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Resumen
La hidatidosis o equinococosis es una enfermedad de distribucién mundial producida
por un platelminto parasito del género Echinococcus. El estado larval del cestodo
desarrolla quistes en tejido hepatico y pulmonar de ganado y humanos accidentalmente
infectados. Las hidatides desarrolladas causan compresion a 6rganos circundantes,
anafilaxis y muerte en pacientes. Se diagnostica mediante combinacion de méetodos de
radioimagen e inmunoensayos, obteniéndose derivaciones no confiables. Asi, se
pretende desarrollar la técnica de Western Blot como método diagnostico de la
hidatidosis humana, utilizando fluido del metacestodo de Echinococcus sp., como

andlisis complementario a ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas- ELISA.

Primeramente mediante valoracion morfométrica de ganchos rostelares de
protoéscolex presentes en la fraccion solida del fluido hidatidico de quistes arraigados
al parénquima de tejido hepatico porcino, se pudo identificar la especie Echinococcus

granulosus, causante de la zoonosis parasitaria conocida como hidatidosis unilocular.

Mediante el andlisis preliminar de cribado por la prueba ELISA Indirecto casero
Proyecto 2-programa PROPAD se seleccionaron 40 muestras sanguineas
pertenecientes a la seroteca del mismo programa. Los sueros nuevamente se cribaron
por la misma técnica y posteriormente fueron evaluadas por el Kit Comercial NovaTec
NovaL.isa Echinococcus IgG ELISA, obteniendo 31 sueros con reaccion negativa 'y 9
muestras con reaccion positiva para hidatidosis humana. La totalidad de las muestras
sanguineas fueron evaluadas por Western Blot de forma cualitativa, corroborando con
las mismas derivaciones que las pruebas ELISA mencionadas, por lo cual la técnica

obtuvo una sensibilidad y especificidad del 100% siendo confiable para el diagndstico.

Palabras clave: Echinococcus, identificacion morfométrica, ELISA, Western Blot.



Abstract
Hydatidosis or echinococcosis is a disease of worldwide distribution produced by a
parasitic flatworm of the genus Echinococcus. The larval stage of the cestode develops
cysts in liver and lung tissue of cattle and humans accidentally infected. The developed
hydatides cause compression to surrounding organs, anaphylaxis and death in patients.
It is diagnosed by combining radioimage methods and immunoassays, obtaining
unreliable leads. Thus, we intend to develop the Western Blot technique as a diagnostic
method of human hydatidosis, using Echinococcus sp. Metacestodo fluid, as a

complementary assay for enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Firstly, by means of morphometric evaluation of protoescolex rostellar hooks present
in the solid fraction of hydatid fluid of cysts rooted in the parenchyma of porcine liver
tissue, it was possible to identify the species Echinococcus granulosus, the cause of

the parasitic zoonosis known as unilocular hydatidosis.

By means of the preliminary screening analysis by the ELISA Indirect Home Project
2-program PROPAD, 40 blood samples belonging to the seroteca of the same program
were selected. Again, the sera were screened by the same technique and later evaluated
by the NovaTec NovaLisa Echinococcus IgG ELISA Commercial Kit, obtaining 31
sera with negative reaction and 9 samples with positive reaction for human
hydatidosis. The totality of the blood samples were evaluated by Western Blot
qualitatively, corroborating with the same derivations as the aforementioned ELISA
tests, for which the technique obtained a sensitivity and specificity of 100% being

reliable for the diagnosis.

Key words: Echinococcus, Morphometric identification, ELISA, Western Blot



Introduccion
El género Echinococcus incluye endoparésitos del phylum Platelmintos, clase
Cestodos, subclase Eucestodos, orden Ciclofilideos, familia Ténidos. Se reconocen
cuatro especies en el género, denominadas E. granulosus, causante de la equinococosis
quistica, E. multilocularis, causante de la equinococosis alveolar, E. vogeli y E.
oligarthra, causantes de la equinococosis poliquistica (Nakao, Lavikainen, Yanagida

& Ito, 2013).

Echinococcus granulosus se encuentran en su estado adulto en el intestino de canidos
que actan como hospederos definitivos y en su estado larval en higado, pulmén y
otros oOrganos de hospederos intermediarios (bovinos, ovinos, cerdos, équidos,
caprinos y animales silvestres). El parasito infecta también al ser humano, de la misma
forma que a un hospedero intermediario, al ingerir huevos que provienen de las heces
del hospedero definitivo ya sea en vegetales, agua contaminada o por contacto directo

con las heces de canidos infectados (Alvarez, 2016).

La equinococosis o hidatidosis, es una ciclozoonosis que tiene distribucion mundial,
se encuentra relacionada con procedimientos sanitarios deficientes asociados
generalmente a bajos niveles socio-econémicos y a la ausencia o incompleta educacién
sanitaria (Sanchez, Caceres & Naquira, 2004). En Suramérica la infeccion presenta
una elevada incidencia en Argentina, Uruguay, Chile, Brasil y Per(, en el periodo entre
enero 2009 a diciembre 2014 los cinco paises mencionados reportaron un total de 29
556 casos positivos a hidatidosis en humanos, lo que conlleva a un problema en salud
publica (PANAFTOSA, 2015). En Ecuador, esta parasitosis se encuentra distribuida
con una baja prevalencia comparada con paises vecinos, reportando 109 casos entre

los aflos 2007 a 2014 (Berger, 2017) y 30 casos entre los afios 2014 a 2016, de los



cuales 13 fueron registrados en casas de salud de las provincias de Guayas y Pichincha

(INEC, 2016).

En Chile la carga econdmica que produce los pacientes positivos, por el consumo de
medicamentos, estadia hospitalaria e insumos, genera 1 293 USD/diarios de gasto para
el sistema de salud (Fica & Weitzel, 2014), en Ecuador se estima un gasto similar. Por
ello el diagnostico oportuno y preciso de la equinococosis seria de gran ayuda ya que
los quistes hidatidicos, se caracterizan por no dar manifestaciones clinicas hasta que
hayan alcanzado el suficiente tamafio para provocar complicaciones por la compresion
en organos circundantes (Vizcaychipi, Sosa, Camicia, Santillan, Casalins & Nigro,
2012). Asi mismo, la infeccion de pacientes positivos generalmente ocurre en la
infancia y la sintomatologia se manifiesta en edades adultas pudiendo el parésito larvar
por mucho tiempo en diferentes tejidos: hepético y pulmonar principalmente,
presentandose también en corazén, cerebro y rifiones (Sanchez, Naquira, Vega,

Miranda, Quispe & Ayala, 2010).

El diagndstico oportuno y vigilancia de esta parasitosis ha demostrado su eficacia en
paises desarrollados, lo que no ha sucedido en paises en desarrollo como el Ecuador.
Técnicas de radioimagen como ultrasonido, radiologia, tomografia o resonancia
magnética nuclear, se utilizan para determinar la presencia de hidatides en tejidos, pero
actualmente las pruebas inmunolégicas conforman procesos muy acertados. La técnica
ELISA presenta una sensibilidad del 98.9% y una especificidad de 88%, lo cual genera
la presencia de falsos positivos y ademas presenta reacciones cruzadas con otros
helmintos. Western Blot se usa como método complementario por tener 91.30% de

sensibilidad y 95.4% de especificidad (Moral, 2012).



Por estas razones, con el presente trabajo se pretende desarrollar la técnica de Western
Blot como método diagnostico de la hidatidosis humana, utilizando fluido del
metacestodo de Echinococcus sp., como analisis complementario a otras pruebas
serologicas de cribado, en este caso ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas-
ELISA. Para cumplir el objetivo de la investigacion se deberan evaluar extractos
proteicos recogidos del fluido hidatidico de quistes hepaticos de ganado faenado en la
Empresa Publica Metropolitana de Rastro, identificar de forma morfométrica la
especie parasitaria causante de dichas anomalias, seleccionar por ELISA Indirecto
muestras sanguineas con reaccion positiva y negativa de la seroteca del Programa
Nacional para el Abordaje Multidisciplinario de las Parasitosis Desatendidas en el

Ecuador-PROPAD v, valorar los sueros seleccionados por la técnica Western Blot.

Para ello se establece como hipdtesis alternativa que al menos una de las muestras de
suero sanguineo seleccionadas y evaluadas por la prueba ELISA coincida a los

resultados por Western Blot.



Capitulo 1
Marco conceptual

1.1 Helmintos

Son animales invertebrados de cuerpo alargado y simetria bilateral. Conforman
organismos de vida libre asi como endoparasitos, que generalmente se alojan en
organos internos (especialmente higado, intestino, estomago, pulmones) de diversos
tipos de animales, tanto vertebrados, como invertebrados (Silva, 2014). Como se
detalla en la Figura 1, se clasifican en nematelmintos o gusanos redondos, y

platelmintos o gusanos planos

Equinococosis dentro de la clasificacion de helmintos parasitos.

Mematelmintos .
Helmintos < Trematodos
4 Platelmintos <

Cestodos —‘ Equinococosis

Figura 1. Determinacion de la equinococosis dentro de la clasificacion de helmintos parasitos,
tomando en cuenta los platelmintos de relevancia sanitaria.

Elaborado por: Autor, 2017.

Los helmintos paréasitos provocan infecciones que dafian el érgano afectado, ademas
desarrolla competencia por diversos nutrientes con sus hospedadores induciendo
deficiencias en el desarrollo de los animales que parasitan y en casos extremos la
muerte. Principalmente las infecciones por helmintos afectan al ganado, produciendo
graves pérdidas econdmicas a nivel mundial y pueden afectar directamente al hombre,
causando graves afecciones. La Organizacién Mundial de la Salud estima que 1500
millones de personas, casi el 24 % de la poblacion mundial, son parasitados por

helmintos transmitidos por el suelo. Este tipo de infecciones se distribuyen en zonas



tropicales y subtropicales, especialmente en las zonas de Africa subsahariana, América

y Asia (OMS, 2017).

1.1.1 Platelmintos

Son gusanos aplanados dorsoventralmente, acelomados, es decir que presentan una
cavidad maciza recubierta de un tegumento. Dependiendo la clase, pueden contener
un sistema digestivo incompleto, o carecer del mismo absorbiendo los nutrientes a
través del tegumento. Dado que no poseen aparato circulatorio, el fluido intercelular
es el encargado de distribuir los nutrientes y recoger los productos de desecho. La
mayoria de estos organismos son hermafroditas, que en algunos estadios también
puede desarrollar partenogénesis (Brusca & Brusca, 2003). Dentro del phylum se
incluyen organismos de vida libre, como las planarias (turbelarios) y organismos
parasitos (monogéneos, trematodos y cestodos). En particular, los monogéneos son
parasitos de peces y anfibios, mientras que los trematodos y los cestodos son parasitos
de relevancia sanitaria, ya que afectan a diversos animales domésticos y al hombre

(Littlewood, 2006).

1.1.1.1 Cestodos

Son platelmintos de cuerpo alargado con forma de cinta, acelomados cubiertos por un
tegumento especializado por donde ocurre el intercambio de los nutrientes y la
eliminacion de los desechos (Silva, 2014). Para completar sus ciclos de vida requieren
de uno o dos hospedadores distintos, donde siempre el estadio adulto se encuentra
parasitando el tracto digestivo de hospedadores definitivos, usualmente vertebrados.
Por el contrario, los estadios larvarios son capaces de establecerse en diversos 6rganos

de sus hospedadores intermediarios (Littlewood, 2006).



Los cestodos adultos morfologicamente presentan, el escolex o cabeza, el cuello y el
estrébilo o cuerpo del paréasito. En el escolex se encuentran los 6rganos de fijacion a
los tejidos del hospedador, tales como el rostelo, las ventosas y los ganchos. El cuello
es una region no segmentada de la cual se generan las proglétides que conforman el
estrobilo. En estas proglétides se encuentran los organos sexuales masculinos y
femeninos. La madurez sexual se va alcanzando a medida que las proglotides se alejan
del cuello, siendo las ultimas las que se encuentran gravidas conteniendo huevos
(Silva, 2014). Las principales infecciones causadas por cestodos son:

Teniasis/Cisticercosis, Himenolepiasis, Difilobotriosis y Equinococosis (OMS, 2017).

