en el lumen intestinal (unos 10 metros) puede
generar cuadros sintomaticos mas graves (CDC, 2013). No produce fases quisticas en el hombre, por
lo que su implicacion en la salud pablica es menor, aunque si en el ganado vacuno, generando
pérdidas econdmicas importantes (Figura 5B) (Hoberg, 2002). Un humano infectado libera a diario
varios segmentos que contienen miles de huevos y en ambientes rurales el ciclo se perpetia entre el
ganado vacuno y los ganaderos.

- Taeniaasiatica. Sélo parasita al ser humano. Es diferente a las otras especies y mas especifica,
pero cercanaa T. saginata (Hoberg, 2006). Su hospedador intermediario es el cerdo o el jabali salvaje
(Hoberg, 2002). No se manifiesta en fases quisticas en humanos. Su distribucion esta limitada al
sureste de Asia, donde es endémica: Taiwan, Indonesia, Corea, Sumatra (Anantaphruti, 2013). En

China, la cisticercosis por infecciones accidentales supone un importante problema de salud nacional
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(WHO, 2009). La deteccion de las infecciones también se realiza por la liberacion espontanea de
proglotides en heces. Los factores socioculturales de esta zona de Asia influyen enormemente en la
supervivencia de la especie por la gran ingesta de carne poco cocinada, especialmente visceras
(higado) (Hoberg, 2002).

- Taenia hydatigena. La infeccidon por esta especie genera graves problemas en veterinaria,
aungue aun no se ha descrito ninguna infeccién provocada en humanos (Hoberg, 2002), y es
complicado diferenciarla de T. solium durante el diagndéstico serolégico. El hospedador definitivo de
este parasito es el perro, y como hospedadores intermediarios pueden actuar vacas, ovejas, cabras y
ocasionalmente caballos y cerdos. En todos ellos genera fases quisticas en las que el parasito se
denomina Cysticercus tenuicollis (Junquera, 2015) formando cisticercos de hasta 8 cm. Las
infecciones se dan en todo el mundo y la prevalencia puede alcanzar el 80% del ganado ovino en
algunas regiones. Se producen por contacto directo con heces de perros infectados por la fase adulta
(Junquera, 2015).

Figura 5. Quistes de tenias. A. Neurocisticercos de T. solium alojados en un cerebro humano. B. Quiste
de T. saginata en carne de vacuno. (facmed.unam.mex; practicasinvertebradosuam2012.blogspot.com.es).

1.1.3. Patogenia, manifestaciones clinicas y tratamiento

Los mecanismos de agresion de las tenias intestinales se basan principalmente en factores
mecéanicos por alteracion de la mucosa intestinal al fijarse por las ventosas y/o ganchos del escolex.
Las reacciones inflamatorias son leves y las perforaciones son raras. Los mecanismos de defensa
frente a las tenias son limitados y la respuesta inmune generada no modifica la duracion de las
parasitosis o la susceptibilidad del hospedador a la reinfeccion. Las consideraciones sobre aspectos
patogénicos de las teniasis exceden los limites de este trabajo; sin embargo, existen trabajos actuales
donde pueden consultarse distintos aspectos sobre la patogenia: Ale et al., 2014; Bobes et al., 2014;
Garcia et al., 2014; Ito, 2015.

El principal riesgo de las infecciones producidas por tenias reside en la larga duracion de las fases
asintomaticas de las infecciones (Hoberg, 2002). La teniasis producida por las fases adultas presenta
cuadros clinicos poco concluyentes, y el gusano adulto puede sobrevivir hasta 25 afios en el intestino

del paciente si no hay tratamiento (Hoberg, 2002). En general, una mayor longitud del adulto produce
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mas sintomas, entre los que se incluyen: malestar general, pérdida de peso, incremento del apetito,
mareos, vomitos, dolor abdominal, diarrea y catarro (Hoberg, 2002; CDC, 2013; WHO, 2014). La
evidencia de la infeccién es la liberacion espontanea de proglotides en las heces (Hoberg, 2002). El
tratamiento habitual es una dosis de Praziguantel de 5-10 mg/Kg o una dosis de Niclosamida de 2 g

acompafada de exdmenes de heces para control durante 3 meses (CDC, 2013).

La cisticercosis y la cenurosis se manifiestan como protuberancias bajo la piel en los tejidos
afectados, y los sintomas pueden agravarse llegando a provocar glaucomas, linfomas, lipomas, etc.
(CDC, 2014). Para tratar los quistes puede utilizarse Praziquantel y Niclosamida en las mismas dosis

sefialadas anteriormente, y en ocasiones, puede requerirse la extraccion quirargica (CDC, 2014).

La neurocisticercosis manifiesta sintomas de mayor gravedad. Como ya se ha sefialado, es la
responsable de casi el 30% de los casos de epilepsia a nivel mundial (Winkler 2012; 2015). Ademas,
produce crisis convulsivas, confusién, problemas de equilibrio, hidrocefalia y, si no se diagnostica a
tiempo, la muerte (CDC, 2014; Winkler & Richter, 2015; WHO, 2014). El tratamiento es la
extraccion quirargica de los quistes, en especial si éstos se han calcificado en el tejido neuronal. Suele
administrarse Praziquantel con Albendazol y Dexametasona para evitar las crisis epilépticas (CDC,
2014).

1.1.4. Control y prevencion

Controlar la transmision de infecciones producidas por tenias es complicado por la dificultad del
diagnostico y del acceso médico a las zonas endémicas. Tienen especial relevancia las infecciones
por T. solium, ya que provocan numerosos casos de cisticercosis a su alrededor. Para la prevencion,
la OMS ha llevado a cabo diversas campafias, principalmente en Sudamérica, donde en practicamente
todos los paises las infecciones se consideran endémicas, a pesar de que no existe ninguna especie
endémica de la region (Hoberg, 2002). En los ultimos afios se han llevado a cabo varias iniciativas
para frenar la transmisién de la enfermedad con vacunas para cerdos, prevencion y educacion de la
poblacion (WHO, 2009). Las campanias de prevencion, tanto en Sudamérica (Perd, 2003-2010) como
en otras zonas de escasos recursos, se centran en la concienciar a la poblacién de la necesidad del
aseo personal y de mantener unas condiciones de salubridad adecuadas, manteniendo a los animales
(transmisores potenciales) en zonas separadas de los seres humanos y evitando el contacto con sus
heces y con los alimentos o el agua que ellos hayan podido contaminar. Ademas, es importante evitar
el consumo de carne cruda o mal cocinada, porque los cisticercos sobreviven en la carne cruda (CDC,
2013).
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El objetivo principal es frenar la cadena de transmisién de la enfermedad, es decir, interrumpir
el contagio entre hospedadores intermediarios y definitivos. En esta linea se ha desarrollado una
vacuna comercializada para uso animal denominada Tsol18. Se trata de una proteina recombinante
que se administra a los cerdos para evitar la transmision. La administracion es complicada ya que son
necesarias varias dosis y los animales deben estar libres del parésito en el momento de la

administracion (Garcia et al., 2010).

1.1.5. Diagnéstico

El diagndstico de teniasis y cisticercosis es complicado y poco exacto (Hoberg, 2002). La
identificacion de la especie causal es crucial, en especial en las teniasis producidas por T. solium,
puesto que el portador es fuente de cisticercosis para su entorno. El diagnostico se realiza mediante
el examen microscopico de heces para detectar huevos y proglotides, tarea ardua y poco sensible. Las
heces deben recolectarse en tres dias distintos. Los huevos de tenia pueden detectarse en las heces de
2 a 3 meses después del inicio de la infeccion. (CDC, 2013; Thomas, 2015). EI método seroldgico
mas efectivo es el ELISA copro-antigénico, que es mas sensible que cualquier coprologia de rutina
(WHO, 2009), pero no es especifico y es una prueba cara que no siempre logra un resultado

concluyente (Thomas, 2015).

