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Resumen

En el presente trabajo se registra la infeccidén natural por Fasciola hepatica en un
venado de cola blanca (Odocoileus virginianus) y en una taruca (Hippocamelus
antisensis), ambos procedentes del departamento de Cusco. Los animales fueron
remitidos al Instituto Veterinario (IVITA-Marangani, FMV, UNMSM) por las auto-
ridades del Servicio Nacional de Flora y Fauna (SERFOR, Sede Cusco). Durante la
necropsia de los animales se colectaron seis trematodos de los conductos biliares,
los cuales fueron preservados en etanol al 70%. Las observaciones morfoldgicas
indicaron que se trataban de F. hepatica. Esto fue confirmado analizando el ADN
mitocondrial de los pardasitos amplificando parcialmente los genes citocromo c oxi-
dasa subunidad 1 (cox1) y el NADH deshidrogenasa subunidad 1 (nad1). El andlisis
de estos genes tuvo una identidad mayor al 99% comparado con registros del banco
de genes (GenBank). El presente estudio demuestra la presencia de F. hepatica en
estos cérvidos, agregando asi dos nuevos hospederos definitivos para el parasito.

Abstract

Natural infection by Fasciola hepatica is recorded in a white-tailed deer (Odocoileus
virginianus) and a taruca (Hippocamelus antisensis), both from the department of
Cusco. Animals were remitted to the Veterinary Institute (IVITA-Marangani, FMV,
UNMSM) by the authorities of the National Service of Flora and Fauna (SERFOR,
Cusco Headquarters). Six trematodes were collected from the bile ducts during
the necropsy of the animals, and they were preserved in 70% ethanol. Morpho-
logical analysis indicated that they correspond to F. hepatica. This was confirmed
by analyzing of the mitochondrial DNA of the parasites by partially amplifying the
cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) and the NADH dehydrogenase subunit 1
(nad1) genes. Analysis of these genes had an identity greater than 99% compared
to genes from GenBank. The present study demonstrates the occurrence of F.
hepatica in these cervids, thus adding two new definitive hosts for the parasite.

Journal home page: http://revistasinvestigacion.unmsm.edu.pe/index.php/rpb/index

© Los autores. Este articulo es publicado por la Revista Peruana de Biologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Este es un articulo de acceso abierto, distribuido bajo los términos de la Licencia Creative Commons Atribucién-NoComercial-Compartirlgual
4.0 Internacional.(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/), que permite el uso no comercial, distribucién y reproduccién en cualquier medio,
siempre que la obra original sea debidamente citadas. Para uso comercial, por favor péngase en contacto con revistaperuana.biologia@unmsm.edu.pe.




GOMEZ-PUERTA ET AL.

Introduccion

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) es un trematodo
que estd ampliamente distribuido alrededor del mundo.
Este parasito es causante de millones de infecciones en
humanos y animales, principalmente al ganado, en la
mayoria de los paises desarrollados y en vias de desa-
rrollo (Mas-Coma et al. 2009). El parasito y sus hospede-
ros intermediarios, caracoles de la familia Lymnaeidae,
se adaptan a una amplia gama de diferentes ambientes.
Asimismo, estos caracoles se han adaptado a entornos de
gran altitud como los Andes de Bolivia y Perti (Mas-Coma
etal. 1999, Londofie et al. 2012). Los caracoles viven mu-
cho tiempo y producen grandes cantidades de cercarias
a mayores altitudes, lo que aumenta la transmisién. Las
tierras altas de Bolivia y Pert son areas hiperendémicas
con prevalencias de hasta un 70% determinada por mi-
croscopia de heces (Mas-Coma et al. 2009).

