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Abstract: Human gnathostomiasis is a food-born parasitic disease of relative importance in many countries in
Southeast Asia. It is caused by several species of nematodes of the genus Gnathostoma. In Mexico is an emerg-
ing public health problem since 1970, when first cases were reported. Until today, larval morphometric charac-
ters that have been proposed to differentiate between the three species of Gnathostoma present in this country,
are not satisfactory. Recently, the presence of advanced third-stage larvae AdvL, (infective form for humans) in
freshwater fishes from Pantanos de Centla, Tabasco, was recorded but their specific identity was not clarified .
Examination of four species of freshwater fishes from the same locality revealed that three of them: Petenia
splendida (n=58), Cichlasoma managuense (n=35) and Gobiomorus dormitor (n=9) were infected by 15 AdvL,
of Gnathostoma binucleatum. Specific identity was obtained comparing the internal transcribed spacer 2 (ITS2)
of the ribosomal DNA with sequences reported in Genbank. This is the first record of G. binucleatum in P. splen-
dida and G. dormitor from Tabasco and the first specific determination of the parasite in the locality.
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La Gnatostomiasis es una enfermedad
producida en el hombre y vertebrados silves-
tres por nematodos del género Gnathostoma
Owen, 1836, en cuyo ciclo de vida intervienen
un copépodo como primer hospedero interme-
diario, un pez como segundo y un mamifero
como definitivo; el hombre se infecta acciden-
talmente al ingerir carne cruda de peces de
agua dulce. Su distribucién abarca diversos
paises de Asia y América, en algunos de los
cuales constituye un problema de salud publi-
ca importante (Lamothe-Argumedo 1997).

Los primeros casos humanos de esta enfer-
medad fuera de Asia, fueron registrados en Mé-
xico por Peldez y Pérez-Reyes (1970); desde
entonces, su nimero se ha incrementado de ma-
nera gradual en el pais, estimdndose en 8000 en
la actualidad (Lamothe-Argumedo et al. 2001).

La presencia de larvas de tercer estadio
avanzado (L;A) del nematodo se ha sefialado en
vertebrados de 12 estados de la Republica Me-
xicana, infectando al hombre en diez de ellos
(Lamothe-Argumedo 1997, Lamothe-Argume-
do et al. 2001); particularmente en el estado de
Tabasco, Loépez-Jiménez y Garcia-Magafa
(2000) registraron tres especies de peces como
hospederos del pardsito; sin embargo, no esta-
blecieron su identidad especifica, ya que en la
actualidad, las L.;A de las tres especies del géne-
ro que se distribuyen en México (Gnathostoma
binucleatum Almeyda-Artigas, 1991, Gnathos-
toma turgidum Stossich, 1902 y Gnathostoma
procyonis Chandler, 1942), no pueden diferen-
ciarse claramente con bases morfoldgicas. Por
esta razon, el principal objetivo de nuestro es-
tudio es realizar la identificacion especifica del
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pardsito, a través de la obtencién de la secuen-
cia del espaciador interno 2 (ITS2) del ADN ri-
bosomal y de su comparacién con las
secuencias de otras especies publicadas en es-
tudios previos (Almeyda-Artigas et al. 2000,
Ledén-Regagnon et al. 2002).

MATERIALES Y METODOS

Durante marzo de 2001, se recolectaron
cuatro especies de peces: 58 ejemplares de Pe-
tenia splendida, Glinther 1862, 35 de Cichla-
soma managuense Glinther 1867 (=Heros
managuensis), cinco de Cichlasoma uropht-
halmus Giinther 1862 y nueve de Gobiomorus
dormitor Laceépéde 1798, en la Laguna San Pe-
drito (92°33°9” W; 18°23°2” N), localizada en
el Municipio de Centla, Tabasco, México. La
musculatura de cada pez fue molida indivi-
dualmente, comprimiéndola entre dos placas
de vidrio para observarla a contraluz bajo un
microscopio estereoscépico en busqueda de
larvas. Las larvas recolectadas fueron fijadas
en alcohol al 70% caliente para su estudio mor-
fométrico (n=6 larvas), aclarandolas con lacto-
fenol de Amann y en etanol absoluto para su
analisis molecular (n=2 larvas). La infeccion
se caracterizé de acuerdo con los pardmetros
propuestos por Margolis ef al. (1982); ejem-
plares de referencia fueron depositados en la
Coleccion Nacional de Helmintos (CNHE),
Instituto de Biologia, UNAM, México, con los
nimeros de catdlogo: 4426 y 4427.