Para la cisticercosis y la neurocisticercosis la situacion es similar. La persistencia de la fase
asintomatica dificulta el diagndstico, que se lleva a cabo por exploracion fisica y biopsia de los
nodulos subcutaneos o neuroendoscopia (WHO, 2009). También se realiza diagnostico por imagen
(TAC, REM), inviable en zonas endémicas (CDC, 2014), y ELISA antigeno-especifico con
anticuerpos recombinantes, que actualmente no detecta los cisticercos que se han calcificado por el
paso del tiempo (Winkler, 2012).

En lo referente al diagndstico molecular, se han desarrollado técnicas para la deteccién de ADN
de tenias. Mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) y sus variantes (PCR a tiempo real, PCR-
multiplex) se ha logrado la diferenciacion de especies utilizando muestras de heces, huevos y
proglétides (WHO, 2009). Se han disefiado y publicado varios métodos con el fin de diferenciar
especies y realizar un diagnostico certero de la infeccion (Jia et al., 2010; Roelfsema, 2016). Este tipo
de herramientas son muy especificas y sensibles, sin embargo los requerimientos técnicos, de personal
especializado y el coste econdmico las convierten en inviables para su aplicacion rutinaria en zona de
campo (WHO, 2009). Esta es la razon por la que deben emplearse nuevas alternativas moleculares en

el diagnostico de las teniasis. En el afio 2000 se describid por primera vez el método LAMP (loop-
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mediated isothermal amplification) (Notomi et al., 2000), técnica que presenta elevada especificidad,
sensibilidad y potencialidad de ser aplicada en campo (Mori et al., 2013). Se trata de una
amplificacion de ADN en condiciones isotérmicas que permite una identificacion visual del resultado
sin necesidad de equipos especializados, lo que disminuye considerablemente el coste y permite su
facil aplicacion en estudios de campo en zona endémica (Tomita et al., 2008; Zhibing et al., 2001).

A continuacion, se expone brevemente el funcionamiento de la técnica.

1.2. Amplificacion isotermica de acidos nucleicos tipo LAMP (Loop-mediated

isothermal amplification)

La amplificacion isotérmica de &cidos nucleicos (LAMP) fue desarrollada en el afio 2000
(Notomi et al., 2000). Es una técnica que amplifica ADN con gran especificidad, selectividad,
eficiencia y rapidez en condiciones isotérmicas. Se basa en el principio de sintesis de ADN por
desplazamiento de cadena llevado a cabo por una polimerasa con alta actividad de desplazamiento,
la Bst ADN Polimerasa de Bacillus stearothermophylus, y en un sistema de 4 a 6 cebadores: dos
internos — Forward Inner Primer (FIP) y Back Inner Primer (BIP) —y dos externos, F3 y B3, capaces
de reconocer entre seis y ocho secuencias diferentes en el ADN diana. Adicionalmente existen otros

dos cebadores que ayudan a la formacion del bucle de amplificacion, FLP y BLP (Figura 6).

F3C F2C F1C B1 BLP B2 B3 .

3 - {} B—7—aHa— 5
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5 N - "
F3 F2 FLP F1 B1C B2C B3C

Forward Internal Primer (FIP) Forward Outer Primer (F3) Forward Loop Primer (FLP)

F1C F2
5 -HHD 3 5‘-3' 5'3'
Backward Internal Primer (BIP) Backward Outer Primer (B3) Backward Loop Primer (BLP)
B1C B2
s - > sl * s A

Figura 6. Esquema de la union de los cebadores al ADN. F3 y B3 son complementarios a las secuencias
F3c y B3c, respectivamente. El cebador FIP contiene la secuencia F1c, un espaciador TTTT y la secuencia
F2. La estructura de B1c es idéntica con las secuencias Blc y B2. (Parida et al., 2008).

El hecho de que la secuencia diana sea reconocida por seis secuencias independientes en la etapa
inicial y por cuatro secuencias independientes en la fase final de la reaccion otorga una elevada
especificidad a la técnica, resolviendo uno de los problemas de otras técnicas de amplificacion de
ADN (Notomi et al., 2000). En el apartado “7. ANEXOS” (epigrafe 7.1) se indica el esquema del
funcionamiento de la técnica. Ademas, en el siguiente enlace

(http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/anim.html) esta disponible una animacion del mismo.
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El procedimiento de la realizacion de la técnica LAMP consta de tres etapas, con una duracién

total aproximada de 90 minutos.

1. Extraccion del material genético de las muestras. No es un paso obligatorio. Varios ensayos han
demostrado la posibilidad de no llevar a cabo este paso por la mayor tolerancia del LAMP que
otros métodos moleculares (como la PCR) a muestras biolégicas y componentes de cultivo
(Kaneko et al., 2007; Paris et al., 2007; Hill et al., 2008). Esta ventaja reduce el coste final y el
tiempo necesario para la ejecucion de la técnica.

2. Amplificacion del material genético en condiciones isotérmicas. Para el LAMP no son necesarios
ciclos de cambio de temperatura para la separacion de las hebras como sucede en la PCR. Las
condiciones isotérmicas de la reaccion entre 60°C y 65°C permiten prescindir de un termociclador
y utilizar un simple bafio de agua o un termobloque (Snounou, 2007; Nkouawa et al., 2012).

3. Deteccién del ADN. Puede hacerse de forma visual y ademas, cuantificarse. En la reaccion se
produce pirofosfato de magnesio (un subproducto de la reaccion), cuya cantidad es proporcional a
la cantidad de ADN que se amplifica (Han et al., 2007). El pirofosfato de magnesio generado se
aprecia a simple vista en forma de turbidez blanquecina (Mori et al., 2001; Kuboki et al., 2003).
También pueden emplearse compuestos fluorescentes como el SYBR Green I, que evidencian un
resultado positivo por cambio de color (Figura 7). Por Gltimo, la electroforesis en gel de agarosa
permite la obtencidon de un patrén de bandas tipico “en escalera”, a diferencia de la unica banda

que se obtiene tras la PCR, por los fragmentos de ADN de distinto tamafio que se producen.

Y

| |

Pt
3b. Por fluorescencia 3c.Por integracién al producto

3a. Por turbidez

Figura 7. Métodos de deteccion visual de los productos generados en el método LAMP. (Adaptado de
Mori & Notomi, 2009).

Actualmente se han desarrollado y descrito varios métodos LAMP para la deteccion de ADN de
virus (Parida et al., 2004; 2005; 2006), bacterias (Sekiguchi et al., 2007; Arai et al., 2015), y multitud
de parasitos, entre otros Tripanosoma spp. (Kuboki et al., 2003; Njiru et al., 2008), Plasmodium spp.
(Poon et al., 2006), Fasciola hepatica (Ai et al., 2010), Schistosoma mansoni (Fernandez-Soto et al.,
2014a), S. haematobium (Gandasegui et al., 2015) y S. japonicum (Xu et al., 2010), Loa loa
(Fernandez- Soto et al., 2014b), Wuchereria bancrofti (Takagi et al., 2011), Brugia spp. (Poole et al.,
2012).
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Con respecto a la deteccion de ADN de tenias mediante LAMP, en el afio 2009 se publicd un
método capaz de detectar ADN de T. solium, T. saginata y T. asiatica (Nkouawa et al., 2009) que
posteriormente se aplicé en el diagnostico utilizando heces humanas de pacientes con teniasis
(Nkouawa et al., 2010) y, ademas, en zona de campo (Nkouawa et al., 2012). Este método se intento6
reproducir en el Servicio de Parasitologia del Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud
Carlos 111 de Madrid (ISCIII) sin éxito, no pudiendo llevar a cabo la puesta a punto de la técnica.
Desde este Centro, y en colaboracion con CYSTINET (Red Europea para el estudio de
teniasis/cisticercosis) se solicité al CIETUS una valoracion y puesta a punto del método descrito,
teniendo en cuenta la experiencia previa en el disefio de métodos LAMP para otros parasitos
(Fernandez-Soto et al., 2014a; 2014b; Gandasegui et al., 2015).