1.2 Echinococcus granulosus
Parésitos cestodos ténidos ciclozoon6ticos potencialmente mortales, que en su estadio
larval o metacestodo causan la equinococosis unilocular o quistica, parasitosis grave

con una caracteristica lesion semiesférica llena de liquido (Nakao et al, 2013).

En el trabajo se pondra énfasis en detallar a la especie E. granulosus porque su forma
larvaria o metacestodo causa la enfermedad conocida como equinococosis quistica 0

hidatidosis, antropozoonosis de interés endémica en la region (PANAFTOSA, 2015).

1.2.1 Taxonomia

Pertenecen al reino Animalia, dominio Eukarya, filo Platyhelminthes, clase Cestoda,
subclase Eucestoda, orden Cyclophyllidea, familia Taeniidae y género Echinococcus.
Dicho genero comprende 10 especies (Tabla 1) con genotipos diferentes, las cuales se
describian erréneamente como cepas de E. granulosus (Hernandez, 2012; Nakao et

al., 2013; Silva, 2014).



Tabla 1.

Descripcion de las especies del género Echinococcus.

Especie Distribygién Hu_és_p_ed Huéspgd _ Caraf:tgr_isticas Casos
geografica definitivo | Intermediario Hidéatide Humanos
Echinococcus | Todo el | Céanidos Ungulados, Unilocular Comin
granulosus mundo también
sensu stricto marsupiales y
primates,
humanos
Echinococcus | Africa Leones Desconocido Desconocido Desconocido
felidis
Echinococcus | Eurasia y | Zorros, Roedores, otros | Alveolar Comdn
Multilocularis | Norte canidos vy | pequefios
América felinos. mamiferos,
humanos
Echinococcus | Meseta Zorros Picas Unilocular Desconocido
shiquicus tibetana tibetanos
Echinococcus | Europa, Perros Caballos Unilocular Desconocido
equinus Oriente
Medio y
Africa
Echinococcus | América del | Felinos Roedores y | Poliquistica Raro
oligarthra Sury Central | salvajes humanos
Echinococcus | Ameérica del | Perro  de | Roedores y | Poliquistica Raro
vogeli Sury Central | monte humanos
Echinococcus | Europa, Perros Ungulados y | Unilocular Raro
ortleppi Africa, India, humanos
Nepal, Rusia
Echinococcus | Todo el | Perros Ungulados vy | Unilocular Raro
canadensis mundo humanos
G6/G7
Echinococcus | Artico del | Lobos Alces y ciervos. | Unilocular Raro
canadensis G8 | norte y boreal Humanos
Echinococcus | Artico del | Perros y | Alces, renos y | Unilocular Raro
canadensis norte y boreal | lobos ciervos.
G10 Humanos

Nota: Nakao et al., 2013 (Modificado por el Autor).

1.2.2 Ciclo bioldgico

El ciclo de transmision es indirecto donde un carnivoro, habitualmente el perro y zorro,
actla como hospedador definitivo, mientras que diferentes animales omnivoros o
herbivoros (Hernandez, 2012; Silva, 2014), incluyendo al hombre que se conforman
como hospedadores intermediarios a través de la ingestion de agua o de alimentos
contaminados con los huevos del parasito, o por el contacto estrecho con perros

parasitados. En este sentido, la nifiez es la etapa de la vida donde generalmente se



produce la infeccion (Moral, 2012). En la Figura 2 se muestra un esquema del ciclo de

vida de E. granulosus.

Ciclo de vida del paréasito Echinococcus granulosus.

Protoescolex
_ evaginado

Protoescdlex Gl DA et ol
mvagmad/ e ; 2 '
: ' \ o
Ingestion de Hospedador ( L
Metacestodo Definitivo |
1 /

Hospedador Ingesﬂén Huevo
ntermediario
N Q |
/ [~ \
(& P I A |
K ' " » < A\ Estadio Infectivo
Metacestodo Oncésfora A Estadio Diagnostico

Figura 2. La forma adulta (1) se establece en el intestino delgado de los canidos y genera huevos
embrionados que se liberan con las heces. El hospedador intermediario (ungulados) se infecta con
estos huevos cuando ingiere alimentos o agua contaminada (2), la oncésfera penetra el intestino
hasta el sistema circulatorio (3) por donde se moviliza al 6rgano donde se transforma en
metacestodo (higado y pulmoén principalmente). EI metacestodo constituye el estadio diagnéstico
de la enfermedad en hospedadores intermediarios (4). El quiste madura y por reproduccion
asexuada genera protoescolices invaginados (5), que conforman el estadio infectivo para el
hospedador definitivo, cuando se alimenta de 6rganos afectados. Después de la ingestion, los
protoescolices evaginan, se adhieren a la mucosa intestinal (6), y se desarrollan en estadios adultos
cerrando el ciclo. El hombre actla como hospedador intermediario accidental, interrumpiendo el
ciclo.

Tomado de: (CDC, 2012) Echinococcosis, Biology.

Las otras especies de Echinococcus presentan ciclos de vida similares, en el caso de
E. multilocularis, causante de la equinococosis alveolar, el hospedador definitivo suele
ser el zorro mientras que la larva se desarrolla en distintos tipos de roedores y de forma
menos comun el hombre. Los parasitos E. vogeli y E. oligarthra, que provocan
distintos tipos de equinococosis poliquistica, suelen emplear roedores como

hospedadores intermediarios, mientras que el hospedador definitivo es el perro de



monte (Speothos venaticus) en el caso de E. vogeli y felinos salvajes en E. oligarthra.
Sin embargo, si bien estos parasitos también pueden afectar al hombre, lo hacen en

mucha menor medida que E. granulosus (Silva, 2014).

En Ecuador, generalmente el ciclo bioldgico que establece el parésito es perro-cerdo-

perro, ademas en la sierra se observa el ciclo perro-oveja-perro (Estévez, 2016).

1.2.3 Morfologia

1.2.3.1 Adulto

Los adultos maduros miden de 2 a 6 mm de longitud, se encuentran constituidos dé: la
cabeza o escolex con cuatro ventosas y un rostelo, con una doble corona de ganchos
para la fijacion intestinal, el cuello que es una region estrecha que une el escélex con
el estrébilo del parasito. El estrobilo esta formado por tres progl6tides distintas que se
diferencian de acuerdo a su madurez sexual, siendo la mas cercana al cuello la méas

inmadura (Silva, 2014). En el anexo 1a se muestra el esquema de un individuo adulto.

La reproduccion sexual ocurre por auto-inseminacién, en la que el 6rgano sexual
masculino, denominado cirro, se introduce en la vagina de una misma proglétide, asi
se generan los huevos que se conservan en el Gtero gravido. Esta proglétide gravida es
finalmente liberada junto con las heces del hospedador definitivo para liberar los

huevos al ambiente (Hernandez, 2012; Silva, 2014).

1.2.3.2 Huevo

Los huevos de E. granulosus presentan forma casi esférica, con aproximadamente 30
um de didmetro. Poseen una gruesa capa externa formada por bloques de queratina,
denominada embriéforo, que protege al embrién u oncosfera. Gracias a esta capa los
huevos son sumamente resistentes a las condiciones climaticas adversas; tanto que son
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capaces de sobrevivir bajo tierra durante afios (Silva, 2014) a temperaturas que oscilan

entre -30 a 30 °C (Hernandez, 2012). En el Anexo 1b se observa la estructura.

La eclosion del huevo ocurre cuando este es ingerido por el hospedador intermediario,
primero por accion de los jugos gastricos ocurre la desintegracion del embriéforo,
después la oncosfera libre se activa por accion de la bilis y esta penetra las vellosidades
intestinales llegando al sistema circulatorio por donde se moviliza hasta el higado y
pulmones principalmente, para implantarse y seguir con su desarrollo hacia el estadio

larval (Hernandez, 2012; Silva, 2014).

1.2.3.3 Larva, metacestodo o quiste hidatidico

El metacestodo es un quiste unilocular, de forma ovoidea y relleno de un fluido claro
denominado liquido hidatidico. Se encuentra recubierto por tres revestimientos:
exteriormente la capa adventicia conformada por fibroblastos, tejido conectivo y las
celulas parenquimatosas del tejido huésped infectado donde se observan canales
vasculares propios del tejido que permiten la nutricién de la larva (Golzari & Sokouti,
2014), al medio una matriz acelular denominada capa laminar constituida por mucinas
especializada en permeabilizar nutrientes y adaptarse al tejido extrafio evitando el
ataque inmunoldgico y la inflamacion local inherente (Diaz, Casaravilla, Irigoin, Lin,
Previato & Ferreira, 2011; Diaz, Fernandez, Pittini, Seoane, Allen & Casaravilla,
2015), por ultimo la capa germinativa constituida por células tegumentarias y células
indiferenciadas que por gemacion generan vesiculas proligeras internamente, en las
que se generan los protoescoélices, que constituiran el estadio infectivo para el
hospedador definitivo. En algunos casos, la hidatide puede contener dentro quistes
hijos que presentan el mismo tipo de estructura (Silva, 2014). En la Figura 3 se

muestran estas estructuras.
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Morfologia de un quiste hidatidico de E. granulosus

Vesicula Proligera

Protoescélex Capa germinativa

Liquido
&)) Hidatico

Pared del
Quiste

Adventici
Spa Adteiica Capa Laminar

Quiste Hijo
Parénquima del érgano

Figura 3. Esquema morfol6gico de un quiste hidatidico de E. granulosus, el cual se encuentra
arraigado al parénquima del érgano infectado en el hospedo intermediario.

Tomado de: (Silva, 2014) Caracterizacion estructural y funcional del Antigeno B de Echinococcus
granulosus.

Tanto los protoescélices como la pared del quiste, compuesta por la capa germinativa
y laminar, generan diversos productos de excrecion/secrecion que son vertidos al

fluido que se encuentra en el interior del quiste, el liquido hidatidico (Silva, 2014).

El liquido hidatidico estd formado por una mezcla compleja de glicoproteinas,
lipoproteinas, hidratos de carbono y sales minerales. Debido a la permeabilidad de la
capa laminar también se encuentran componentes del hospedador, principalmente

seroalbumina (Aziz, Zhang, Li, Loukas, McManus & Mulvenna, 2011).

1.2.3.4 Protoescolex

Los protoescolices surgen del metacestodo, especificamente de las vesiculas
proligeras, mediante gemacion asincrénica entre los 10 y 16 meses luego de la
infeccion. Presentan un rostelo con una doble corona de ganchos y cuatro ventosas que
normalmente se encuentran invaginados, pudiéndose también desarrollar hasta
evaginarse. Su cuerpo esta recubierto por un tegumento similar al del parasito adulto

la capa germinativa del quiste. Por lo general, durante su formacion quedan unidos a
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la membrana germinal a través de un peddnculo y se separan una vez que se encuentran
totalmente desarrollados, quedando suspendidos en el liquido hidatidico (Hernandez,

2012; Silva, 2014). En la Figura 4 se ilustran estas estructuras.

Protoescolex de E. granulosus, distintas etapas de desarrollo.
Invaginado Evaginado

Rostelo

Ventosas Ganchos

Figura 4. Esquemas morfoldgicos e imagenes captadas mediante microscopia electrénica de barrido
de las diferentes etapas de desarrollo de los protoescélices de E. granulosus.

Tomado de: (Silva, 2014) Caracterizacion estructural y funcional del Antigeno B de Echinococcus
granulosus.

Los protoescélices presentan gran plasticidad en su desarrollo; pudiendo tender en
direccion estrobilar, dando lugar al estadio adulto en el hospedador definitivo o en
direccion vesicular generando nuevos metacestodos en el hospedador intermediario.
Este tipo de infeccion secundaria, ocurre si los protoescélices son liberados por ruptura

del quiste e infectan a otros organos (Silva, 2014).

1.2.4 Epidemiologia

La equinococosis quistica o unilocular se distribuye a nivel mundial en areas de
produccion ganadera, frecuentemente asociadas a determinantes sociales tales como
comunidades pobres, alta ruralidad, pueblos originarios, y economias de subsistencia
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concentrandose en areas altamente endémicas en la parte oriental de la region
mediterranea, el norte de Africa, el sur y este de Europa, al sur de Sudamérica, Asia

Central y Siberia (OMS, 2011), como se visualiza en la figura 5.

La mayor prevalencia de hidatidosis unilocular se encuentra en zonas rurales de China,
Africa oriental, Argentina y Per(i, donde del 5 al 10% de la poblacion presenta la
enfermedad. La hidatidosis alveolar esta restringida al hemisferio norte, en particular

a las regiones de China, Rusia, Europa continental y América del Norte (OMS, 2011).