La obtencién del ADN se efectud indivi-
dualmente mediante el método estandar de ex-
traccion fenol / cloroformo (Hillis et al. 1996).
Para amplificar el ITS2 se utilizé la reaccién
en cadena de la Polimerasa (PCR) con los ini-
ciadores NEWS2 (delantero) 5’TGTGTC-
GATGAAGAACGCAG e ITS2-RIXO
(reversa) S’TTCTATGCTTAAATTCAGGGG
(Almeyda-Artigas et al. 2000). El programa de
amplificacion fue el siguiente: 1 min a 94°C;
35 ciclos de 30 s a 92°C, 30 s a45°C y 1 min
a 72°C; elongacién final de 4 min a 72°C. Los
productos de la PCR se purificaron utilizando

el kit de purificacion QIAquick (QIAGEN),
secuencidndose directamente con un secuen-
ciador automatico ABI Prism 310. Las secuen-
cias obtenidas se alinearon con las de G.
binucleatum (Genbank Z97072), G. turgidum
(Genbank Z97175) y Gnathostoma spp. (Gen-
bank Z97172 y Z97173).

RESULTADOS

De las cuatro especies de peces examina-
das, tres se encontraron parasitadas por L;A
de Gnathostoma: C. managuense (prevalen-
cia= 8.6%, abundancia promedio= 0.08 larvas
por hospedero revisado), P. splendida (15.5%,
0.15) y G. dormitor (22.2%, 0.3). Las dos pri-
meras especies pertenecen a la familia Cichli-
dae y la ultima a la familia Eleotridae,
recuperandose un total de 15 larvas. De éstas,
unicamente seis presentaron condiciones 6pti-
mas para su estudio morfométrico; asimismo,
considerando que todas eran indistinguibles,
se utilizaron dos para su estudio molecular,
nimero que asegura la obtencién de ADN en
cantidad suficiente.

Las LA analizadas, son menores a 0.5 cm
de longitud; se caracterizan por presentar un
bulbo cefdlico armado con cuatro hileras de
ganchos y un par de labios flanqueando la boca;
cada labio estd provisto de un par de papilas. El
cuerpo estd totalmente cubierto por hileras
transversales de espinas simples. En el Cuadro
1 se resumen los caracteres morfométricos co-
munmente empleados para la diferenciacién de
las especies del género en etapa larvaria.

Finalmente, en este estudio se obtuvo la
secuencia completa del ITS2 de dos L;A reco-
lectadas de la musculatura de C. managuense
y G. dormitor. El segmento secuenciado tiene
un total de 421 pares de bases y es idéntico en
los dos ejemplares (Figura 1; nimero de acce-
so Genbank: AF503204). A su vez, esas dos
secuencias difieren dnicamente en dos sitios
con respecto a la de G. binucleatum disponible
en Genbank (Z297072), por lo que se asignaron
a esta especie.
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CUADRO 1
Comparacion morfométrica de larvas de tercer estadio avanzado de Gnathostoma spp.

TABLE 1
Morphometric comparison of advanced third stage larvae of Gnathostoma spp.

Caracter G. spinigerum!
Longitud corporal (mm) 5(4.6-5.5)
Nuimero de ganchos / hilera:

Hilera 1 44 (39-49)
Hilera 2 47 (42-54)
Hilera 3 50 (45-56)
Hilera 4 52 (45-58)
Anillo 4 — anillo 1" 8
Hileras transversales de espinas (No.) +200
Posicién pc/pe ™ —/-

G. binucleatum®  G. procyonis®*  G. binucleatum.*
4.3 (2.6-5.9) 5.2 3.1(2-4.3)
39 (35-44) 33 (29-36) 40.2 (38-41)
42 (38-47) 37 (32-40) 43 (40-48)
45 (40-49) 41 (37-45) 47 (44-50)
48 (43-52) 45 (42-47) 50 (48-52)
9.5 12 10
260 - 225 (152-274)
13/30 - 12.6/26

1. Miyazaki (1954); 2. Almeyda-Artigas (1991); 3. Ash (1962); 4. presente estudio; *diferencia entre el nimero de ganchos
del anillo 4 con respecto al del anillo 1; ** posicion de la papila cervical (pc) y del poro excretor (pe) con relacion al nimero
de hilera transversal de espinas en el que se ubican; — informacién no disponible.