Con todas estas caracteristicas, el método LAMP se presenta como una alternativa potencial a
los métodos diagnosticos clasicos y poco efectivos que se realizan en zonas endémicas. La OMS
recomienda que un test diagnostico en paises en desarrollo debe ser asequible, sensible, especifico,
robusto, facil de usar, sin equipamiento y disponible para un diagndstico rapido (WHO, 2009). Junto
a los test de un solo paso, el LAMP se ha sefialado como un método de diagnostico de posible
aplicacion en paises en desarrollo en el futuro (Zablon et al., 2012) vy, al igual que para otras

infecciones, potencialmente aplicable al diagnostico de las teniasis.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Como se ha sefialado, el diagnostico de las infecciones producidas por tenias presenta numerosas
dificultades, como la baja sensibilidad de la identificacion microscopica, la escasa especificidad de
las pruebas inmunoldgicas, las complicaciones técnicas y el coste econémico de los métodos
moleculares que limitan su aplicacién en las zonas endémicas de la enfermedad. Por tanto, existe la
necesidad de un nuevo método diagndstico rapido y especifico, facil de aplicar e interpretar y de bajo

coste.

El método LAMP es una herramienta potencial para cubrir las necesidades existentes en la
actualidad en el diagnostico de las teniasis. Existen trabajos previos sobre el desarrollo y aplicacion
de métodos LAMP para la deteccidén de ADN de tenias, incluyendo T. solium, T. saginatay T. asiatica
(Nkouawa et al., 2009; 2010; 2012). Se tratd de desarrollar y reproducir sin éxito estos métodos en el
Servicio de Parasitologia del Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos 111 como
uno de los objetivos previstos para el desarrollo de nuevas herramientas moleculares de diagndstico
de teniasis incluidos en las acciones del Grupo Europeo de Trabajo sobre Teniasis/Cisticercosis
(CYSTINET; European Network on Taeniasis/Cysticercosis; www.cystinet.org). Teniendo en cuenta
la experiencia previa del CIETUS en el desarrollo de métodos LAMP para la amplificacion de ADN
de otros parasitos, se solicitd nuestra colaboracion para su puesta a punto y posible optimizacion, asi
como para el desarrollo de nuevos métodos LAMP para otras especies de tenias con posible

implicacion sanitaria.

Por ello, en el presente trabajo se fij6 como objetivo principal la puesta a punto y optimizacion
de un método LAMP para la deteccion de tenias que resulte eficaz y reproducible en distintos
laboratorios y aplicable en condiciones de campo en zonas endémicas de la enfermedad. Ademas, se

planteo el disefio in silico de un nuevo método LAMP para la deteccion de T. hydatigena.
Como objetivos especificos se definieron los siguientes:

1. Valoracion, puesta a punto y optimizacion de las mezclas de reaccion de los métodos LAMP
previamente descritos para la deteccién de T. solium, T. saginata, y T. asiatica.

2. Valoracién de la especificidad de los distintos métodos LAMP.

3. Valoracion de sensibilidad de los distintos métodos LAMP.

4. Busqueda y seleccion de secuencias nucleotidicas especificas de T. hydatigena para ser

utilizadas como dianas para el desarrollo de un método LAMP: disefio de cebadores.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Dianas de amplificacién y cebadores utilizados en el método LAMP para la

deteccion de T. solium, T. saginata 'y T. asiatica

Para la valoracion, puesta a punto y optimizacion de las mezclas de reaccion de los métodos
LAMP descritos previamente en la literatura para la deteccion de tenias, se utilizaron los juegos de
cuatro cebadores disefiados por Nkouawa et al. (2009). El trabajo describe dos juegos de cebadores
diferentes para cada especie de tenia: el primero, especifico para cada especie, estd basado en el gen
mitocondrial de la citocromo ¢ oxidasa (cox1); el segundo esta basado en el gen nuclear de una cistein-
peptidasa L (clp) que amplifica tanto ADN de T. saginata como de T. asiatica. Se selecciond el primer
juego de cada especie para la amplificacion por su especificidad. Ademas, el ADN mitocondrial se
considera mas especifico para actuar como diana en una amplificacion. Las secuencias de los
cebadores para la amplificacion especifica de T. solium, T. saginata y T. asiatica se recogen en la
Tabla 2. Los cebadores fueron sintetizados por SIGMA-ALDRICH® y facilitados por el Servicio de
Microbiologia del ISCIII.

Tabla 2. Secuencias nucleotidicas de los cebadores para la amplificacion especifica de T. solium, T. saginata
y T. asiatica basados en el gen cox1. El cebador FIP consiste en la union de las secuencias F2 en el extremo 3’
y Flc en el extremo 5’ (complementaria a la region F1). Del mismo modo, BIP est4 formado por la unién de
B2 en el extremo 3’ y Blc en el extremo 5°. (Tomado con modificaciones de Nkouawa et al., 2009).

Especie Primer set  Cebador Secuencia (5’ a 3°)
T. solium Tsol-cox1 F3 CCTATTTTAATTGGAGGTTTTGG
B3 CTACCCCACTTCCTCTTGA

FIP CAACCATGCACTTAAAGCATTCAAATTCCATTGATAAGAGGATTATCGG
BIP GGATGTGTTTAGGCGCTGGTACAACGAAGATGATAAAGGTG

T. saginata Tsag-cox1 F3 TCGGCAAATATTTAATTCCTTTG
B3 AAATTCTAGACGCACCCG
FIP GCCATCGAAGGAATCAATAACCAATCTGATTTGAATTTACCCCG
BIP GACTTTTTATCCGCCTTTGTCGTCAATGCAACGAAAACATCAAGA

T. asiatica Tasi-cox1 F3 GATTTTCTTTTTTTTGATGCCCA
B3 TTGAAAATAATGACGACGACA
FIP AGGCAAGTTTAAATCAGATAACCCATTTTGATAGGTGGTTTTGGTAA
BIP GTGGTTGTTGATTCCTTCAATAGTTTAAGGCGGATAAAAAGTTCAC

3.2. Obtencion de ADN de tenias y otros parasitos

Obtencidon de ADN de tenias. EI ADN utilizado para la valoracion de todas las reacciones de
LAMP ensayadas fue ADN genomico de gusanos adultos de T. solium, T. saginata, T. asiaticay T.
hydatigena suministrado por el Servicio de Parasitologia del ISCIII. En el laboratorio, el ADN se
cuantifico utilizando un Nanodrop (ND-1000) y las concentraciones iniciales obtenidas (8 ng/uL, 9,8

ng/uL, 240 ng/uL y 10,8 ng/uL respectivamente) se diluyeron en agua ultrapura a concentraciones
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finales de 2 ng/uL para T. soliumy 2,4 ng/ulL para T. saginata y T. asiatica. Se realizaron diluciones
seriadas desde 1-107! hasta 1-10° ng/uL: para T. solium y T. saginata, a partir de 1 ng/uL; para T.
asiatica se diluyé desde el stock original (240 ng/uL) hasta 50 ng/uL y desde esta concentracion se
realizaron las diluciones seriadas 1:10, alcanzando una concentracion final de 5-10° ng/uL. Las
distintas concentraciones de ADN de las tenias se mantuvieron a -20°C hasta su uso, utilizandose
como control positivo en las distintas reacciones de LAMP y para evaluar la sensibilidad de la

técnica.