Distribucion geografica del parasito Echinococcus granulosus, 2011.

we . @

B Areas altamente endémicas s
[ Presente

[ Posible

[ Raro o esporadico

[] Probablemente ausente

Figura 5. Reporte Organizacion Mundial de la Salud de la distribucién mundial de la hidatidosis
causada por Echinococcus granulosus

Tomado de: (OMS, 2011) Echinococcosis, epidemiology.

Segun el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA, 2015) en el periodo
Enero 2009-Diciembre 2014, los paises que constituyen la “Iniciativa para el control
de la equinococosis quistica: Argentina, Brasil, Chile, Per y Uruguay” reportaron
29.556 casos humanos, siendo PerG el pais con el mayor nimero de enfermos con
20.785 casos. Ademas, menciona que existe una considerable subnotificacion de los

casos de hidatidosis en los registros oficiales de los paises de la region.
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En Ecuador, esta parasitosis se encuentra distribuida con una baja prevalencia
comparada con paises vecinos, reportando 109 casos entre los afios 2007 a 2014
(Berger, 2017) y 30 casos entre los afios 2014 a 2016, de los cuales 13 fueron

registrados en casas de salud de las provincias de Guayas y Pichincha (INEC, 2016).

Es importante mencionar que el ganado para alimentacion en diferentes zonas del pais
ha evidenciado la presencia de la enfermedad, Estévez (2016) aporta su estudio
realizado en la Empresa Metropolitana de Rastro Quito con una evidencia del 1.15%
de cerdos positivos para hidatidosis, en el Centro de Faenamiento Municipal de
Guayaquil, Lucena (2006) registré que el 1.13% fueron positivos y Tisalema (2007)
evidencio quistes hepéticos 3.46% en los porcinos muestreados en el Centro de

Faenamiento de la ciudad de Riobamba.

1.2.5 Caracteristicas clinicas

Los pacientes permanecen asintomaticos hasta que el efecto de la expansion de los
quistes en el érgano afectado origina sintomas, generalmente la infeccion se da en la
infancia y la sintomatologia se manifiesta en la edad adulta. Los quistes se localizan
en higado y pulmones, pero pueden presentarse también en bazo, rifiones, corazon,

huesos, sistema nervioso central y ojos (Sanchez et al., 2010).

Las manifestaciones clinicas dependen del lugar de desarrollo de los quistes; en el
higado provocan hepatomegalia, dolor abdominal, ictericia, fiebre, prurito, urticaria y
eosinofilia; en pulmones ocasionan tos, dolor toracico y hemoptisis; en huesos invaden
la cavidad medular provocando erosiones 6seas Y fracturas patoldgicas; en el sistema
nervioso central producen cefalea y convulsiones; y en corazon originan defectos de
conduccion y pericarditis. Ademas, la ruptura de un quiste puede producir anafilaxis y
muerte del afectado (Silva, 2014; Ruano, Félix, Tarupi, Herrera & Gutiérrez, 2015).
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1.2.6 Diagnostico

El diagndstico de la hidatidosis se basa en manifestaciones clinicas, métodos de
imagen, datos epidemioldgicos y técnicas seroldgicas. La diagnosis de certeza solo
puede hacerse por la visualizacion macroscopica del quiste en el acto quirdrgico o de
estructuras parasitarias observadas microscopicamente. El diagndstico de riesgo se
establece por una combinacion de métodos de imagen como; ultrasonido, tomografia
computarizada, radiografia, resonancia magnética, e inmunodiagnostico seroldgico y
técnicas histologicas. Tales procedimientos no han llegado a ser implementados como
pruebas rutinarias en clinica y muestran resultados confusos para la diagnosis y
seguimiento en post-tratamientos (Hernandez, 2012; Hassanain, Shaapan & Khalil,

2014; Ruano et al., 2015).

1.2.6.1 Técnicas imagen

La ultrasonografia es la técnica de imagen mas utilizada debido a su gran utilidad al
definir numero, localizacion, tamafio y viabilidad de los quistes hidatidicos en el
higado y cavidad abdominal. Es bien tolerada por la poblacion, siendo capaz de
detectar quistes en etapas relativamente tempranas, hace posible la identificacion del
tipo de quiste y conlleva un bajo costo. Sin embargo, presenta desventajas, como su
inaplicabilidad para la deteccion de quistes en otras localizaciones distintas al higado
y abdomen. También como se muestra en la figura 6, el diagnostico diferencial con
otras lesiones similares en imagen a hidatides es complicado. Por ultimo, dependen de
un tamafio minimo de los quistes para ser detectados y los equipos no estan disponibles
en la préactica clinica de muchas zonas endemicas (Hernandez, 2012). Por todos estos
inconvenientes, la OMS recomienda el uso de una segunda prueba diagndstica, por

ejemplo una basada en la deteccion de anticuerpos o antigenos especificos
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Distintas lesiones hepaticas detectadas por ultrasonografia con un aspecto similar
a un quiste hidatidico.

Figura 6. a, Cirrosis; b, Hepatitis; c, Esteatosis; d, Poliquistosis; e, Hematomas; f, Absceso
amebiano; g, Neoplasia; h, Hiperplasia nodular focal; i, Adenoma; j, Quistes congeénitos.

Tomado de: (Hernandez, 2012) Validacién de un nuevo antigeno recombinante para el diagnéstico
y seguimiento de pacientes con hidatidosis, y su aplicacion a un test comercial.

1.2.6.2 Inmunodiagnostico

Las pruebas serologicas son utilizadas para evaluar pacientes con anomalias
sugerentes de quiste hidatidico, seguimiento de pacientes post-tratamiento y para
estudios epidemiolégicos de zonas en riesgo. Requieren de la reaccion
antigeno/anticuerpo, lo que demanda la capacidad de respuesta inmunoldgica del
huésped y el contacto de este sistema inmunocompetente con los antigenos de la capa
germinativa (Moral, 2012; Fotoohi, Hashemi & Borji, 2013). Se lleva a cabo por
técnicas como Hemaglutinacion Indirecta (HAI), Enzime linked immuno sorbent

assay (ELISA), Inmunofluorescencia (IFI), Inmunoblot e Inmunoprecipitacion.

El ELISA, por su sensibilidad, se recomienda como técnica de eleccion para el
diagnostico y seguimiento, quedando el InmunoBlot como test confirmatorio, por ser

mas especifica (Flores & Rodriguez, 2006; Moral, 2012).

Ambas técnicas estan constituidas por 4 componentes principales; el antigeno obtenido
en este caso como extracto parasitario del estadio larval, anticuerpos como las

inmunoglobulinas séricas que en el organismo reconocen sustancias foraneas para

16



desencadenar las reacciones inmunoldgicas, un anti-anticuerpo marcado con una

enzima que se liga a los anteriores y un substrato que reacciona con la enzima.

El metacestodo secreta fuera de sus membranas, antigenos que provocan la respuesta
inmunologica en el hospedero. Segun Aziz, et al. (2011) y Li, et al. (2013) el fluido
del quiste hidatidico (HCF), recolectado de animales infectados, es una mezcla
compleja de una amplia gama de compuestos tanto de origen parasitario como de
huésped, ademas describen como la fuente principal de AgB y Ag5, antigenos de E.
granulosus, que se utilizan para el diagnostico serolégico. Por otra parte, las mismas
proteinas antigénicas son producidas especificamente por el tegumento de los
protoescolices y estadio adulto del parésito, y sintetizado por la capa germinativa de
la pared del quiste hidatidico, pero presentan dificultad de estandarizacion por

variabilidad de componentes y reactividad cruzada con otros parasitos (Silva, 2014).

El Ag5 es un complejo lipoproteico de alto peso molecular, que en condiciones
reductoras se disocia en subunidades de 38 y 22-24 kDa (Lorenzo, Last & Gonzalez,
2005; Pagnozzi, Biosa, Addis, Mastrandrea, Masala & Uzzau, 2014). AgB es una
lipoproteina termoestable que se disocia, tanto en condiciones reductoras como no
reductoras, en subunidades de 8, 16, 24 y 32 kDa (Hernandez, 2012; Obal, Ramos,

Silva, Lima, Batthyany, Bessio, Ferreira, Salinas, & Ferreira, 2012; Silva, 2014).

Hernandez (2012) y Silva (2014) mencionan que la deteccién de 1gG da lugar a tests
mas sensibles, por ser la inmunoglobulina méas abundante, seguida por la IgM y la IgE.
Ademas, coinciden en que la deteccion de IgM, IgE e IgA es Util en el seguimiento de

pacientes en los que estos isotipos disminuirian gradualmente tras la curacion.

El conjugado o anti-anticuerpo marcado con una enzima, debe unirse facilmente a

antigenos y anticuerpos, encontrarse en estado puro y tener un substrato conveniente
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y de facil preparacion. (Cultek, 2006). Las enzimas mas utilizadas son; fosfatasa
alcalina que necesita tampones especificos para reaccionar y peroxidasa de rabano

ideal por su costo, estabilidad y la variedad de substratos con los que puede reaccionar.

Para la eleccion del substrato se toma en cuenta, la sensibilidad, especificidad,
repetibilidad, facilidad de lectura, complejidad de preparacion y estabilidad después
de parar la reaccion. Cultek (2006) describe tres métodos de deteccion: colorimétricos,
que dan un producto de reaccién coloreado, siendo la densidad dptica del mismo
proporcional a la cantidad de producto medido; fluorescentes, donde la enzima
convierte el substrato en un producto que emite fluorescencia cuando es excitado a una
determinada longitud de onda, siendo los fotones de luz proporcionales a la cantidad
de producto analizado; y luminiscentes, que las unidades relativas de luz generadas
son proporcionales a la cantidad de muestra presente. En la figura 7, se detallan

algunos substratos para las enzimas antes mencionadas.

Enzimas y substratos utilizados en enzimoinmunoanalisis.

Fosfatasa alcalina

Producto insoluble *  5-bromo-4-cloro-3-indolil  fosfato/cloruro  de nitroazul
tetrazolio (BCIP/NBT)

Producto soluble ¢  p-Nitrofenilfosfato (p-NPP): Amarillo 2=405-410 nm

+  4-Metilumbelliferi] fosfato (4-MUP): fluorescente
*  (3-(2-sproadamantane)-4- metil-4-(3'-fosfryloxipheml-1,
dioxetao, disodio sal)) (AMPPD): Luminiscente

Peroxidasa de rdbano
Producto insoluble e 3355 Tetrametilbencidina (TMB): Azul =650 nm,
Amarnillo 3=450 nm
* 3 3-Diaminobencidina (DAB)
+  4d-cloro-1-nafitol (4CN)

Producto soluble + TMB: Azul 3=650 nm_Amarillo %=450 nm
¢ Acido- 2 2-acino-di-(3-etil)benzatiazolina-6-  sulfonico
(ABTS): Azul verdoso 4=405-410 nm
o-fenilenodiamina (OPD): Amarillo 2=450 nm
3-(p-hudroxifenilo) (HPPA): Fluorescente
Luminar: Quimioluminiscente
Polifenoles: Quimiolumimscente
Esteres de acridina: Quimioluminiscente
Luciferina: Bioluminiscente

Figura 7. Ejemplos de substratos solubles (ELISA) e insolubles (InmunoBlot) para enzimas
fosfatasa alcalina y peroxidasa de rabano utilizadas en enzimoinmunoanalisis.

Elaborado por: Autor, 2017.
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1.2.6.2.1 Técnica ELISA indirecto

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) utiliza una enzima como
marcador para mediar la formacion de complejos antigeno-anticuerpo. Esta
metodologia se basa en: 1) El antigeno y anticuerpo deben enlazarse a una superficie
portadora insoluble y retener su reactividad inmunoldgica; 2) las enzimas tienen
actividad especifica alta y convierten una cantidad relativamente grande de substrato
en producto detectable, lo que permite detectar concentraciones muy bajas del ligando;
3) la actividad enzimatica o reactividad inmunoldgica de los conjugados se preserva y
permanece estable durante el andlisis y el almacenamiento; y 4) las enzimas no estan

presentes en el liquido bioldgico que se va a analizar (Vazquez, 2004). .