Los ovinos y bovinos son los hospederos principales
para la fasciolosis en el Pert, diversos estudios demues-
tran prevalencias superiores a 80% en estos rumiantes
(Valderrama 2016, Carmona y Tort 2017). Prevalencias
menores se han demostrado en camélidos sudamerica-
nos domésticos, equinos, porcinos y cobayos (Espinoza
etal. 2010, Flores et al. 2014). Sin embargo, los hallazgos
de E hepatica en especies silvestres son muy limitados,
registrandose prevalencias de hasta 32% en vicuias
(Vicugna vicugna Molina, 1782) y 17.6% en cobayos sil-
vestres (Cavia aperea Erxleben, 1777) (Dittmar 2002,
Samamé et al. 2016). En el presente estudio se describe
dos casos silvestres de infeccién natural por E hepatica
en el venado de cola blanca (Odocoileus virginianus Zim-
mermann, 1780) y en la taruca (Hippocamelus antisensis
D'Orbigny, 1834) provenientes de Cusco, Perq, utilizando
el diagnéstico morfolégico y molecular.

Material y métodos

En junio del 2015 y octubre del 2016, un venado de
cola blanca (Odocoileus virginianus Zimmermann, 1780)
y una taruca (Hippocamelus antisensis D'Orbigny, 1834),
respectivamente, ambas hembras adultas, fueron remi-
tidos mediante sus respectivas actas de custodia al Ins-
tituto Veterinario IVITA-Marangani, Cusco (Institucidon
cientifica nacional depositaria de material biolégico)
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos por
las autoridades del Servicio Nacional de Flora y Fauna
(SERFOR, sede Cusco) las que proceden de incautacion
de cazadores furtivos y hallazgo fortuito, respectivamen-
te, e incluidos en la autorizacion de investigacion RDG N°
158-2015-SERFOR-DGGSPFFS. En el hallazgo de necrop-
sia los higados se encontraban ligeramente agrandados
de tamaiio, al corte del parénquima hepatico se colecta-
ron trematodos localizados en los conductos biliares.

Los trematodos fueron colectados y lavados en solu-
cion salina. Luego los parasitos fueron fijados y preser-
vados en etanol al 70% en viales debidamente rotulados
hasta su estudio morfolégico y molecular. Para el estudio
morfoldgico, los trematodos fueron tefiidos con tricré-
mica de Gomori, deshidratados en series sucesivas hasta
etanol absoluto. Luego los parasitos fueron clarificados

en eugenol y montados en laminas portaobjeto usando
balsamo de Canada. La descripciéon morfoldgica se basé
en cinco trematodos colectados del venado cola blanca y
uno de la taruca. Las medidas se expresan en rango con
su promedio y error estandar (ES) en paréntesis, y estan
mencionadas en milimetros (mm) y micrémetros (um).

El ADN fue extraido de tres ejemplares de tremato-
dos (2 del venado cola blanca y 1 de la taruca) usando
el protocolo descrito por Gomez-Puerta et al. (2016). Se
realiz6 una reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)
para amplificar parcialmente los genes mitocondriales
citocromo c oxidasa subunidad 1 (cox1) y el NADH des-
hidrogenasa subunidad 1 (nad1). Para ellos se usaron los
cebadores y protocolos descritos por Bowles y McManus
(1994) y Kostadinova et al. (2003). Todos los productos
positivos al PCR fueron secuenciados en un secuencia-
dor automatico ABI 3100 (Perkin-Elmer). Las secuencias
de los nucleo6tidos obtenidas fueron comparadas con se-
cuencias de referencias provenientes del banco de genes
(GenBank). El analisis filogenético se realiz6 utilizando
el programa MEGA7, midiendo la distancia evolutiva in-
ferida desde la secuencia de nucleétidos. Todas las se-
cuencias obtenidas fueron inscritas en el GenBank con
los nimeros de referencia MH681796 - MH681801.