Obtencion de ADN de otros parasitos. Para evaluar la especificidad del LAMP, se utilizaron
un total de 19 muestras de ADN, incluyendo ADN de cestodos (Taenia solium, T. saginata, T.
asiatica, T. hydatigena e Hyminolepis diminuta), trematodos (Schistosoma mansoni, S. haematobium,
S. intercalatum, S. japonicum, S. bovis, Echinostoma caproni, Fasciola hepatica y Dicrocoelium
dendriticum), nematodos (Strongyloides venezuelensis, Anisakis simplex y Trichinella spiralis) y
protozoos intestinales (Cryptosporidium parvum, Giardia duodenalis y Entamoeba hystolitica)
disponibles en el CIETUS. La concentracion del ADN de los distintos parasitos se midi6 en el
Nanodrop (ND-1000) y se diluyo en agua ultrapura hasta una concentracion final de 0,5 ng/uL. Las

diluciones se conservaron a -20°C hasta el momento en que se utilizaron en la mezcla de reaccion.

3.3. Valoracion, puesta a punto y optimizacion del LAMP para la amplificacion de

ADN de T. solium, T. saginata y T. asiatica

Valoracion y puesta a punto. Para poder llevar a cabo la valoracién inicial y comprobar el
funcionamiento de los métodos LAMP para la amplificacion de las distintas especies de tenias, se
utilizaron los componentes y condiciones descritas inicialmente para cada una de las reacciones,
utilizando en cada caso el juego de cebadores especifico; la composicion de las mezclas de reaccion
se recogen en la Tabla 3. Las reacciones se incubaron en un termobloque K Dry-Bath® (No. DB-006)
durante 60 minutos a 63°C, mas 5 minutos adicionales a 80°C para detener la reaccion por inactivacion
de la enzima. El buffer de reaccidn, la enzima Bst ADN polimerasa y el MgSO4 fueron suministrados
por New England Biolabs; la betaina por SIGMA-ALDRICH®.
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Tabla 3. Composicion de la mezcla de reaccion descrita por Nkouawa et al. (2009) para la
amplificacion de tenias. Los cebadores FIP, BIP, F3 y B3 son especificos para cada especie.

Componentes Concentracion ~ Volumen
H-0 9,7 uL
Betaina 08 M 4 ul
MgSO. 8 mM 15uL
ThermoPol Reaction
Buffer® 25uL
dNTPs 0,1 mM 3,5 uL
FIP 1,6 mM 0,4 uL
BIP 1,6 mM 0,4 uL
F3 0,2 mM 0,5 uL
B3 0,2 mM 0,5 uL
Bst DNA Polimerasa
Large Fragment 0,32 U/uL 1.0pL
ADN molde 2,0-2,4-2,4 uL 1,0 uL
TOTAL 25 ul

@ThermoPol Reaction Buffer: 20 mM Tris-HCI, 10 mM (NH.)2SO4, 10 mM KCI, 2 mM
MgS04, 0,1%Triton® X-100, pH 8.8, 25 °C.

Optimizacion del método LAMP para tenias. Se ensayaron hasta seis posibles mezclas de
reaccion diferentes para realizar el método LAMP para cada una de las tres especies de tenias,
utilizando sus cebadores especificos. Las variaciones incluyeron el uso de distintas enzimas (Bst ADN
polimerasa Large Fragment, Bst ADN polimerasa 2.0 WarmStart), distintos buffers de reaccion y
distintas concentraciones de betaina (0,8 M — 1 M). La concentracion de MgSO4 no se modificé en
ninguno de los ensayos realizados respecto a la concentracion inicial descrita en la bibliografia. Todas
las mezclas de reaccion fueron preparadas individualmente para cada especie de tenia y sometidas a
las mismas condiciones de temperatura y tiempo que la reaccién inicial. Las distintas combinaciones
de las seis mezclas de reaccion se recogen en la Tabla 4, sefialando en color rojo las variaciones

respecto a la mezcla de reaccion inicial (ensayo 1).

Tabla 4. Componentes utilizados en las seis mezclas de reaccién ensayadas para la optimizacion de la reaccién
de LAMP para tenias. Se indican en rojo los reactivos modificados en cada prueba con respecto a la mezcla
original (ensayo 1) descrita por Nkouawa et al. (2009).

Buffer de reaccion Concentracion de Betaina  Bst ADN polimerasa
(Nkoui?viﬁécl) 12009) ThermoPol Reaction Buffer 0,8M Large Fragment
ENSAYO 2 Isothermal Amplification Buffer? 0,8 M Large Fragment
ENSAYO 3 ThermoPol Reaction Buffer 1M Large Fragment
ENSAYO 4 ThermoPol Reaction Buffer 0,8 M 2.0 WarmStart
ENSAYO 5 ThermoPol Reaction Buffer 1M 2.0 WarmStart
ENSAYO 6 Isothermal Amplification Buffer 0,8 M 2.0 WarmStart
ENSAYO 7 Isothermal Amplification Buffer 1M 2.0 WarmStart

2lsothermal Amplification Buffer: 20 mM Tris-HCI, 10 mM (NH.).SO4, 50 mM KCI, 2 mM MgSO4,
0,1%Tween® 20, pH 8.8, 25 °C.
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3.4. Deteccion de los productos de amplificaciéon

La deteccion de los productos de amplificacion obtenidos por LAMP se realizé mediante: a)
turbidez, debida al acimulo de pirofosfato de magnesio (subproducto de la reaccion) que produce
un precipitado blanco en las muestras positivas; b) colorimétricamente, por la adicion a los tubos de
reaccion de 2 pL (1:10; 10.000X) del colorante fluorescente SYBR Green | (Invitrogen™). En las
reacciones positivas se observé el cambio de color, de naranja a verde fluorescente, mientras que en
las negativas se mantuvo el color naranja original del colorante; y c) electroforesis en gel de agarosa
al 2% (70 mL de TBE 0,5X, 1,4 g de agarosa) tefiidos con Bromuro de Etidio y visualizados bajo luz
ultravioleta. Tanto los tubos coloreados como los geles se fotografiaron y las fotografias se

almacenaron en soporte informético para su posterior manejo y edicion.

3.5. Busqueda de secuencias nucleotidicas para la deteccion especifica mediante

LAMP de Taenia hydatigena. Disefio y seleccion de cebadores

Para la busqueda y seleccion de secuencias especificas de T. hydatigena se utilizé en primer lugar
la base de datos de Genbank (http://ncbi.nlm.nih.gov/) para localizar las posibles secuencias
disponibles de esta especie. En esta blsqueda se encontraron 445 resultados pertenecientes a 20 genes
diferentes del pardsito. Con estas secuencias se realizd un alineamiento BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para descartar posibles coincidencias con secuencias de
otras especies de la clase Cestoda y mamiferos, y lograr asi una mayor especificidad. Se seleccionaron
dos secuencias Unicas para T. hydatigena y se obtuvo el archivo FASTA de cada una, para la posterior
edicion de las mismas. Ambas se utilizaron para el disefio de cebadores especificos mediante el
software Primer Explorer v4 (Eiken Chemical Co., Ltd., Japan; http://primerexplorer.jp/e/). Tanto el
disefio como la posterior seleccion de los cebadores se llevaron a cabo siguiendo los criterios descritos
en “A guide to LAMP primer designing” (http://primerexplorer.jp/e/v4d_manual/index.html). Para
cada secuencia estudiada, el software gener6 cinco posibles juegos de cuatro cebadores cada uno;
finalmente, se selecciono un juego de cuatro cebadores para cada secuencia, cada uno compuesto por
los cebadores F3, B3, FIP (Flc+F2) y BIP (B1lc+B2). Las secuencias completas de los genes se
editaron con el programa Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) para comprobar de
nuevo que los fragmentos amplificados por los cebadores externos F3 y B3 de cada secuencia
mantenian su especificidad. Posteriormente, y para corroborar ain mas la especificidad de los
fragmentos seleccionados, éstos se compararon con los genomas de otros parasitos disponibles en las