Segun el componente marcado existe dos grupos de pruebas; cuando el antigeno se
hibrida con la enzima se conoce como ELISA competitivo, y si el anticuerpo
secundario estd unido a la enzima se hace referencia a que no es competitivo, en este
ultimo encontramos: ELISA Directo, Indirecto, Sdndwich Doble y Heterdlogo. El
ELISA Indirecto, de interés en este trabajo, es el método mas utilizado para la

determinacion de anticuerpos y consta de 5 etapas, como se observa en la figura 8.

Etapas de la técnica ELISA Indirecto.

- ~N

) Suero  Conjugado _col¢ r
Antigeno problema (Ac) Suer

Figura 8. El antigeno se pega a la placa, se afiade el suero problema. Posteriormente, el conjugado
y por ultimo, el sustrato.

Tomado de: (Sanchez, 2010) ¢Como se estudian las inmunoglobulinas? Curso de Introduccion a
la Inmunologia Porcina 3ra Edicion.
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La mayoria de Kkits comerciales para uso diagnostico utilizan este tipo de ELISA por
su facilidad. Entregan los antigenos, proteinas virales o bacterianas e incluso virus
completos insolubilizados previamente sobre la placa, listos para la adiccion de los

elementos sigueintes (Cultek, 2006; NovaTec, 2009; Sanchez, 2010).

1.2.6.2.2 Western Blot o InmunoBlot

La inmunoelectrotransferencia ligada a enzimas (EITB) o Inmunoblot, es una técnica
analitica usada para detectar proteinas especificas en una muestra compleja
determinada. Consta de tres fases; en la primera se separan los extractos proteicos
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, de esta manera los antigenos son
separados en bandas segln el criterio que se desee: peso molecular, estructura,
hidrofobicidad, etc. En una segunda fase denominada transferencia se movilizan las
proteinas que han quedado separadas en el gel a una membrana adsorbente,
tipicamente de nitrocelulosa o de polivinildifluoruro (PVDF). En la tercera fase se
corta la membrana anterior en tiras y se incuba con los sueros en estudio,
posteriormente se incuban las tiras con un anti-anticuerpo marcado con una enzima
que permitira detectar los anticuerpos que se han unido a las proteinas presentes en las
tiras, al reaccionar colorimétrica, fluorescente o luminiscentemente con un substrato

(BioRad, 2016).

La electroforesis en geles de poliacrilamida o PAGE, hace referencia a la separacion
de proteinas en conglomerados de oligopéptidos por accion de un campo eléctrico, de
esta manera las moléculas fragmentadas se movilizan hacia el electrodo con carga
opuesta, donde la velocidad de migracion dependera de: la carga neta, tamafio y forma
de la molécula, fuerza del campo eléctrico, fuerza ionica, viscosidad y temperatura.

Para este procedimiento se utiliza un sistema de buffers discontinuo formado por dos
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geles distintos polimerizados entre laminas de vidrio. En la parte superior se coloca un
gel concentrador con un tamafio de poro mayor que sirve para concentrar las muestras

antes de que ingresen al gel inferior o separador (UNQ, 2008).

BioRad (2016) menciona dos tipos de procedimientos: el PAGE-Nativo donde las
proteinas no se someten a desnaturalizacion o reduccion migran integramente en
funcion de su carga, tamafio y forma, y el PAGE-Reductor donde en presencia de un
detergente anionico, como el sodio dodecilsulfato (SDS-PAGE), las proteinas migran
después de haberlas desnaturalizado por aumento de temperatura y reducido, ruptura
puentes disulfuro, con B-mercaptoetanol o ditiotreitol. Las moléculas de detergente se
unen a razén de un SDS por cada dos aminoacidos lo que otorga una carga negativa a
la masa de la proteina, por lo cual en la movilizacién las proteinas de menor tamafio
se resuelven en la parte inferior del gel, y las de mayor tamafio van quedando retrasadas
al atravesar la malla del gel, observandose en la parte superior. La cualificacion de los

resultados se evidencia con colorantes, principalmente Azul de Coomassie.

El SDS-PAGE es el método idoneo para el inmunoblot, por la presentacion en bandas
identificables de los componentes de una mezcla proteica, en este caso extractos
antigénicos parasitarios. La identificacion con Azul de Coomassie se omite, ya que
este colorante se une de forma covalente a los radicales libres de los oligopéptidos

separados en el PAGE lo cual anularia la inmunodeteccion (Yéabar, 2003).

Continuando, la transferencia es el paso que permite que las proteinas sean accesibles
a la deteccion por anticuerpos, la inmudeteccion podria realizarse en el mismo gel pero
este es demasiado fragil, no conservable y poco interpretable. Para ello se movilizan
las bandas de oligopéptidos del SDS-PAGE hacia una membrana de nitrocelulosa o

PVDF. Tal procedimiento puede realizarse por tres métodos: por difusion, que
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simplemente por contacto membrana-gel en un tampon de transferencia las moléculas
se movilizan quedando impregnadas en la membrana; por difusién al vacio, al método
anterior se le afiade el poder de succion de una bomba transfiriendo mayor cantidad de
proteinas y en menor tiempo; pero la metodologia ideal para el Western Blot es la
electrotransferencia donde se usa una corriente eléctrica en sentido horizontal para que

las proteinas del gel migren hacia la membrana permeable (BioRad, 2016).

Para cualquier técnica se utiliza un conjunto o sandwich: partiendo del polo negativo
se deposita una esponja de 3 mm, se suma 3 a 4 papeles Whatman #3 recortados en las
dimensiones de la esponja y empapados en tampén de transferencia, el gel de
poliacrilamida previamente lavado con agua destilada y embebido en tampdn se
deposita sobre lo anterior, seguido se deposita la membrana de nitrocelulosa o PVDF
segun lo escogido, y por ultimo de nuevo papeles filtro y esponja que compacte al
cerrar el casete (BioRad, 2016). Todo se deposita en una cubeta llena de tampdn de
transferencia, y se conecta la fuente de poder con una potencia determinada, las

proteinas se desplazaran hacia el polo positivo, y quedaran retenidas en la membrana.

La inmunodeteccion, como se encuentra en la figura 9, consiste en la hibridacion de
anticuerpos especificos con polipéptidos antigénicos inmovilizados en una membrana
tras una separacion electroforética. EI proceso inicia con el recorte gentil de las tiras
de nitrocelulosa, previamente transferidas, posterior a esto es necesario bloquear el
material para minimizar espacios libres que hayan podido quedar de la transferencia.
Sin este paso, el anticuerpo, que es de naturaleza proteica, podria unirse en estos sitios
libres, y dificultar la distincién del complejo antigeno-anticuerpo que se trata de
obtener. A continuacion, se deposita la dilucién apropiada del anticuerpo primario
presente en el suero sanguineo, este reconoce y se liga al antigeno objetivo fijado en

la membrana. Se afiade una dilucion del anti-anticuerpo marcado con una enzima, este
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elemento se une a cualquier isotipo de las inmunoglobulinas quedando fijado al
complejo. Por altimo, se adhiere un substrato enzimatico que resulta en la produccién

de un precipitado coloreado, fluorescente o luminiscente (BioRad, 2016).

Deteccion enzimatico especifica de antigenos ligados una membrana.

s
(:)\L>
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Figura 9. Procedimiento de la inmunodeteccion, 1) bloqueo de la membrana, 2) adicion anticuerpo
primario presente en sueros de pacientes, 3) adicién anti-anticuerpo marcado con una enzima, 4)
adicién de un substrato, 5) la enzima transforma al substrato en un producto detectable.

Tomado de: (BioRad, 2016). Protein Blotting Guide, Electrophoresis and blotting.

1.2.6.3 Otras técnicas de deteccion

Las técnicas se basan en la observacién directa al microscopio de protoscolices y de
ganchos rostelares en el aspirado quistico. También la aplicacion de histopatologia
sobre la lamina germinal y técnicas de tincién vital con eosina, dan evidencias sobre
la viabilidad del quiste. Ademas, actualmente se utiliza la amplificacion de ADN

parasitario para identificar la especie implicada (Hernandez, 2012).

Estas tecnicas se llevan a cabo sobre biopsias o aspirados quisticos por lo cual tienen
caracter confirmatorio. Sin embargo, por depender de procesos invasivos serian

inviables como técnicas de diagndstico rutinario.
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1.2.7 Tratamiento
Para definir el tratamiento se considera en el paciente; edad, si es sintomatico o0 no,
contraindicaciones particulares por comorbilidades, posibilidades de seguimiento, la

localizacion y caracteristicas quisticas y la experiencia del equipo médico tratante.

La cirugia laparoscopica, toracoscopica o el PAIR, es el tratamiento de eleccion en los
quistes hidatidicos pulmonares, los quistes hidatidicos sintomaticos hepéticos y de
otras localizaciones, pero presentan riesgos mortales por el &rea de infeccion y la

posibilidad de presentar reacciones anafilacticas (Moral, 2012).

El tratamiento farmacologico, con albendazol ha demostrado ser efectivo, presenta
buena absorcion gastrointestinal y biodisponibilidad. Se prescribe por maximo 6 meses
en pacientes asintomaticos como profilaxis prequirdrgica, o en pacientes sintomaticos

no complicados con contraindicaciones para cirugia (Moral, 2012; Ruano et al., 2015).

El “observar y esperar” se basa en que gran proporcion de los quistes siguen una
evolucion natural y espontanea hacia la calcificacion, y los quistes que ya han llegado
a este estadio van a ser estables y se mantendran asi. El periodo de tiempo adecuado
para tal monitorizacion se calcula en 10 afios, y se aplica a pacientes sin

complicaciones y generalmente sin sintomas (OMS, 2011; Hernandez, 2012).

Por ultimo es importante mencionar el control y desparasitacion de perros callejeros,
ademas la vigilancia y cuidado de ganado conforman pilares para disminuir niveles de
contagio (Moral, 2012; Alvarez, 2016). Actualmente en el mercado se encuentra una
vacuna recombinante de administracion hacia ungulados, Providean Hidatil EG 95
sintetizado a partir del gen que codifica la proteina EG95 en huevos de Echinococcus
granulosus, brinda niveles de proteccion de hasta el 100% en animales vacunados con

tres dosis (Tecnovax, 2017), cerrando el ciclo en este punto.
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Capitulo 2
Materiales y métodos
El estudio se llevo a cabo en los laboratorios del Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Publica Coordinacién Zonal 9-INSPI CZ9, Programa Nacional para el
Abordaje Multidisciplinario de las Parasitosis Desatendidas en el Ecuador-PROPAD,
Proyecto 2 “Implementacion y estandarizacion ensayos de pruebas inmunoldgicas para
el diagnostico temprano de las parasitosis desatendidas en el Ecuador”. Se utilizaron
muestras sanguineas dispuestas por la seroteca del mismo programa y ejemplares

parasitarios recolectados de un camal en la ciudad de Quito.

2.1 Antigenos parasitarios

2.1.1 Obtencion de la muestra parasitaria

La investigacion realizada por Estévez (2016) reporta que el ganado porcino faenado
en la Empresa Metropolitano de Rastro Quito, presenta 1.15% de animales positivos
para hidatidosis, pertenecientes a producciones caseras de las provincias de Pichincha,
Santo Domingo de los Tsachilas y Cotopaxi. Por tal razon la empresa de faenamiento

conformo el lugar de recoleccidn de los ejemplares parasitarios.

Gracias al apoyo proporcionado por los médicos veterinarios de turno se decomiso un
higado porcino entero que presentaba quistes uniloculares arraigados al parénquima
del tejido en todos sus l6bulos. Para su evaluacién y tratamiento, el tejido hepético
entero fue trasladado a los laboratorios de INSPI CZ9-PROPAD-Proyecto 2,
procurando mantener la temperatura menor a 8 °C para minimizar la accion de

proteasas.
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2.1.2 Tratamiento del fluido hidatidico

Escogiendo quistes grandes y semicirculares se extrajeron tres hidatides del
parénquima hepatico, como se observa en el anexo 2a. Tomando en cuenta protocolos
de extraccion in house, el fluido hidatidico se absorbié mediante jeringas estériles de
10 mL e inmediatamente se regreso el fluido extraido con la finalidad de homogenizar
el contenido y obtener protoescdlices para procesos de identificacion. Posteriormente
el liquido homogenizado se depositd en recipientes de 15 mL para ser centrifugado a
3500 RPM por 5 min. Como se observa en el anexo 2b el material se dividié en dos
fases. Primero el sobrenadante que se recogio en tubos diferentes para inhibir proteasas
y filtrar. Segundo se recogidé una gota del sedimento o arenilla hidatidica en un
cubreobjetos y se tifid con eosina al 0.1% (Vallenas, Alvarado, Barron, Perales, &
Gavidia, 2013) para confirmar la presencia de protoescolices del género Echinococcus,
visualizar la morfologia y estadio de los parasitos, como se muestran en el anexo 2c.