DISCUSION

Petenia splendida 'y G. dormitor represen-
tan nuevos hospederos para el pardsito en la
zona, ya que anteriormente se le habia registra-
do (como Gnathostoma sp.) en Belonesox be-
lizanus Kner, 1860, C. managuense y Rhamdia
guatemalensis Glinther, 1864 en la misma lo-
calidad (Loépez-Jiménez y Garcia-Magafia
2000). Ambas especies de peces han sido se-
naladas previamente como hospederos inter-
mediarios de G. binucleatum en seis
localidades de México (Pérez-Ponce de Ledn
et al. 1996, Lamothe-Argumedo 1997, Almey-
da-Artigas et al. 2000); sin embargo, en ningu-
na se ha establecido el nivel de la infeccion, lo
que impide realizar comparaciones con nues-
tros resultados. De la misma forma, la preva-
lencia y abundancia promedio registradas para
G. dormitor en Tabasco, sugieren su actuacion
como hospedero preferencial del parasito en la
zona; no obstante, el tamafio reducido y desi-
gual de las distintas muestras analizadas, no
permite concluir al respecto.

El hallazgo de estas larvas en peces dul-
ceacuicolas de Tabasco y su identificacién co-
mo G. binucleatum, ponen de manifiesto el

peligro potencial de la transmisién de la infec-
cion al hombre, ya que esta especie es la tnica
registrada hasta ahora como pardsito del mismo
en México (Ledn-Regagnon ef al. 2002). Lo an-
terior es ratificado por Wong-Ortiz et al. (2001),
quienes reportaron el primer caso humano de
gnatostomiasis en el estado de Tabasco.

Hasta la fecha, el nimero de especies de
peces registradas como segundos hospederos
intermediarios de Gnathostoma spp., en Méxi-
co asciende a 25, pertenecientes a ocho fami-
lias; entre ellas, las mejor representadas son
Cichlidae con 11 especies, Eleotridae con cin-
co y Ariidae con tres. La frecuencia con la que
se registra a miembros de estas tres familias
como hospederos de las L;A en distintas zonas
de México como Guerrero (Leén-Régagnon et
al. 2000), Nayarit (Leén-Regagnon et al.
2002), Oaxaca-Veracruz (Lamothe-Argumedo
1997), Tamaulipas (Almeyda-Artigas et al.
2000) y ahora Tabasco (L6pez-Jiménez y Gar-
cia Magana 2000 y el presente estudio), podria
ser indicativa de la composicidn caracteristica
del espectro hospedatorio del nematodo en los
cuerpos de agua del pafs.

La identificacion especifica de las larvas
del género Gnathostoma en Asia, se basa
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Fig. 1. Alineacién de las secuencias de la regién ITS2 del ADN ribosomal de Gnathostoma binucleatum (Genbank Z97072)
con las de las larvas analizadas en este estudio (Genbank AF503204). Los pares de bases sombreadas representan las difer-

encias encontradas entre ambas secuencias.

Fig. 1. Alignment of the rDNA ITS2 sequences of Gnathostoma binucleatum (Genbank Z97072) with those obtained in this

study (Genbank AF503204). Highlighted base pairs represent differences between sequences.