bases de datos del Sanger Institute (www.sanger.ac.uk).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Valoracion, puesta a punto y optimizacion de las mezclas de reaccion de los

metodos LAMP descritos para la deteccion de T. solium, T. saginata y T. asiatica

Valoracion del LAMP descrito por Nkouawa et al. (2009). Los resultados de la amplificacion
inicial por LAMP de las distintas especies de tenias utilizando la composicion de la mezcla de
reaccion descrita por Nkouawa et al. (2009) se muestran en la Figura 8. Como puede observarse, no
se consigue una optima amplificacion de T. solium y las obtenidas para T. saginata y T. asiatica no
resultaron repetitivas de forma general al realizar distintos ensayos de amplificacion. Estos
problemas, detectados inicialmente en su puesta a punto en las instalaciones del Servicio de
Parasitologia del ISCIII, son los que se trataron de solventar en el presente trabajo. Para ello se

realizaron las modificaciones oportunas de los componentes de la reaccion y su posterior valoracion.

[

+ + - - 4+ o+ - -+

T solium T. saginata T. asiatica

Figura 8. Amplificacion de T. solium, T. saginata y T. asiatica utilizando la mezcla de reaccién descrita
por Nkouawa et al., (2009). Arriba, visualizacién mediante colorimetria por adicién de SYBR Green I; “+”,
controles positivos (con ADN de cada tenia); “-”, controles negativos (no ADN). Abajo, electroforesis en
gel de agarosa; “M”, marcador de peso molecular XII1 (Roche).

Puesta a punto y optimizacion. Teniendo en cuenta la bibliografia consultada y la experiencia
previa del CIETUS en la elaboracién de ensayos LAMP, se valoraron como posibles cambios para la
optimizacion de la reaccion la concentracion de betaina, la enzima utilizada y el buffer de reaccion,
manteniendo constante la concentracion de MgSQOs. Se utilizaron con cada mezcla los cebadores
especificos de cada especie. Las distintas combinaciones y los resultados obtenidos en la
amplificacion por LAMP utilizando las distintas mezclas de reaccion se presentan en la Tabla 5y en

la Figura 9.
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Tabla 5. Amplificacion de ADN de T. solium, T. saginata y T. asiatica con las diferentes mezclas de
reaccion. Estan marcados en rojo los componentes modificados con respecto a la mezcla de reaccion
original; “+”, amplificacion; “-”, no amplificacion; “ThermoPol”: ThermoPol Reaction Buffer;
“Isothermal Amp.”: Isothermal Amplification Buffer; “Bet.”: betaina; “Bst pol. LF”: Bst DNA polimerasa
Large Fragment; “Bst pol. WS”: Bst DNA polimerasa 2.0 WarmStart.

ENSAYO (componentes de la mezcla) T. solium T. saginata T. asiatica
1 (ThermoPol +0,8M Bet.+Bst Pol. LF) +/- + +
2 (Isothermal Amp.+0,8M Bet.+Bst Pol. LF) - - -
3 (ThermoPol+1M Bet.+Bst Pol. LF) - + +
4 (ThermoPol+0,8M Bet.+Bst Pol. WS) + + +
5 (ThermoPol+1M Bet.+Bst Pol. WS) - + +
6 (Isothermal Amp.+0,8M Bet.+Bst Pol. WS) + + +
7 (Isothermal Amp.+1M Bet.+Bst Pol. WS) + - +

La primera modificacion en la mezcla de reaccién (ensayo 2) respecto a la descrita inicialmente
(Tabla 5; ensayo 2) consistié Unicamente en la variacion del buffer de reaccion recomendado por la
casa comercial para el funcionamiento de la enzima Bst ADN polimerasa Large Fragment por el
buffer Isothermal Amplification Buffer, optimizado para su uso con las enzimas Bst ADN polimerasa
2.0 y WarmsStart. No se obtuvo amplificacion en ninguna de las reacciones de LAMP para las distintas
tenias (Figura 9.2), indicando asi la importancia de la composicion del buffer apropiado para el

funcionamiento de la enzima para la que esta optimizado.

En el ensayo 3 se vario la concentracion de betaina respecto a la mezcla de reaccion original
(Tabla 5; ensayo 3). La betaina (trimetilglicina) es un componente habitual de las reacciones tipo
LAMP. En concentraciones entre 0,8 y 1,6 M mejora el rendimiento de la amplificacion de ADN por
reducir las estructuras secundarias que se forman en las zonas ricas en GC y que impiden el acceso a
la hebra de ADN de la polimerasa. De este modo aumenta la especificidad de la reaccién al eliminar
la dependencia de la amplificacion de la composicion GC durante la desnaturalizacion del ADN.
Altas concentraciones provocan el efecto contrario: no permiten la union de la enzima a la cadena de
ADN al impedir todo tipo de estructuras secundarias, necesarias para el anillamiento (SIGMA-
ALDRICH®, 2016; http://www.sigmaaldrich.com). Se aumenté la concentracion de betaina respecto
a la concentracion inicial de partida (1 M vs. 0,8 M) teniendo en cuenta que trabajos previos en el
laboratorio habian demostrado que una concentracion de betaina 0,8—1 M era la que proporcionaba
una mejor amplificacion al ensayar un rango de concentraciones (0,8; 1; 1,2; 1,4; 1,6 M) en la puesta
a punto de ensayos tipo LAMP (Fernandez-Soto et al., 2014a; Gandasegui et al., 2015). En este caso

se consiguio la amplificacion del ADN de T. saginata y T. asiatica, pero no de T. solium (Figura 9.3).
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T. solium T. saginata T. asiatica T. solium T. saginata T. asiatica

LR AN
ke

T. solium I saginata I asiatica T. solium I saginata I. asiatica

T. solium T. saginata T. asiatica T. solium T. saginata I asiatica

Figura 9. Amplificacién mediante LAMP de T. solium, T. saginata y T. asiatica utilizando variaciones en la
mezcla de reaccion. Los ensayos estdn numerados segln la descripcion previa (Tabla 5). Arriba, visualizacion
mediante colorimetria por adicion de SYBR Green I; “+”, controles positivos (ADN de cada tenia); “-”, controles
negativos (no ADN). Abajo, electroforesis en gel de agarosa; “M”, marcador de peso molecular XIII (Roche).

En el ensayo 4 variamos la enzima utilizada en la reaccion respecto a la utilizada por Nkouawa

et al. (2009), esto es, Bst ADN polimerasa 2.0 WarmStart en lugar de Bst ADN polimerasa Large

Fragment (Tabla 5; ensayo 4). En este caso, y aunque el cambio de color de la mezcla de reaccion

indicaba una amplificacion positiva para todas las tenias, el patrén de bandas en el gel de agarosa

indicaba una menor cantidad de ADN obtenido en el caso de T. asiatica y T. solium respecto a T.

saginata (Figura 9.4). Laenzima Bst ADN polimerasa 2.0 WarmsStart es una enzima disefiada in silico

con objeto de mejorar sus propiedades de amplificacion: mayor velocidad de amplificacion y

rendimiento, mayor tolerancia a las sales, un mayor rango de temperatura éptima de amplificacion,
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mejor termoestabilidad (60-65°C) y una mejor incorporacion de dUTP a las reacciones. Ademas,
presenta un aptamero de unién reversible que inhibe la actividad polimerasa por debajo de los 45°C,
lo que permite su uso durante mas tiempo a temperatura ambiente (New England Biolabs, 2016;
https://www.neb.com/). A pesar de todas estas caracteristicas mejoradas respecto a la Bst ADN
polimerasa Large Fragment, no se consiguidé una buena amplificacion con T. asiatica ni con T.
solium, presumiblemente debido al uso del buffer ThermoPol Reaction Buffer, que no estd optimizado

para el mejor rendimiento de la enzima.