Luego se conservo a -30 °C.

Siguiendo el protocolo de inhibicién de proteasas descrito por Ruano (2008), por cada
1.5 mL de sobrenadante recogido se administr6 4 uL de aproptinina 100 Ul/mL, 2 uL
de chemostatin 1 mM, 2 pL de pestatina A 1 uM, 20 uL de PMSF 2 mM y 5 uL de
EDTA 5 mM. Se dejé reaccionar por 15 min y nuevamente se centrifugo a 13 000
RPM a 4 °C durante 30 min. Luego, mediante un filtro Corning con poro de 0.2 um
estéril se purifico los extractos y finalmente, se alicuotd para ser conservados a -30 °C,

hasta la cuantificacion.

2.1.3 Cuantificacion proteica
Los extractos antigénicos del fluido hidatidico se cuantificaron mediante el Kit

QuantiPro BCA Assay Sigma Aldrich. EI ensayo combina la reduccion de complejos
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Cu*2-proteina a Cu**-proteina, y la deteccion selectiva del cation Cu*! utilizando el
acido bicinconinico. El producto de la reaccion tiene un color purpura formado por la
union de acido bicinconinico con un ion Cu** en medio alcalino. La cantidad de

reduccion es proporcional a la proteina presente (Sigma Aldrich, 2017).

Como se detalla en el manual previsto en el kit se prepararon por triplicado las
muestras antigénicas y los reactivos necesarios para el procedimiento, los mismos que
se observan en el anexo 3. Primero, el estdndar proteico (Suero fetal bovino)
proporcionado por la casa comercial de concentracion 1 mg/mL se diluy6 a 50 ug/mL
mezclando 0.1 mL de dicha solucién en 1.9 mL de PBS 1X. Después se volvid a diluir
a diferentes concentraciones: 0.0, 0.5, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0 y 50.0 pg/mL, para

definir los puntos de la grafica patrén.

Segundo, por triplicado las muestras del extracto antigenico se diluyeron a 1:40, 1:50,
1:58, 1:75, 1:100 y 1:122 con PBS 1X. Intervalos que se consideraron dentro de los

puntos de la gréfica patron, antes mencionada.

Por altimo, los tres reactivos de trabajo: QA, QB y la solucion de sulfato cuprico, se
mezclaron a los volimenes requeridos para diluir en relaciéon 1:1 con la muestra o
estandar proteico. Se incubd por 2 horas a 37 °C. Finalizado el tiempo se dio lectura
de las absorbancias a una longitud de onda de 562 nm y mediante el software Microsoft

Office Excel se proceso los resultados y se interpretaron los datos obtenidos.

2.2 ldentificacion morfométrica de la especie
El procedimiento se realizé en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la
Universidad Politécnica Salesiana de Quito siguiendo la metodologia descrita por

Kaminsky (2003) y D’Alessandro & Rausch (2008). Se descongelo la arenilla
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hidatidica conservada y se homogenizd extensamente para recoger una gota del
material, esta se deposité en 0.2 mL de solucion salina sobre un portaobjetos. A
continuacion, se cubrio con el cubreobjetos y se aplicé ligera presion en forma circular

para desintegrar los protoescolices y liberar los ganchos rostelares.

Utilizando un microscopio compuesto marca Micros acoplado a una computadora, se
localizaron 30 ganchos en posicion plana con aumento a 40X. Mediante el software
Motic Images Plus 2.0 se midieron los ganchos determinando la longitud total para
luego ser comparada con valores reportados por WHO & OIE (2002), Kaminsky
(2003), D’ Alessandro & Rausch (2008) y Vizcaychipi et al., (2012), detalles en Anexo

3a, 3b y 3c respectivamente.

2.3 Muestras de suero sanguineo

El programa PROPAD dispone de sueros sanguineos de nifios y nifias de séptimo afio
de primaria de diferentes provincias del pais. Se colectaron 40 muestras sanguineas de
las cuales 9 obtuvieron reaccion positiva y 31 sueros fueron negativos mediante un
andlisis preliminar de cribado por la prueba ELISA Indirecto casero Proyecto 2
(“Implementar y estandarizar ensayos de pruebas inmunolodgicas para el diagnostico
temprano de las parasitosis desatendidas en el Ecuador”-PROPAD). Dichas muestras
nuevamente se analizaron por cribado y posteriormente fueron evaluadas por el Kit
Comercial NovaTec NovaLisa Echinococcus IgG ELISA, antes de ser valoradas por

la técnica Western Blot para el diagnostico de la hidatidosis humana.

2.3.1 Prueba ELISA Indirecto casero
Para el procedimiento, se utilizaron policubetas ELISA de poliestireno de 96 pocillos

con fondo concavo. Entre cada etapa de la reaccion, las placas fueron lavadas tres
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veces con PBS pH 7.2 conteniendo 0.05% de tween 20 (PBS-T) en el equipo Biotek

Elx50, indicado en el anexo 5a.

La concentracion proteica del extracto de fluido hidatidico se diluy6é a 10 pg/mL
(Flores & Rodriguez, 2006; Fotoohi et al., 2013), mezclando 86.6 pL del extracto
parasitario en 9913.4 uL de tampdn carbonato pH 9.6. Se adicion6 100 pL de la
dilucion en placas de ELISA estériles. Se incubd por 24 horas a 37 °C. Despues se
bloguearon las placas por 30 minutos a 37 °C con 230 pL por pocillo con 0.5% de

caseina diluida en PBS-T.

Previamente se realizo la dilucion 1:100 de los controles, un positivo y tres negativos
obtenidos de la seroteca del programa y evaluados anteriormente mediante Kit
Comercial NovaTec NovaLisa Echinococcus IgG ELISA. También se diluyeron 1:100
los sueros a analizar en solucién de bloqueo. Se dispensd 100 uL por pocillo en el
orden expuesto en el anexo 9ay 9b, y de igual forma se incubd a 37 °C por 25 minutos.

Las muestras, controles y blanco se evaluaron por triplicado.

El conjugado, anti-anticuerpo producido en conejo (Anti-lgG Humana) ligado a la
enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) marca Sigma Aldrich, se diluy6 1:6000
en PBS-T 0.5 % de caseina para afiadir 100 pL en todos los pocillos de la placa y se

mantuvo a 37 °C por 20 minutos.

Se dejo reaccionar por 13 minutos a temperatura ambiente y en obscuridad, 100 pL
por pocillo del substrato o-fenilendiamina (OPD) en la concentracion de 0.4 mg/mL
de tampon citrato fosfato 0.05 M pH 5.0 con adicion de 0.4 uL/mL de perdxido de
hidrogeno al 30 %. Para parar la reaccion se sumd otros 100 pL por pocillo de acido

sulfarico 3 M y pasados los 30 minutos se leyeron las absorbancias mediante el lector
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de microplacas ELISA BioTek ELx808 (anexo 5b) a una longitud de onda de 490 nm

con referencia de 630 nm.

El andlisis de los datos se realizé en el programa Microsoft Office Excel donde, el
punto de corte o cut off se calculé usando la media de tres muestras no reactivas mas
tres desviaciones estandar. La interpretacion de los resultados se realiz6 en funcion a
que muestras de sueros con valores inferiores al 10% por debajo del punto de corte se
consideraron como reaccion negativa y por el contrario muestras con valores
superiores al 10 % se consideraron con reaccidn positiva. Las muestras con valores
entre £10 % del punto de corte se tomaron como indeterminadas, por lo que no se

consideraron en la evaluacién

El ensayo es valido si los promedios de las absorbancias de los pocillos de blanco son
menores a 0.1, si las absorbancias promedio de los controles negativos son menores al

punto de corte y si las absorbancias del control positivo son mayor al punto de corte.

2.3.2 Kit Comercial NovaTec NovaL.isa Echinococcus 1gG ELISA.
Siguiendo la metodologia descrita por la misma casa comercial NovaTec (2009), se
utilizaron los controles y reactivos provistos en el kit (anexo 6) y 45 pocillos

previamente bloqueados y recubiertos con antigenos de Echinococcus multilocularis.

Preliminarmente, las muestras de suero se diluyeron en relaciéon 1:100 con el tampdn
de dilucién de muestra provisto en el kit. Tomando un pocillo para el blanco, uno para
el control negativo, dos pocillos para por duplicado colocar el control cut off, un
pocillo para el control positivo y 40 pozos para evaluar individualmente cada muestra.
Se incubo por 1 hora a 37 °C, 100 pL de cada solucién antes mencionada en el orden

expuesto en el anexo 10a.

30



Después de la incubacion, los pocillos se lavaron tres veces en el equipo Biotek EIX50
con la solucion de lavado provista en el kit diluida con agua destilada a 1x, para
pipetear 100 uL por pocillo de la solucién de IgG anti-humano conjugada con
peroxidasa de rdbano (HRP). Tras haber pasado 30 minutos reaccionando a
temperatura ambiente se repitio el paso de lavado y se adicioné 100 uL de substrato
tetrametilbencidina (TMB) en todos los pocillos. Transcurrido 15 minutos se dispensé
100 pL de la solucion de parada en el mismo orden y mismo intervalo de tiempo en el

que se adiciono el substrato.

Se midid las absorbancias resultantes a una longitud de onda de 450 nm con referencia
de 620 nm en el equipo BioTek ELx808 a un periodo de 30 minutos después de afiadir
la solucion de parada. Los datos se procesaron en el programa Microsoft Office Excel,
tomando en cuenta que el punto de corte se calculé usando la media de los dos
controles cut off, la interpretacion de los resultados se realiz6 de igual manera que en

la prueba ELISA Indirecto casero.

Como se menciona en el manual, para validar el ensayo el blanco debe tener una
absorbancia menor a 0.1, el control negativo debe presentar absorbancia menor a 0.2
y menor al punto de corte, que los controles cut off tengan absorbancias entre 0.15 a

1.3 y que el control positivo sea mayor al punto de corte.

2.4 Western blot
2.4.1 SDS PAGE
Para la electroforesis en geles de poliacrilamida con presencia de sodio dodecilsulfato
(SDS-PAGE) se siguieron los procedimientos descritos por BioRad (2016) y Sino
Biological Inc. (2017) y se utiliz6 una camara marca Labnet Enduro VE10 Vertical

Gel Electrophoresis System (anexo 7a).
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Utilizando los volumenes detallados en la tabla 2, se establecieron geles de separacion
al 18 % vy geles de concentracion al 5 %, omitiendo la adicion de SDS 10 % para
mejorar la resolucion de bandas proteicas (Buitrago, 2014). Ambos geles se
mantuvieron en tampon de corrida pH 8.3 que contenia 3.03 g/L de tris base, 14.41

g/L de glicina, 1.0 g/L SDS diluidos en agua destilada.

Tabla 2.
Formulaciones geles SDS PAGE.

Reactivo Gel separador 18 % Gel concentrador 5 %

Agua destilada 1.2 mL 2.975 mL
Acrilamida 30%/bisacrilamida 0.8% 6 mL 0.67 mL
Tris HCI 0.5 M pH 6.8 - 1.25 mL
Tris HCI 1.5 M pH 8.8 2.6 mL -
SDS 10 % 0.1 mL (Omitir) 0.05 mL (Omitir)
APS 10 % 0.1 mL 0.05 mL
Temed 0.01 mL 0.005 mL

Nota: Sino Biological Inc., 2017. (Modificado por el Autor)

Los extractos proteicos se mezclaron con tampén de muestra 4x (1:4, v/v), que
contenia 2 mL de tris HCI pH 6.8 1.5 M, 3.2 mL de SDS 10%, 1.6 mL de glicerol, 0.4
mL de azul de bromofenol 1% y 0.8 mL de mercaptoetanol 14.3 M. Después de
homogenizar dicha mezcla, se expuso a un ciclo de 99 °C por 10 min y otro a 4 °C por
10 min en un termociclador convencional Eppendorf, expuesto en el anexo 7b.
Finalizada la desnaturalizacion, en los pocillos del gel concentrador, se cargd en el
primer carril 5 pL del marcador de peso molecular PROMEGA Broad Range que
contiene bandas de 225 kDa hasta 10 kDa. En los siguientes carriles se deposité 30 puL
de extracto parasitario con ello se llegd a una concentracion de 867.48 ug de proteina

por carril.