INTERNATIONAL JOURNAL OF TROPICAL BIOLOGY AND CONSERVATION 375

principalmente en el nimero de ganchos de las
cuatro hileras del bulbo cefalico, asi como en
el valor promedio de los niicleos presentes en
las células intestinales (Akahane et al. 1994).
Mais aun, especies como G. nipponicum Yama-
guti, 1941, pueden identificarse por carecer de
una cuarta hilera de ganchos cefélicos (Miya-
zaki 1991). Sin embargo, la utilizacién de la
morfometria para la determinacién de las espe-
cies registradas en México se dificulta por el
conocimiento parcial de la las caracteristicas
de LA de G. procyonis (Ash, 1962), la caren-
cia total de informacién sobre el mismo esta-
dio en el caso de G. turgidum y por el
sobrelapamiento de rasgos que G. binucleatum
exhibe con respecto a G. spinigerum 'y G. proc-
yonis, particularmente si consideramos el in-
tervalo de variacion de los mismos (Cuadro 1).
Lo anterior ha determinado que numerosos es-
tudios efectuados sobre el pardsito en México
hayan realizado su determinacién a nivel gené-
rico exclusivamente (Lamothe-Argumedo et
al. 1989, Funata et al. 1993, Akahane et al.
1994, Rojas-Molina et al. 1999, Le6n-Reégag-
non et al. 2000, Lépez-Jiménez y Garcia-Ma-
gafia 2000). Esta problemdtica taxondmica,
comun a diversos grupos de organismos, ha
propiciado el uso de otro tipo de herramientas
para lograr su solucién; entre ellas sobresalen
los datos moleculares y en particular las se-
cuencias de ADN, que ofrecen una gran canti-
dad de caracteres potencialmente utiles para
resolver problemas taxonémicos.

Especificamente sobre el género Gnathos-
toma, se han realizado estudios moleculares
con el fin de probar la validez de G. binuclea-
tum, especie americana de morfologia muy si-
milar a G. spinigerum (Almeyda-Artigas et al.
2000) y de lograr la identificacién especifica
de las L;A en otras regiones del pafs (Le6n-
Reégagnon et al. 2002).

Al comparar las secuencias de G. binu-
cleatum, G. turgidum y Gnathostma spp.,
disponibles en Genbank con la obtenida en
este estudio, observamos que en cuanto a la
primera, presentan solo dos diferencias, esto
es, una divergencia de 0.475%, mientras que
con las restantes no se logré un alineamiento

confiable, registrindose una divergencia ma-
yor al 50%.

La divergencia encontrada entre las se-
cuencias de las larvas de Tabasco y la de G. bi-
nucleatum en Genbank es ligeramente mayor
que la reportada en estudios previos (Almey-
da-Artigas et al. 2000, Leén-Regagnon et al.
2002). No obstante, identificamos a los ejem-
plares aqui estudiados como G. binucleatum,
ya que de acuerdo con Almeyda-Artigas et al.
(2000), esta region del ADN ribosomal presen-
ta una alta variacién interespecifica, mayor al
7.29%, porcentaje claramente superior al obte-
nido en este estudio con relacién a G. binu-
cleatum (0.475%), que asumimos como
variacién propia de la especie.

Finalmente, consideramos necesario pro-
fundizar en el estudio de la variacién del ITS2
en este grupo y explorar otras regiones del
ADN para obtener informacién precisa acerca
de los limites especificos y la variacién de los
caracteres morfolégicos de las LA de las espe-
cies americanas del género.
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RESUMEN

La gnatostomiasis humana se adquiere al ingerir pes-
cado de agua dulce crudo o insuficientemente cocido, infec-
tado con larvas de tercer estadio avanzado (L;A) de
nemadtodos del género Gnathostoma. En el sureste de Asia,
este padecimiento tiene una importancia relativa; en Méxi-
co, se le considera un problema de salud puiblica emergente
desde 1970, cuando fueron registrados los primeros casos.
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Hasta la fecha, no se han establecido con precisién los ca-
racteres morfométricos para diferenciar las L;A de las tres
especies del género distribuidas en este pafs. Recientemen-
te, se registraron larvas del pardsito en peces dulceacuicolas
de los Pantanos de Centla, Tabasco, sin definir su identidad
especifica. El andlisis de cuatro especies de peces de la mis-
ma localidad revelé que tres de ellos: Petenia splendida
(n=58), Cichlasoma managuense (n=35) y Gobiomorus
dormitor (n=9), resultaron positivas a la infeccion por Gnat-
hostoma binucleatum. La identificacion del pardsito se ob-
tuvo comparando la secuencia del espaciador interno 2
(ITS2) del ADN ribosomal del material de Tabasco, con se-
cuencias disponibles en Genbank. Este trabajo constituye el
primer registro de G. binucleatum en P. splendida y G. dor-
mitor de Tabasco y la primera determinacion a nivel especi-
fico del parésito en la localidad.
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