En el ensayo 5 se varian simultdneamente dos componentes de la mezcla de reaccion: la
concentracion de betaina (1 M vs. 0,8 M) y la enzima Bst ADN polimerasa 2.0 WarmStart
manteniendo el buffer ThermoPol Reaction Buffer (Tabla 5; ensayo 5). Obtuvimos una buena
amplificacion de T. saginata (elevada cantidad de ADN en gel de agarosa); sin embargo, los
resultados de amplificacion de T. asiatica y T. solium fueron los mismos que los obtenidos en el
ensayo anterior, corroborando que el funcionamiento de la enzima Bst ADN polimerasa 2.0
WarmsStart no es el adecuado cuando no se utiliza con su buffer de reaccion (Figura 9.5).

En el ensayo 6 también se variaron simultaneamente dos componentes de la reaccion respecto a
la inicial descrita: el buffer (Isothermal Amplification Buffer vs. ThermoPol Reaction Buffer) y la
enzima (Bst ADN polimerasa 2.0 WarmsStart vs. Bst ADN polimerasa Large Fragment) (Tabla 5;
ensayo 6). En este caso tanto el resultado visual colorimétrico como el obtenido en el gel de agarosa
indicaron una clara amplificacion del ADN de las tres especies de tenia, con un rendimiento en la
amplificacion muy superior en todas las especies respecto a los ensayos anteriores (Figura 9.6). Asi
pues, el rendimiento de la enzima en la amplificacion del ADN es mas elevado cuando se utiliza con

su buffer especifico, que permite alcanzar su rendimiento 6ptimo.

El aumento de concentracion en la betaina (1 M vs. 0,8 M) realizado en el ensayo 7 con respecto
a la prueba anterior (Tabla 5; ensayo 7) permitio obtener una amplificacion similar en el caso de T.
saginata y T. asiatica, sin embargo, no se obtuvo amplificacion alguna en el caso de T. solium (Figura
9.7).

Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados de amplificacion obtenidos en los distintos ensayos
realizados, la mezcla de reaccidn utilizada en el ensayo 6, que incluia la enzima Bst ADN polimerasa
2.0 WarmStart, el buffer de reaccién Isothermal Amplification Buffer y una concentracion de betaina
de 0,8 M, resulto ser la mezcla optima para la amplificacion de las tres especies de tenias, y se
selecciond como la mezcla idonea para la realizacion de las siguientes pruebas de especificidad y
sensibilidad del LAMP.
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4.2. Valoracion de la especificidad de los distintos métodos LAMP

. B.
M Tsol Tsa Ta Th Hd Sm Sh Si Sj Sb Ec Fh Dd Sv As Ts Cp Gd Eh M Tsa Tso Ta Th Hd Sm Sh Si Sj Sb Ec Fh Dd Sv As Ts Cp Gd Eh

C ] Figura 10. Especificidad de los métodos LAMP para las tres
" M Ta Tso Tsa Th Hd Sm Sh Si Sj Sb Ec Fh Dd Sv As Ts Cp Gd Eh tenias utilizando la mezcla de reaccion 6. A. Especificidad para T.
solium. B. Especificidad para 7. saginata. C. Especificidad para T.
asiatica. Tso, Tsa, Ta, Th, Hd, Sm, Sh, Si, Sj, Sb, Ec, Fh, Dd, Sv,
As, Ts, Cp, Gd Eh, ADN de Taenia solium, T. saginata, T. asiatica,
T hydatigena, Hymenolepis diminuta, Schistosoma mansoni, S.
haematobium, S. intercalatum, S. japonicum, S. bovis,
Echinostoma  caproni,  Fasciola  hepatica,  Dicrocoelium
dendriticum, Strongvloides venezuelensis, Anisakis simplex,
Trichinella spiralis, Cryptosporidium parvum, Giardia duodenalis
y Entamoeba hystolitica, respectivamente. “M”, marcador de peso
molecular XIII (Roche). El control negativo se valord
colorimétricamente de manera visual.

En la Figura 10 se muestra el resultado obtenido en las pruebas de especificidad. Se observa que
la mezcla de reaccion numero 6 seleccionada, al ser utilizada en combinacion con los cebadores
especificos para cada especie de tenia, amplifica exclusivamente el ADN de T. solium, T. saginata o
T. asiatica, respectivamente. Ademas, en ningun caso se obtuvo amplificacion del ADN de los otros
parasitos incluidos en la prueba, ni siquiera de aquellos que pueden detectarse también en heces
(como H. diminuta, S. mansoni, S. intercalatum, S. japonicum, F. hepatica, C. parvum, G. duodenalis
0 E. hystolitica). Nuestros resultados sobre la especificidad del LAMP optimizado respecto al
inicialmente descrito por Nkouawa et al. (2009), han sido claramente ampliados, teniendo en cuenta
que los autores citados solamente comprobaron la especificidad entre tenias y no frente a otros
posibles parasitos que pueden presentar reacciones cruzadas al encontrarse potencialmente en las

muestras de heces utilizadas en el diagnostico.

4.3. Valoracion de la sensibilidad de los distintos métodos LAMP

En la Figura 11 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de sensibilidad del método LAMP
para las tres especies de tenia. Como puede observarse, el limite de deteccion alcanzado para Taenia
solium y T. saginata fue de 0,002 ng/uL, mientras que para T. asiatica fue de 0,01 ng/uL. Todos los
resultados colorimétricos (verde: positivos y naranja: negativos) se correspondieron a los obtenidos

al resolver los productos de la amplificacion por electroforesis en geles de agarosa.
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A Tsol C- 107 102 10 104 105 10¢ 107 10% 10° B. B C- 107 102 10° 104 105 10¢ 107 10% 10° C Tasi C- 107 02 10310" 10‘ 106 107 10% 10° 100

Figura 11. Sensibilidad de los métodos LAMP para las tres tenias utilizando la mezcla de reaccién 6. A. Limite
de deteccion T. solium-LAMP: 0,002 ng/uL (2 pg/uL). Tsol, ADN de T. solium (2 ng/uL); C-, control negativo
(no ADN); 10 a 10°°, diluciones seriadas. B. Limite de deteccién T. saginata-LAMP: 0,002 ng/uL (2 pg/uL).
Tsag, ADN de T. saginata (2 ng/uL); C-, control negativo (no ADN); 10 a 10°°, diluciones seriadas. C. Limite
de deteccién T. asiatica-LAMP: 0,02 ng/uL (10 pg/uL). Tasi, ADN de T. asiatica (100 ng/uL); C-, control
negativo (no ADN); 10" a 10°%°, diluciones seriadas. “M”, marcador de peso molecular XIII (Roche).