La electroforesis se realizdé con una fuente de poder marca Labnet Enduro 300V.
Siguiendo la metodologia de Thermo Fisher Scientific (2015), se utilizé una gradiente
de corriente, iniciando con 13 mA por 1 hora y después se aumento a 25 mA por 3

32



horas aproximadamente o hasta que el colorante azul de bromofenol llegue a la base

del gel separador.

Seguido, se continu6 con la transferencia proteica por campo eléctrico. No se coloreo
el gel separador con azul de coomassie debido a que se une covalentemente a los
radicales libres de los polipeptidos e imposibilita el proceso de transferencia (Yéabar,

2003).

2.4.2 Electrotransferencia

Como detalla el manual de BioRad (2016), se remojaron en tampon de transferencia
esponjas para electroblot de 3 mm y hojas de papel filtro de 0.4 mm de grosor, cortadas
al tamafio adecuado para los soportes del sistema. El tampon de transferencia pH 8.3
contenia 3.03 g/L de tris base, 14.4 g/L de glicina, 200 mL/L de metanol diluidos en

agua destilada.

Del proceso anterior se extrajo solamente el gel separador. Se cortd los restos del
colorante azul de bromofenol y se lavo con agua destilada por 5 min en agitacion. Por
otros 5 min se deposité el gel en tampdn de transferencia, al mismo tiempo se preactivo
una membrana de nitrocelulosa GE Healthcare Amersham Protan Premium de 0.45

um de grosor, en el mismo liquido.

Posteriormente, se ensamblo en el siguiente orden: partiendo del polo negativo una
esponja, cuatro hojas de papel filtro remojadas, el gel, la membrana preactivada, cuatro
hojas de papel filtro y una esponja. Con la ayuda de un rodillo se elimind las burbujas
de aire presentes, se cerrd el soporte y se preparé el sistema BioRad Mini Trans-Blot

cell, llenando el tanque con tampon de transferencia.
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El proceso se realizé en frio con la ayuda de pilas de hielo. La fuente de poder Labnet
Enduro 300V se program6 a 100mA por 1 hora. Culminado el proceso se retiraron las
membranas de nitrocelulosa transferidas y se almacenaron a 4 °C entre dos hojas de

papel filtro embebidas en PBS 1X.

2.4.3 Inmunodeteccion

Como detalla BioRad (2016) y Sino Biological Inc. (2017), las membranas fueron
colocadas en el agitador rotatorio SciLogex SK-L330-Pro (anexo 8) por 10 min en
agitacion media con 50 mL de solucién colorante 0.1 % rojo de ponceau. Después se
destifio por otros 10 min en agitacién con 50 mL de agua destilada, asi se logro
evidenciar la transferencia de bandas y facilito el recorte en tiras para analizar por

Inmunoblot.

Individualmente se depositaron las tiras de nitrocelulosa en los canales del plato para
Inmunoblot y seguido se dejé en agitacion por 5 min con 2 mL de PBS 0.05 % tween
20 por canal para lavar y destefiir completamente, proceso que se repitié una vez. A
continuacidn, se deposité 3 mL por canal de solucién de bloqueo PBS 0.05% tween
20 conteniendo 5% leche descremada y se dej6 en agitacion por 1 hora a temperatura

ambiente.

Posterior al bloqueo, se lavaron las tiras por tres veces con 3 mL de PBS 0.05 % tween
20 por canal en agitacion por 5 minutos. Luego se incubd individualmente a
temperatura ambiente por 1 hora en agitacion las tiras de nitrocelulosa con 3 mL por

canal de cada suero sanguineo en una dilucion 1:50 en solucion de lavado.

Culminado el anterior proceso, nuevamente se lavaron las tiras tres veces, para sumar

3 mL por canal del conjugado, anti-anticuerpo producido en conejo (Anti-1gG
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Humana) ligado a la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) marca Sigma
Aldrich, en una dilucion 1:6000 en PBS 0.05 % tween 20 y se incubd a temperatura

ambiente por 1 hora en agitacion.

Después, se desarroll6 un tercer lavado de igual forma por triplicado. Se afiadié 3 mL
por canal del substrato diaminobencidina (DAB) marca Sigma Aldrich 0.667 mg/mL
en tampon tris salino (TBS) y 0.8 uL/mL de peroxido de hidrogeno al 30 %. Se
mantuvo reaccionando en agitacion por 12 min, se lavd por tres veces con 3 mL de
agua destilada/canal en agitacion por 5 minutos y se dejé secar para lograr visualizar

los resultados cualitativamente.

Como establece Hassanain et al. (2014), se evaluaron por triplicado cada muestra
sérica y ademas, se considero al ensayo valido si las tiras de cada muestra arrojan el
mismo patron de bandeo. Los blancos se mantendran sin coloracién o bandeo alguno.
Las tiras evaluadas con sueros negativos pueden presentar bandas antigénicas de 67.8
kDa, 53.8 kDa, 47.0 kDa que conforman monoémeros proteicos del hospedador (Aziz
etal., 2011; Li et al., 2013). Las tiras con sueros positivos deben presentar al menos 2
bandas antigénicas para hidatidosis: la primera de 43.5 kDa detallada como
glicoproteina compartida entre las especies del género Echinococcus. (Carmena,
Benito & Eraso, 2007) y la banda de 34.4 kDa mondmero del Ag5 exclusiva de E.
granulosus (Lorenzo et al., 2005: Pagnozzi et al., 2014), como se describe en la figura

10.
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Criterios de evaluacion para determinar positividad o negatividad para hidatidosis.

215

Lo

T Posithea —— glance

Figura 10. Izquierda Marcador de Peso Molecular PROMEGA Broad Range, centro criterios para
positividad y negatividad, derecha representacion blancos. Las muestras se eval(an por triplicado,
bandas café obscuro polipéptidos del huésped y bandas café claro polipéptidos antigénicos de
Echinococcus granulosus.

Elaborado por: Autor, 2017.

2.5 Anélisis estadistico

Para definir valores de sensibilidad y especificidad de la técnica de Western Blot como
método diagndstico de la hidatidosis humana, se corroboraron los resultados de la
inmunodeteccidon contra las pruebas ELISA mencionadas anteriormente. Se utilizé una
tabla de cuatro casillas para analizar los datos comparados, como se especifica en la

tabla 3.
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Tabla 3

Tabla de cuatro casillas.

Comparacion técnicas ELISA
Positivo Negativo
Western Blot Positi_vo Verdaderos Pos_itivos Falsos Positivo_s
Negativo Falsos Negativos Verdaderos Negativos

Nota: Flores & Rodriguez, 2006

La sensibilidad que se define como la probabilidad de que para un sujeto enfermo se
obtenga en una prueba diagndstica un resultado positivo, se cuantificO mediante la

férmula;

o Verdaderos positivos
Sensibilidad= — - x 100 %
Verdaderos positivos+Falsos negativos

Tomado de: (Flores & Rodriguez, 2006)

La especificidad que refiere a la probabilidad de que un sujeto sano tenga un resultado

negativo en una prueba diagndstica, se calcul6 mediante la formula:

o Verdaderos negativos
Especificidad= — - x 100 %
Falsos positivos+Verdaderos negativos

Tomado de: (Flores & Rodriguez, 2006)

La repetibilidad que conforma el nivel de concordancia entre los resultados de las
réplicas de la evaluacion de una muestra, se probé mediante la valoracion por

triplicado de cada suero sanguineo.

La determinacion de las reacciones cruzadas se realizo en base a la identificacion de
las bandas antigénicas obtenidas en las tiras de nitrocelulosa tras la inmunodeteccion.
Se analizé6 mediante referencias bibliograficas la capacidad del método analitico de

detectar la relacion antigeno-anticuerpo propia de la enfermedad.
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Capitulo 3
Resultados y discusion
3.1 Antigenos parasitarios
En la Empresa Metropolitano de Rastro Quito, se recogié un higado porcino entero
con la presencia de varios quistes uniloculares arraigados al parénquima del tejido en
todos sus lobulos, macroscopicamente las protuberancias eran de diferentes tamarios,
todos de color blanco amarillento, de consistencia blanda con material mucoso en la
superficie externa, como se observa en la figura 11. El ejemplar animal provenia de un
criadero traspatio en el sector de Sangolqui-Pichincha, era una hembra Yorkshire de

edad adulta, tamafio normal y peso menor al regular.

Higado porcino entero infectado de hidatides uniloculares.

i

SRS

Figura 11. Tejido hepatico con hidatides arraigadas al parénquima.

Capturado por: Autor, 2017.
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Se extirpo segun la metodologia descrita en el capitulo anterior, tres quistes de forma
circular, aspecto claro internamente, color blanco amarillento al exterior y de 43,39 y
36 mm de didmetros respectivamente, los cuales segun Fotoohi et al. (2013) y
Hassanain et al. (2014) conforman hidatides viables con presencia de protoescdlices
invaginados adheridos a las paredes delgadas de las vesiculas proligeras, ademas el
liquido hidatidico contendria productos antigénicos de excrecion/secrecion de la capa

germinativa del metacestodo.

De las muestras parasitarias se obtuvo 50 mL de fluido y arenilla hidatidica, pudiendo
localizar protoescélices invaginados viables mediante tincion con eosina al 0.1% en
esta Gltima fraccién. Como se observa en la figura 12, los parasitos no adultos
presentaron forma ovalada y el rostelo con una doble corona de ganchos y cuatro
ventosas en disposicion interna, lo cual hace referencia que la infeccion ya llevaba
aproximadamente un afio desarrollandose en el huésped porcino (Hernandez, 2012;

Silva, 2014).

Protoescolices Echinococcus granulosus, tincion con eosina 0.1%.

Figura 12. Tinci6n con eosina 0,1 % del parasito no adulto de E. granulosus. Protoscélex
sin tincion es viable y con tincidn esta muerto.

Capturado por: Autor, 2017.
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Utilizando el Kit QuantiPro BCA Assay Sigma Aldrich se cuantifico las proteinas
presentes en el fluido hidatidico recogido. Como se muestra en la figura 13a, el valor
de regresion fue del 99.7 %. Las ocho diluciones de la proteina estandar sirvieron para
obtener los pardmetros de regresion lineal para el célculo de la concentracion,

mediante la siguiente formula:

B Promedio real+0.0103
B 0.0071

X=Valor concentracion proteica de cada muestra en pg de proteina/mL de muestra.

Tomado de: Manual Kit QuantiPro BCA Assay Sigma Aldrich.

Cuantificacion de proteinas presentes en el fluido hidatidico recogido.
lf" ";\,
N Grafica de calibracion
0,4
0,35 y=0,007x-0,01
03 R® = 10,957
£ 025
& 02
£ 0
g 015
= 01
0,05
nos O 10 20 30 40 50 B0
Concentracion (pg/mlL)
TN
[ b |
~— Absorbancias X Concentracion
Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Prom. :l""““- sin | (e /fmlL) Bl e
anco
1 0,310 0313 0314 0313 0,181 26,897 40 1075,868
2 0320 0,250 0.280( 0300 0.168 25,066 50 1233286
3 0,253 0,262 0,236 0258 0,125 19,103 38 1112 644
4 0,209 0218 0218 0214 0.081 12,906 75 970416
5 0,203 0,203 0206 0203 0072 11.638| 100 1163850
6 0,193 0,209 0,202 0,201 0,069 11,169| 122 1363,479
Prom 1156.641
Figura 13. a) Gréfica de calibracion utilizando proteina estandar del Kit QuantiPro BCA Assay. b)
Concentracion proteica de la muestra de fluido hidatidico a utilizar, todas las diluciones
establecidas se encontraron dentro de los limites de la grafica de calibracion (valores columna X).
Elaborado por: Autor, 2017.
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En la figura 13b se detallan las evaluaciones donde los valores de concentracion
proteica (X) se multiplican por el factor de conversion de las diluciones de las
muestras. Por Gltimo se sacO promedio de las concentraciones unitarias obtenidas,

resultando en 1156.641 pg de proteina/mL de muestra.