Resultados

Los trematodos tenian una longitud total del cuerpo
de 22.40 - 26.70 mm (24.73; ES = 0.65) y un ancho maxi-
mo de 9.80 - 13.20 mm (11.57; ES = 0.59). La ventosa
oral media 584 - 641 um (610; ES = 9) de largo por 910
- 988 um (949; ES = 11). El acetabulo se localiza en el
tercio anterior del cuerpo y midié 999 - 1241 um (1079;
ES = 39) de largo por 1008 - 1247 um (1111; ES = 38)
de ancho. La faringe y el eséfago tuvieron una longitud
de 714 - 824 pym (782; ES = 17) y 402 - 552 um (437;
ES = 24), respectivamente. Los ciegos intestinales fueron
ramificados, extendiéndose hacia la parte posterior. Los
testiculos son muy ramificados y ocupan la parte central
del cuerpo. El cirro es desarrollado. El ovario es ramifi-
cado y se localiza en el lado izquierdo por encima de los
testiculos. Las glandulas vitel6genas se localizan en los
margenes laterales. El titero se localiza delante de los tes-
ticulos y contiene numerosos huevos los cuales median
107 - 134 um (121; ES = 1.6) de largo por 66 - 86 um
(76; ES = 0.7) de ancho

Por otro lado, el ADN de los ejemplares fue extraido
con éxito, asi como la amplificacién parcial de los genes
mitocondriales coxI y nadl, produciendo amplicones de
~420 y 480 pares de bases (pb), respectivamente. Las
secuencias para ambos genes fueron idénticas para los
tres ejemplares y fueron registradas en el banco de genes
con numero de acceso MH681796 - MH681798 para el
gen cox1 y MH681799 - MH681801 para el gen nad1.

Discusion

El presente estudio confirma la presencia de E hepa-
tica en los ciervos estudiados. El analisis morfolégico y
molecular demostré que los parasitos correspondian a
E hepatica. Las medidas y caracteristicas morfolédgicas
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de los parasitos fueron semejantes con las registradas en
estudios previos (Amer et al. 2016, Ichikawa-Seki et al.
2016). Esto se confirmd con el analisis parcial de los ge-
nes mitocondriales (cox1 y nad1), llegando a obtener una
identidad de mas del 99% con secuencias de E hepatica
registradas en el GenBank.

El uso de técnicas moleculares ha brindado mucha
ayuda respecto al diagnoéstico de los parasitos, principal-
mente analizando el ADN mitocondrial (Ichikawa-Seki
et al. 2016, Bargues et al. 2017). Asimismo, estas herra-
mientas han ayudado a entender mejor la epidemiologia
de la enfermedad (Mas-Coma et al. 2009). Las variacio-
nes intraespecificas en E hepatica se han investigado
utilizando estos genes (Elliott et al. 2014). Los genes mi-
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tocondriales cox1 y nad1 han demostrado ser excelentes
marcadores genéticos para las poblaciones de F hepatica
(Ichikawa-Seki et al. 2016, Bargues et al. 2017). En nues-
tro estudio, las secuencias del gen cox1 de los tres ejem-
plares tuvieron mas del 99% de identidad con secuencias
de referencia registradas en el GenBank para E hepatica
(GenBank N° NC_002546, AF216697 y KF111602 (Fig.
1) (Le et al. 2000, Martinez-Valladares y Rojo-Vazquez
2014)). Asimismo, la alineacion de las secuencias del gen
nadl mostrd una identidad de 100% con secuencias de
E hepatica reportadas para el Peru (Ichikawa-Seki et al.
2016). El analisis del gen nadl tuvo una identidad del
100% con E hepatica colectadas de bovinos (GenBank N°
LC070666 y LCO70667) y cerdos (GenBank N° LC070671
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Figura 1. Diversidad genética para F. hepatica analizando parcialmente el gen cox1. Los puntos (.) indican nucledtidos
idénticos con la secuencias usadas como control (NC_002546, AF216697 y KF111602). El asterisco después de cada
numero indica el hospedero: (*: venado de cola blanca, **: taruca). Las secuencias de referencias fueron tomadas de

Le et al. (2000) y Martinez-Valladares y Rojo-Vazquez (2014).