No podemos comparar los limites de deteccion de ADN obtenidos para las tres especies de tenia
con los descritos previamente en el trabajo de Nkouawa et al. (2009), ya que en dicho trabajo los
autores refieren los valores de sensibilidad obtenidos en funcion de la concentracion de plasmidos
especificos disefiados para la deteccion de la diana de amplificacion de las tenias. En nuestro trabajo
hemos utilizado ADN gendémico obtenido directamente de los parasitos, por lo que no podemos
realizar una comparacion de la sensibilidad en la deteccion. Aunque los citados autores también
valoran la sensibilidad determinando la cantidad minima de huevos de tenia por gramo de heces
necesaria para lograr la deteccion mediante LAMP, no indican la concentracion de ADN, por lo que
tampoco es posible la comparacion de los resultados obtenidos en nuestro trabajo. No obstante, los
valores de sensibilidad obtenidos para las distintas especies de tenias estan en el rango de lo descrito
previamente para otros métodos LAMP desarrollados para otros parésitos por nuestro grupo de
investigacion (Fernandez-Soto et al., 2014a). Respecto a las tenias, no existen otros métodos LAMP
descritos con los que podamos comparar nuestros valores de sensibilidad; existen algunos trabajos de
amplificacion molecular mediante PCR que utilizan el gen coxl1 o el gen 12S de T. saginata que
alcanzan valores de 1 pg/uL y 100 fg/uL, respectivamente (Roelfsema et al., 2016). Teniendo en
cuenta los valores de elevada sensibilidad alcanzados con la PCR, es posible que en un futuro,
utilizando un LAMP disefiado sobre la secuencia del gen 12S, se aumente considerablemente la
sensibilidad en la deteccion. Sin embargo, este gen parece estar muy conservado en todas las especies
de tenias, y por lo tanto no permitiria la realizacién de un método LAMP especifico para cada una de
las tres especies de interés en clinica humana, aunque si uno sistémico para la deteccion de cualquier

infeccion producida por tenias.

En un trabajo previo desarrollado en el CIETUS para el disefio de un método LAMP para la

deteccidn especifica de Loa loa (Fernandez-Soto et al., 2014b), se logr6é alcanzar un limite de
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deteccion de 50 fg/uL de ADN genomico del parésito. La diana sobre la que se disefiaron los
cebadores era una region de ADN repetitivo del genoma. Los limites de deteccion que se alcanzan al
basar la técnica en estas regiones diana son mayores, obviamente por la existencia de mas copias en
el genoma. En este sentido, y en relacion con las especies de tenias utilizadas en este trabajo, en la
actualidad se esta desarrollando una PCR a tiempo real en el Servicio de Parasitologia del ISCIII
(Madrid) — con quienes colaboramos en el presente trabajo — para la deteccién de ADN de tenias
utilizando como dianas regiones repetitivas del genoma. Los resultados preliminares obtenidos
apuntan a un limite de deteccion del orden de 10 ng/uL. Teniendo esto en cuenta, nuevos métodos
LAMP para la deteccion especifica de tenias basados en secuencias repetitivas de sus genomas podrén

mejorar potencialmente los resultados de sensibilidad obtenidos hasta el momento.

4.4. Disefoy seleccion de cebadores especificos para la amplificacion mediante LAMP

de Taenia hydatigena.

La parte critica y fundamental para el funcionamiento de un método LAMP es la busqueda y
seleccion de secuencias diana especificas en el ADN vy el disefio de cebadores especificos para su
amplificacion. Tras la busqueda y el estudio de alineamiento de secuencias, se seleccionaron dos
posibles que no presentaban coincidencias con otros parasitos ni con mamiferos. La primera
secuencia pertenece al gen del citocromo b, de 1068 pares de bases (pb) (Taenia hydatigena isolate
Xichang 10 cytochrome b (cytb) gen, complete cds, mitochondrial; GenBank JF720954.1) (Hao et
al., 2011). La segunda secuencia seleccionada, de 515 pb, pertenece a la subunidad 6 de la ATPasa
(Taenia hydatigena mitochondrial DNA, ATPase subunit 6, GenBank: AB031286.1) (Nakao et al.,
2001). De cada secuencia se selecciond uno de los juegos de cebadores generados por el software que
cumplia los requisitos para ser un juego adecuado para la amplificacion. Finalmente, se selecciond el
juego disefiado sobre el gen mitocondrial del citocromo b (cytb), por presentar mejores caracteristicas
para la amplificacion. El criterio de seleccion se basé en las indicaciones descritas en el manual que
la propia empresa facilita para el disefio de cebadores. El juego seleccionado estd compuesto por
cuatro cebadores: F3, B3, FIP (F1c+F2) y BIP (B1c+B2). En ninguno de los juegos se generd loop
primer. Las secuencias de los cebadores estan recogidas en la Tabla 6. En la Figura 12 se muestra su

posicién respecto a la secuencia diana.
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Tabla 6. Caracteristicas y secuencias nucleotidicas del juego de cebadores seleccionado a partir de la
secuencia de 1068 pb del citocromo b de T. hydatigena (GenBank: JF720954.1) para la amplificacion
mediante la técnica LAMP de ADN del parésito.

Primers LAMP-T. hydatigena ID: 23 dimer (minimum)dG=-2,36

label | 5’pos [ 3’pos | len Tm | 5°dG | 3°dG | GCrate Sequence
F3 697 718 22 55,16 | -4,28 | -5,35 0,32 TTTTGGTTGTTTTTTAGTCCTG
B3 904 923 20 57,35 | -7,18 | -4,13 0,45 CGCCACACATTGTATACACT

CGGCTTTATAGAAACTGGCGTATTT-
ATATTTTAGTGGATATAGAGGCGT
BIP 48 ACGTTGCATAAGATCAAAGATTGGG-

CCATTACTAGTAGGAATTCACAA
F2 719 742 24 | 56,84 | -2,28 | -6,91 0,33 ATATTTTAGTGGATATAGAGGCGT
Flc 762 786 25 | 61,58 [ -6,52 | -2,89 0,40 CGGCTTTATAGAAACTGGCGTATTT
B2 877 899 23 | 55,25 [ -3,74 | -4,58 0,35 CCATTACTAGTAGGAATTCACAA
Blc 819 843 25 | 61,84 | -5,49 | -5,00 0,40 ACGTTGCATAAGATCAAAGATTGGG

FIP 49

F3

€41 CTTACTTCTC TATTAAGGAT TTTGITTTAT TGAGGATGIT TATGTGTGIT GITATTITIT GGTTGITTIT TAGTCCTGAT 720

...............................................................................

721 ATTTTAGIGG ATATAGAGGC GTATTTAGAA GCTGATCCIT TAAATACGCC AGITTCTATA AAGCCGGAGT GGTACITITT 800

..............................................................................

Bic Fic

...............................................................................

881 GAATTCCTAC TAGTAATGGT TCTAGIGTAT ACAATGTGIG GCGTCAATTG AAATTTTGAT TGATTGITTG TTTATTTITT S€0

................................................................................

B2

................................................................................

10491 GITAATGTTIT ATATATAAGG TTTATTAA 10€8

............................

Figura 12. Posicidon de los cebadores disefiados sobre el fragmento final (427 pb) de la secuencia del gen
del citocromo b de T. hydatigena. Las flechas indican la direccién de la extension. F3 es el cebador externo
forward; B3 el cebador externo reverse; FIP el cebador interno forward (formado por la unién de las
secuencias F1cy F2); y BIP el cebador interno reverse (formado por las secuencias B1c y B2). La secuencia
procede de GenBank (JF720954.1).