3.2 ldentificacion morfometrica de la especie Echinococcus granulosus

La observacion microscopica a 40 X muestra la presencia de numerosos ganchos
rostelares libres en sentido plano en toda la placa. Morfolégicamente el mango
presentaba mayor tamafio que la hoja, de 1 a 3 um adicionales. Se detalla en la figura

14.

Ganchos rostelares de E. granulosus

B T (T ) T LA
i - i SN A L
3 R v ,g,x.';‘-,é b
A : -
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< —Ta

Figura 14. Medicion de la longitud total de ganchos rostelares de E. granulosus con aumento de
40X.

Elaborado por: Autor, 2017.

Se calcul6 el promedio general de la longitud total de una muestra de 30 ganchos,
resultando en 27.367 um, valores detallados en la tabla 4. Por lo cual se identifico la
especie Echinococcus granulosus a través del estudio morfometrico de los ganchos
rostelares. Ademas a continuacion, se comparan los resultados con datos de
distribucion geogréafica, hospederos definitivos e intermediarios dentro del ciclo

bioldgico.
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Tabla 4.
Longitud total ganchos rostelares de una muestra parasitaria del género

Echinococcus.

Dimensiones longitud total

de ganchos rostelares (um)

nl 26.482
n2 27.793
n3 30.434
n4 30.457
n5 25.272
n6 23.544
n7 27.793
n8 25.796
n9 26.149
nl0 27.118
nll 29.747
nl2 24.859
nl3 27.232
nl4 28.139
nl5 25,932
nl6 23.442
nl7 28.221
nl8 28.808
nl9 27.039
n20 29.229
n21 27.746
n22 26.944
n23 29.059
n24 28.163
n25 27.289
n26 27.038
n27 29.058
n28 25.481
n29 28.642
n30 28.094
Promedio 27.367

Nota: Creado por el Autor, 2017.

WHO & OIE (2002), describen que E. vogeli presenta en su estadio larval
protoescélices invaginados con pequefios ganchos rostelares de longitud total entre
32.5-34.0 um, en el caso de E. multilocularis exhibe las mismas estructuras con
extension total entre 23.1-24.4 um por lo cual ambas especies antropozoondticas no
identificarian a la muestra analizada. Por otro lado, protoescolices invaginados de E.

oligarthra y E. granulosus lucen ganchos rostelares de dimensiones entre 25.4-27.3
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um y 22.6-27.8 um respectivamente. Ademas, para diferenciar entre estas especies
Kaminsky (2003), D’Alessandro & Rausch (2008) y Vizcaychipi et al., (2012),
mencionan que E. vogeli contiene la hoja curva y el mango constituye 2/3 del largo
total, E. oligarthra tiene el lomo de la hoja casi recto y el mango mide la mitad del
largo del gancho, por otro lado E. granulosus presenta estructuras mas pequefias que

los anteriores y que los mangos son mas largos que las hojas.

Para corroborar los resultados Hernandez (2012), Nakao et al. (2013) y Silva (2014)
mencionan que la especie E. granulosus posee una distribucién geografica
cosmopolita enfocandose en &reas endémicas como Sudamérica, como hospedero
definitivo afecta a los canidos y como hospederos intermediario enferma a los
ungulados de granja. También analizando reportes sobre hidatidosis que afecta a la
ganaderia del Ecuador, Estévez (2016) aporta que el ciclo bioldgico del parasito en el
pais se transmite perro-cerdo u oveja-perro y que la especie encontrada en sus analisis

conforma a E. granulosus.

3.3 ELISA Indirecto casero para el cribado de sueros sanguineos
Mediante la prueba ELISA Indirecto casero que tiene una sensibilidad del 83.3 % y
una especificidad del 93 % (Proyecto 2-Programa PROPAD-INSPI LIP CZ9), se

analizaron 40 muestras sanguineas provenientes de la seroteca del programa.

Las muestras serologicas de identificacién 25, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 37, 38 tuvieron
reaccion positiva para hidatidosis. Los sueros con etiqueta 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 46, 47, 50, 51, 48, 49 se

describieron con reaccion negativa.

43



Como se detalla en la anexo 9c y 9d, los resultados del andlisis de las muestras por la
técnica mencionada cumplieron con los parametros de validez. Para la placa 1 se
obtuvo 0.046 de promedio de absorbancias para el blanco, 0.872 para el punto de corte
con limite superior de 0.960 e inferior de 0.785, los controles negativos fueron menores
al valor del corte y el control positivo fue aproximadamente el doble. Para la placa 2
el valor de absorbancia promedio para el blanco fue de 0.04. También se consigui6 0.8
como punto de corte con 0.88 y 0.72 para limites superior e inferior respectivamente,

el punto de corte presenté mayor valor comparandose con los tres controles negativos.

3.4 Valoracion muestras sanguineas con Kit ELISA comercial
Utilizando el Kit Comercial NovaTec NovaL.isa Echinococcus IgG ELISA gue reporta
sensibilidad y especificidad superiores al 95 % (NovaTec, 2009), se revalidd los

resultados de las 40 muestras sanguineas tras el anterior analisis.

Condensando los resultados minuciosos en el anexo 10b, los sueros con identificacion
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 39, 40, 41, 42, 43, 45,
46, 47, 50, 51, 48, 49 resaltaron reaccién negativa. Por otra parte, sueros de
numeracion 25, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 37, 38 tuvieron reaccion positiva para

hidatidosis.

Para asegurar la validez del ensayo el blanco presentdé un valor de absorbancia de
0.032, estableciendo 0.2295 de promedio los controles cut off presentaron
absorbancias dentro del rango, como limite superior e inferior arrojé 0.252 y 0.207
respectivamente, el control negativo exhibié absorbancia de 0.02 y el control positivo

de 0.471.
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Cultek (2006), Flores & Rodriguez (2006) mencionan que el ELISA se basa en la
cuantificacion de la reaccion antigeno-anticuerpo inmovilizada sobre un soporte
inmunoadsorbente, por lo tanto en este caso, el test conforma una importante
herramienta de cribado y diagndstico para detectar anticuerpos especificos contra la
equinococosis, pero los resultados deben ser valorados por pruebas complementarias

como Western Blot.

Por otro lado, para serodiagnosis de quistes hidatidicos en humanos se puede utilizar
antigenos derivados de protoescolices, pero Obal et al. (2012), Fotoohi et al. (2013) y
Hassanain et al. (2014) analizan que antigenos provenientes del fluido hidatidico de
quistes fértiles y viables recogidos de huéspedes intermediarios pueden ser usados
COMO recursos mas precisos para la deteccion por técnicas indirectas como Inmunoblot
0 ELISA Indirecto, esta ventaja se debe a la liberacion de productos antigénicos por
parte de la capa germinativa y parasitos en desarrollo. Ademas que mientras mayor es

la proliferacion del quiste mayor seré la concentracién antigénica en el liquido interno.

3.5 Identificacion antigenos de Echinococcus granulosus por SDS PAGE

Se reconocieron cinco bandas de polipéptidos resultantes de la electroforesis vertical
en geles de poliacrilamida con presencia de sodio dodecil sulfato. Las bandas de 67.8
kDa, 53.8 kDa, 47.0 kDa, conforman mondmeros desnaturalizados y reducidos de
glicoproteinas y lipoproteinas del hospedador. Por otro lado, las bandas de 43.5 kDa 'y
34.4 kDa conforman antigenos parasitarios diluidos en el fluido hidatidico. Se presenta

en la figura 15.

Segun Aziz et al. (2011) y Li et al. (2013) la banda gruesa de 67.8 kDa pertenece a la
proteina mas abundante del plasma, la seroalbimina, que en el liquido del quiste

proporciona energia a las larvas (Malik, Al-Senaidy, Skrzypczak-Jankun & Jankun,
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2013). Las bandas de 53.8 kDa, 47.0 kDa conforman moléculas de amilasa y
transferrina respectivamente (Bano, Qader, Aman, Syed & Azhar, 2011; Pérez,

Gutiérrez, Cervantes & Alcalde, 2011).

Carmena et al. (2007) mencionan que la banda de 43.5 kDa es resultado de la reduccion
y desnaturalizacion de una glicoproteina compartida entre las especies del género
Echinococcus. Lorenzo et al. (2005) y Pagnozzi et al. (2014) hace referencia que la
banda de 34.4 kDa conforma un monémero del Ag5. Por tales motivos, estas bandas

se tomaran en cuenta para el inmunodiagndstico.

Identificacion bandas extracto fluido hidatidico hepéatico porcino.

225
150
100
75 67,8 Sercalbimina
50 53,8 Amilasa
47,0 Transferrina
43,5 Ag. Echinococcus
35 34,4 AgS Echinococcus
25
15
10

Figura 15. Izquierda, visualizacién SDS PAGE gel separador al 18%. PM) Marcador de Peso
Molecular PROMEGA Broad Range. ler carril) 30 pL de extracto fluido hidatidico 867,48 pg de
proteina por carril.

Elaborado por: Autor, 2017. BioRad Image Lab 5.0

3.6. Western Blot
Posterior a la electrotransferencia se evalud por inmunoblot las 40 muestras séricas
anteriormente descritas, efecto de ello se obtuvo 31 sueros negativos y 9 positivos para
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hidatidosis causada por el parasito Echinococcus granulosus, concordando en los
resultados obtenidos en el cribado por la prueba ELISA Indirecto y el Kit Comercial
NovaTec NovaLisa Echinococcus IgG ELISA. Como se expone en la figura 16, los
blancos se mantuvieron sin reaccionar, las muestras positivas definieron notoriamente
las bandas de 43.5 kDa y 34.4 kDa determinadas como antigenos parasitarios, las tiras
negativas presentaron lineado de 67.8 kDa, 53.8 kDa, 47.0 kDa que conforman

monomeros proteicos del hospedador.

Diagnédstico de la hidatidosis unilocular humana mediante Western blot.
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Figura 16. Tiras nitrocelulosa tras la evaluacion individual de sueros problema por InmunoBlot. Se

observa 3 blancos, 9 muestras positivas y 31 negativas. Controles reportados en criterios de validez
de la prueba en metodologia.
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Elaborado por: Autor, 2017. BioRad Image Lab 5.0
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Los sueros con identificacion 25, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 37, 38 presentan tanto bandas
no definitorias de 67.8 kDa y 53.8 kDa, como lineado antigénico de 43.5 kDa y 34.4
kDa, por ello se concretan como positivas para hidatidosis. En cuanto a las muestras
con etiqueta 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 39, 40,
41,42, 43, 45, 46, 47, 50, 51, 48, 49 se catalogaron como negativas ya que no sefialan
bandas propias del parasito pero si polipéptidos de 67.8 kDa y 53.8 kDa. También, en
el anexo 11 se exhibe la totalidad de muestras analizadas por triplicado, las cuales no

presentaron burbujas por transferencia 0 manchas difusas que limiten la lectura.

3.7 Andlisis e interpretacién de resultados

Analizando de forma individual los resultados de las muestras evaluadas por las tres
metodologias seroldgicas de diagndstico para la hidatidosis humana, se obtuvo las
mismas derivaciones en cada prueba. Como se expone en la tabla 5, los sueros con
numeracion 25, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 37, 38 demuestran ser positivas para la presencia
del parasito E. granulosus. En cambio las muestras sanguineas con identificacion 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 46,
47, 50, 51, 48, 49 se definieron como negativas para para el grupo de pruebas

procesadas.
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Tabla 5.