Tabla 1. Distancias entre las secuencias de nucledtidos del gen nad1 segln el analisis filogenético utilizando el modelo
2-parametros de Kimura, junto a otras secuencias de F. hepatica del Peru disponibles en el GenBank (Ichikawa-Seki et

al. 2016).
1 2 4 5 6 7 8 9 10 11
1 F. hepatica MH681799 - Venado -
2 F. hepatica MH681800 - Venado 0.000 -
3 F. hepatica MH681801 - Taruca 0.000 0.000
4 F. hepatica LC070666 - Bovino 0.000 0.000 0.000 -
5 F. hepatica LC070667 - Bovino 0.000 0.000 0.000 0.000 -
6 F. hepatica LCO70668 - Bovino 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 -
7 F. hepatica LCO70669 - Bovino 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.005 -
8 F. hepatica LCO70670 - Ovino 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.005 0.005 -
9  F hepatica LCO70671 - Porcino 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.002 0.002 -
10 £ hepatica LCO70672 - Porcino 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.005 0.005 0.005 0.002 -
11  F hepatica LCO70673 - Porcino 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.002 0.002 0.000 0.002 -
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y LC070673) del departamento de Cajamarca (Tabla 1)
(Ichikawa-Seki et al. 2016). Esto indicaria que los ciervos
silvestres, bovinos y cerdos pueden infectarse con el mis-
mo linaje o genotipo del parasito.

Como se sabe, el departamento del Cusco es conside-
rado una zona endémica a fasciolosis (Lopez et al. 2012).
Estudios han demostrado prevalencias de fasciolosis de
hasta 55.2% en vacunos y 10.0% en humanos (Turpo
2006, Lopez et al. 2012). Es muy probable que el aumen-
to de la poblacién en estos ciervos o la expansion de la
ganaderia andina ayude con la diseminacioén y contagio
de E hepatica en las especies silvestres.

En Pery, la taruca y el venado de cola blanca com-
parten sus habitat con ungulados salvajes y domésticos,
principalmente vicufias, alpacas y llamas (Gazzolo y Ba-
rrio, 2016). Estudios previos han demostrado que los
camélidos sudamericanos son altamente susceptibles a
fasciolosis. Trabajos cientificos demuestran prevalencias
de fasciolosis de hasta 50% en llamas, 70% en alpacas
y 32% en vicufias de los Andes peruanos (Flores et al.
2014, Samamé et al. 2016). La convivencia de estos ca-
mélidos con los ciervos, los cuales comparten los pasti-
zales para su alimentacidn, podria explicar la transmi-
sion de E hepatica a la taruca y al venado de cola blanca.

En lo que respecta a Sudamérica, existen reportes de
infeccién por F hepatica en cérvidos. Fasciola hepatica
ha sido reportado en el ciervo comtn o europeo (Cervus
elaphus Linnaeus, 1758) en Argentina, en el venado de
las Pampas o guarani (Ozotoceros bezoarticus (Linnaeus,
1758)) en Uruguay, asi como en el pudu del sur (Pudu
puda Molina, 1782) en Chile (Larroza y Olaechea 2010,
Hernandez y Gonzalez 2011, Bravo 2013). El presente
estudio demuestra la presencia de E hepatica en el vena-
do de cola blanca y en la taruca, agregando asi dos nue-
vos hospederos definitivos para el parasito. Sin embargo,
la importancia de estas especies como reservorios, asi
como en la epidemiologia de la enfermedad atn es des-
conocida.

Finalmente, el hecho que ahora se cuente con espe-
cies silvestres como hospederos definitivos para F he-
patica tendria un impacto negativo para los programas
de control de la enfermedad. Sin embargo, sera necesa-
rio realizar futuros estudios que ayuden a determinar el
papel de los ciervos silvestres en la epidemiologia de la
fasciolosis en el Pert.
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