Existen varias razones por las que este juego de cebadores puede considerarse valido para la
amplificacion mediante LAMP con respecto al resto de los generados. En primer lugar, es necesario
comprobar la temperatura de melting (Tm), es decir, la temperatura 6ptima a la que anilla cada
cebador, por el método de Nearest-Neighbor, con el que se obtiene el valor aproximado méas cercano
al real. En el calculo se contemplan las condiciones experimentales (concentracion de sales, de
cebadores, etc.) por lo que se establecen unas condiciones predeterminadas. Bajo dichas condiciones,
la Tm deberia alcanzar valores de entre 64 y-66 °C para F1c y Blc, y entre 59-1 °C para F2, B2, F3
y B3. En el caso del juego de cebadores elegido, las temperaturas son muy proximas a las citadas
como referencia (ver Tabla 6). Para el resto de los juegos obtenidos, los valores resultaron mucho
mas bajos. No s6lo la Tm influye durante el anillamiento, sino también la enzima y su temperatura
de actividad 6ptima, por lo que este requisito no es excesivamente limitante siempre que los valores

de Tm no se distancien en exceso de los establecidos.
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Por otro lado, debemos fijarnos en la estabilidad de las posiciones de inicio de la replicacion
genética por los cebadores. Las posiciones que debemos comprobar son: el extremo 3’ de la region
F2; el extremo 5’ de la region Flc; el extremo 3’ de la region B2; y el extremo 5’ de la region Blc.
La estabilidad viene determinada por el valor de la energia libre de Gibbs (AG) en dichas posiciones.
De forma especifica, la estabilidad se manifiesta en un valor de AG igual o menor a -4,0 kcal/mol.
Cuanto maés negativo sea este valor, mayor sera la probabilidad de anillamiento. Asi, los cebadores
que no cumplan estas condiciones seran eliminados por su posible inestabilidad. En el caso del juego
de cebadores seleccionado, los cuatro cebadores presentan valores muy por debajo del limite en sus
respectivos extremos, por lo que cumplen la condicién inicial para conformar un juego de cebadores
valido (ver Tabla 6). Todos los juegos analizados cumplieron esta condicion, sin embargo, el juego
de cebadores finalmente seleccionado presentd los valores méas negativos y, por tanto, tedricamente

mas estables.

Otro pardmetro a considerar es el contenido en GC de los cebadores. Lo ideal es que este valor
se encuentre en torno al 50%, aungue un valor desde un 40% es aceptable. Los cebadores del juego
seleccionado estaban en el limite de este valor (algunos incluso por debajo), lo que podria indicar que
los cebadores no amplificaran convenientemente, pero tampoco este valor tampoco es determinante
porque de nuevo habria que considerar adicionalmente tanto la actividad de la polimerasa como la
concentracion de betaina. Ademas, el propio software disefia in silico los cebadores de modo que no
formen estructuras secundarias para no interferir en la amplificacion. Para prevenir la dimerizacion
de los cebadores también es importante que los extremos 3’ no sean complementarios, hecho que

tampoco ha sucedido.

Por ultimo, los cebadores deben estar disefiados de modo que la distancia entre el extremo final
de F2 y el extremo final de B2 sea de entre 120-160 pb. En nuestro caso, la distancia resulté ser de
157 pb. También influyen las distancias entre los extremos 5 de F2 y F1 (fragmento que forma el
bucle durante la amplificacion) y entre F2 y F3. Estas distancias no deben superar nunca las 60 pb.
Nuestro juego de cebadores cumple también el requisito, al presentar en este caso unas distancias de

43 pb y 22 pb, respectivamente.

Todas estas razones sefialadas justifican la eleccion final de este juego de cebadores para la
teorica amplificacion mediante un método LAMP de la secuencia especifica de 427 pb
correspondiente al gen del citrocromo b (cytb) de T. hydatigena. Este juego de cebadores se utilizara

para la puesta a punto experimental del método LAMP en el laboratorio.
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Finalmente, es preciso indicar que durante la realizacion del presente trabajo los resultados
obtenidos fueron presentados en forma de comunicaciones orales en el 1% Congreso Internacional del
grupo CYSTINET sobre teniasis y cisticercosis celebrado en Belgrado (Serbia) durante los dias 3y 4
de noviembre de 2015; tambien en el Stakeholder Meeting on T. solium Taeniasis/Cysticercosis
Diagnostic Tools organizado por la OMS y celebrado en Ginebra (Suiza) durante los dias 17 y 18 de
diciembre de 2015. Los resimenes de las dos ponencias se incluyen en el epigrafe 7.2 del apartado
“7. ANEXOS”.
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5. CONCLUSIONES

1. Se ha puesto a punto en el laboratorio el método LAMP descrito inicialmente por Nkouawa et al.
(2009) para la amplificacion especifica de T. solium, T. saginata y T. asiatica. La optimizacion de
la mezcla de reaccién ha permitido la estandarizacion de la técnica para su posible aplicacion en

otros laboratorios.

2. Se ha determinado la sensibilidad del método LAMP utilizando ADN genomico de las distintas
especies de tenia y se han corroborado y ampliado los resultados conocidos de su especificidad al

incluir en el estudio un mayor nimero de especies de otros parasitos.

3. Por primera vez se ha disefiado y seleccionado in silico un juego de cuatro cebadores que cumplen
las caracteristicas teoricas ideales para su utilizacién en la amplificacion especifica mediante

LAMP de ADN de T. hydatigena.
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7. ANEXOS

7.1. Esquema completo del funcionamiento del método LAMP
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Figura 1. Fundamento del LAMP. a: Disefio de cebadores: seis regiones diferentes constituyen el ADN diana. Se
utilizan los dos cebadores internos y los dos externos (FIP y BIP — F3 y B3). b: Formacidn de la estructura. La region
F2 se une a su complementaria F2c en el ADN diana y comienza la elongacion. La amplificacion continGa con BIP.
F3 hibrida con F3c y se inicia la sintesis de ADN por desplazamiento de cadena. La cadena formada desde FIP es
reemplazada y liberada para formar una estructura en forma de bucle en el extremo 3’ por las regiones F1 y Flc. La
sintesis continta con una hebra sencilla como molde para los cebadores BIP y B3, y del mismo modo en que ya se ha
descrito se genera un doble bucle (5). ¢: La amplificacién en ciclos tiene lugar utilizando esta estructura como molde
y la sintesis de ADN se produce con F1 a partir del extremo 3°. La elongacion se inicia con la union de FIP a la hebra
sencilla en F2c. Tras varios ciclos se genera una estructura (7) complementaria a la estructura 5. Esta Gltima se produce
a partir de la 8. Las estructuras 9 y 10 se generan a partir de 6 y 8, respectivamente, y se sintetizan estructuras cada
vez mas largas (11 y 12) (tomado con modificaciones de Tomita et al., 2008).
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7.2. Comunicaciones presentadas en congresos internacionales

Comunicacién 1. 1% CYSTINET International Conference Taeniosis and Cysticercosis: A One Health Challenge
(Belgrado, Serbia), 3.4 de noviembre de 2015. Figura el resumen del trabajo presentado.
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Introduction: New molecular tools are desired to solve the problems of mxcroscopy
diagnosis of Taenia species. At present there is a Loop- i isothermal lifi
(LAMP) assay described to identify Taenia sagmaza T. solium and T. asiatica. For T.
hydahgena no LAMP asnay is  yet developed.

, and standardize the LAMP assays described for
detecuon of l‘aema species, zmd to dcslgn a new LAMP assay for T. hydatigena.

And Methods: We the diti described for amplification of
Taenia species by LAMP assay. For all our trials gDNA from the taeniid species was used.
To establish the standard protocol for our in house Taenia-LAMP, we used different
polymerases and reaction mixtures. A first step in primers design for T. hydatigena
diagnosis was based on literature searches to identify potential DNA sequences. GeneBank
sequences initially considered were tested in silico through BLAST searches and alignment
analysis.

Results: The best results for the three Taenia species were obtained by using Bst 2.0 DNA
polymerase, Isothermal Amplification Buffer, 0.8M betaine, 0.8mM MgSO4. All positive
results could be visually observed by both inspecting color change and on agarose gels. For
T i

several i specific seq have been i
Conclusions: LAMP assays prc\nously described for 1nema spccles have been improved
to be used easily in future routine . For T. h specific sequences

have been established. ACKNOWLEDGEMENTS: We thank Dectors Gabriel and Dorny for
providing taeniids' gDNAs, CYSTINET and RICET (RD12/0018).
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Comunicacion 2. Stakeholder Meeting on T. solium Taeniasis/Cysticercosis Diagnostic Tools (WHO) (Ginebra,
Suiza), 17-18 de diciembre de 2015.
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