Comparacion individual de los resultados obtenidos de las tres metodologias

serologicas.
. ELISA . ELISA
Muestra comKeIrtciaI Indirecto W;slgetrn Muestra comKeIrtciaI Indirecto Wgslgetrn
casero casero

25 Positivo Positivo | Positivo | |19 Negativo | Negativo | Negativo
4 Negativo | Negativo | Negativo | | 20 Negativo | Negativo | Negativo
5 Negativo | Negativo |Negativo | |21 Negativo | Negativo | Negativo
6 Negativo | Negativo | Negativo | |22 Negativo | Negativo | Negativo
7 Negativo | Negativo | Negativo | | 34 Positivo Positivo | Positivo
8 Negativo | Negativo | Negativo | | 39 Negativo | Negativo | Negativo
29 Positivo Positivo | Positivo | |40 Negativo | Negativo | Negativo
9 Negativo | Negativo | Negativo | |41 Negativo | Negativo | Negativo
10 Negativo | Negativo | Negativo | |42 Negativo | Negativo | Negativo
11 Negativo | Negativo | Negativo | |43 Negativo | Negativo | Negativo
12 Negativo | Negativo | Negativo | | 35 Positivo | Positivo | Positivo
13 Negativo | Negativo | Negativo | | 45 Negativo | Negativo | Negativo
30 Positivo Positivo | Positivo | |46 Negativo | Negativo | Negativo
14 Negativo | Negativo | Negativo | |47 Negativo | Negativo | Negativo
15 Negativo | Negativo | Negativo | | 37 Positivo Positivo | Positivo
16 Negativo | Negativo | Negativo | | 38 Positivo | Positivo | Positivo
17 Negativo | Negativo | Negativo | |50 Negativo | Negativo | Negativo
18 Negativo | Negativo | Negativo | |51 Negativo | Negativo | Negativo
31 Positivo Positivo | Positivo | |48 Negativo | Negativo | Negativo
32 Positivo Positivo | Positivo | |49 Negativo | Negativo | Negativo

Nota: Creado por el Autor, 2017.

En la figura 17, observamos que de las 40 muestras determinadas para la evaluacion
de la técnica Western Blot como método diagndstico de la equinococosis, 9 (22.5%)
resultaron positivas frente a la parasitosis. Por el contrario, 31 (77.5%) sueros
mostraron respuesta negativa, lo que corrobora las derivaciones obtenidas de las tres

metodologias.
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Comparacion de los resultados obtenidos de las tres metodologias seroldgicas.

Sueros sanguineos analizados por tres
técnicas seroldgicas

35 31 31 31

30
@ 25
e
S 20
3 15
g 9 9 9
w 10

0
Positivos Negativos
W ELISA Indirecto casero  H Kit ELISA comercial Western Blot

Figura 17. Resultados evaluacion de 40 muestras sanguineas, 9 con reaccion positiva y 31 con
reaccion negativa por ELISA Indirecto casero, kit comercial NovaTec NovalLisa Echinococcus IgG
ELISA y Western Blot.

Elaborado por: Autor, 2017.

La sensibilidad y especificidad de la técnica Western Blot para el diagnostico de la
hidatidosis humana se obtuvieron tras contrastar los resultados de la inmunodeteccion
contra los efectos de las pruebas ELISA mencionadas anteriormente. Dicha

comparacion se expone en la tabla 6.

Tabla 6.

Tabla de cuatro casillas, comparacion resultados Western Blot y pruebas ELISA.

Comparacion técnicas ELISA
Positivo Negativo
Positivo 9 0
Western Blot Negativo 0 31

Nota: Flores & Rodriguez, 2006 (Modificado por el Autor).

Como se destaca en las ecuaciones siguientes la sensibilidad y especificidad obtenida
fue de 100%, ya que la técnica de diagnostico planteada en este estudio arrojo los
mismos resultados que las pruebas ELISA desarrolladas. Ademas, es importante

mencionar que no presento evidencia de falsos positivos o falsos negativos. Cabe
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recalcar que el nimero de muestras analizadas son 40, lo cual puede conformar un

factor que iguale dichas metodologias.
s 9
Sensibilidad=——= x 100 %=100 %
9+0

x 100 %=100 %

) |
Especificidad= 031

Tomado de: (Flores & Rodriguez, 2006)

En este estudio no se determind el porcentaje de reacciones cruzadas con otras
helmintiasis ya que no se encontrd resultados falsos positivos con ninguna de las
muestras de sueros testeados. Sin embargo segun los reportes de Flores & Rodriguez
(2006), Carmena et al. (2007), Hernandez (2012), Alvarez (2016) y LDBIO
Diagnostics (2016) existe reacciones cruzadas con Taenia solium, Hymenolepis nana,

toxocariasis, oncocercosis y angiostrongyloidiasis.

Segun el INEC en los afios 2014, 2015, 2016 el Ecuador ha presentado
respectivamente 829, 846, 963 casos de ingresos hospitalarios por cuadros graves de
helmintiasis. Estudiando las parasitosis que manifiestan reacciones cruzadas con
Echinococcus granulosus, se encontré que para angiostrongyloidiasis se reporta un
caso en el afio 2008 en la provincia de Los Rios (Berger, 2017). Para teniasis y
cisticercosis hubo 171 ingresos en hospitales del pais (INEC, 2016). Por otra parte, la
iniciativa y ejecucién del Programa Nacional de Eliminacion de la Oncocercosis,
Ministerio de Salud Publica del Ecuador propone a finales de los afios 90 la
erradicacion de la parasitosis principalmente en la provincia de Esmeraldas (Chiluisa,
2006), actualmente se tiene conocimiento de un caso en un anciano mayor a los 65

afios de edad residente de la provincia de Guayas (INEC, 2014). Los otros paréasitos se

51



encuentran como no clasificados por lo cual no es posible identificar situaciones
puntuales. También cabe mencionar que la mayoria de casos se asisten en pacientes de
edades avanzadas donde las parasitosis se encuentra en estadios avanzados y podrian

comprometer la vida del infectado.

La hidatidosis humana esta catalogada entre una de las méas peligrosas enfermedades
producidas por cestodos. Sin embargo pese a este factor y contando con los
procedimientos sofisticados actuales, es dificil normalizar el porcentaje de
exclusividad. Varios estudios muestran que la mayoria de test seroldgicos exhiben
reacciones cruzadas con sueros de pacientes positivos a otro parasito perteneciente al
género, Echinococcus multilocularis (Flores & Rodriguez, 2006; Carmena et al., 2007;

Hernandez, 2012; Alvarez, 2016).

Con referencia a este hecho WHO & OIE (2002), Lorenzo et al. (2005) y Pagnozzi et
al. (2014) mencionan que macromoléculas de diversos pesos moleculares portadoras
de haptenos fosforilcolina han sido detectados tanto en extractos como en productos

obtenidos a partir de parasitos de la familia Taeniidae.

Como describe LDBIO Diagnostics (2016) la técnica de Western Blot 1gG para
hidatidosis humana se trata de un analisis cualitativo de diagnoéstico serolégico de 1gG
mediante una prueba de inmunotransferencia de la equinococosis unilocular previsto
para las pruebas confirmatorias de un resultado positivo 0 ambiguo obtenido por medio

de pruebas diagnosticas clasicas, como la prueba ELISA o la aglutinacion en latex.

A pesar de casi cincuenta afios de investigacion activa, el inmunodiagndstico de la
equinococosis unilocular sigue siendo un desafio. Muchas plataformas de ensayo han
sido ideadas, incluida la hemaglutinacion indirecta, la aglutinacion de latex

inmunofluorescencia, inmunoelectroforesis, inmunoblotting, y ELISA, que se basan
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en varios antigenos preparados a partir de antigenos somaticos como protoéscolex
puros o antigenos de excrecion/secrecion como el liquido hidatidico (Lorenzo et al.,

2005; Pagnozzi et al., 2014).

En los ultimos quince afios, antigenos purificados nativos, recombinantes, o proteinas
y péptidos sintéticos han sido cada vez mas evaluados. Los antigenos de E. granulosus
se consideran muy inmunogénicos, sin embargo y como se confirma por Western blot
en este trabajo, quistes hidatidicos activos no desarrollan una reaccion humoral
detectable contra AgB. Pero, el uso de Ag5, parcial o altamente purificado permite
aumentar significativamente la solidez de los resultados de diagnéstico (Alvarez,

2016).

Por otro lado, los kits serolégicos disponibles comercialmente son en su mayoria
basados en el fluido crudo de quistes hidatidicos como antigeno diana debido a su
facilidad de preparacion, asi como su disponibilidad en areas endémicas. Sin embargo,
su forma cruda generalmente contiene una mezcla compleja de proteinas del huésped,
representadas principalmente por proteinas del suero sanguineo, junto con las
proteinas liberadas por E. granulosus (NovaTec, 2009; LDBIO Diagnostics, 2016). En
este trabajo, el Western Blot subraya la extrema heterogeneidad en la concentracion
de proteina y la composicion del fluido hidatidico de quistes hepaticos porcinos, lo que
conduce a una intensidad variable de la respuesta de anticuerpos medida con ensayos

serologicos (Aziz et al., 2011; Li et al., 2013).
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Conclusiones
El fluido del metacestodo de Echinococcus granulosus obtenido a partir de tejido
hepatico de ganado porcino infectado, sirve como fuente de antigeno para el

inmunodiagndstico basado en ELISA Indirecto y Western Blot.

De acuerdo a la medicion de la longitud total de ganchos rostelares propios de
protoéscolex recogidos de quistes hepaticos porcinos y comparacion bibliografica de
resultados, se identificO morfométricamente a la especie Echinococcus granulosus

causante de la equinococosis unilocular.

Mediante analisis de 40 muestras séricas y corroboracion de resultados por la técnica
de ELISA Indirecto in house (PROPAD-INSPI) y el Kit Comercial NovaTec NovaL.isa
Echinococcus 1gG ELISA, Western blot se define como metodologia 100% sensible y
especifica para el diagnostico de la hidatidosis humana, siendo una prueba fiable y

reproducible para dicho fin.

Con el presente trabajo de investigacion, se acepta la hipétesis que al menos una de las
muestras de suero sanguineo seleccionadas y evaluadas por la prueba ELISA coincida
a los resultados por Western Blot. La total concordancia en resultados de reacciones

positivas y negativas entre técnicas permite asentir la hipdtesis planteada.
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Recomendaciones
Convalidar los resultados y aumentar el nimero de muestras para tener mayor
confiabilidad de las metodologias mencionadas en este estudio y enfocar los

procedimientos a gran escala.

Corroborar los resultados obtenidos de identificacion de especie con métodos
moleculares de amplificacion gendmica. La tipificacion morfométrica de la especie

Echinococcus granulosus no conforma un método definitorio.

Aplicar las técnicas serologicas detalladas en este trabajo como asistencia a otras
metodologias para esclarecer la posible infeccion de equinococosis a pacientes. La
visualizacion macroscopica del quiste en cirugia, o de estructuras parasitarias

observadas al microscopio conforman los Unicos procesos de diagnosis de certeza.

En el Ecuador no existen investigaciones acerca de métodos para el diagnostico de la
hidatidosis humana, ni para otras parasitosis desatendidas, por lo que es crucial darle
énfasis a esta tematica que viene aumentando su propagacion y podria desencadenar a

futuro mayores complicaciones en la region.

Los programas de diagndstico, tratamiento y vigilancia de las parasitosis convendrian
ser de tipo permanente ya que la equinococosis es una parasitosis zoonotica crénica
mortal que acostumbra afectar a estudiantes de primaria y secundaria, y desarrollar

mucho después sintomas.
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ANEXos

Anexo 1. Morfologia estadio adulto y huevo del parasito Echinococcus granulosus.

Anexo la.

Nota: Tomado de (Silva, 2014) Caracterizacion estructural y funcional del Antigeno B de
Echinococcus granulosus.

Anexo 1b.

Ganchos

Oncésfera

Embriéforo

Nota: Tomado de (Silva, 2014) Caracterizacion estructural y funcional del Antigeno B de
Echinococcus granulosus.
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Anexo 2. Tratamiento de la muestra parasitaria, obtencion y analisis del fluido

hidatidico.

Anexo 2a.

Nota: Capturado por el Autor, 2017.

Anexo 2b.

Nota: Capturado por el Autor, 2017.
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Anexo 2c.

Capturado por el Autor, 2017.

Nota
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Anexo 3. Kit QuantiPro BCA Assay Sigma Aldrich.

Nota: Capturado por el Autor, 2017.
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Anexo 4. Caracteristicas morfométricas para la identificacion de las especies del

género Echinococcus.

Anexo 4a.
Character Echinococcus E. multilocularis E. oligarthrus E. vogeli
granulosus (Batsch, 1786) Leuckart, 1863 (Diesing, 1863) Rausch and Bernstein, 1972
Gengraphic distribution Cosmopolitan Central and northern Furasia, Central and South America Central and South America
northern North America
Host range
Definitive hosts Primarily dogs and other canids Primaily foxes, also other canids  Wild felids Bush dog
and cats
Intermediate and aberrant hosts Primarily ungulates, also marsupials  Primasly arvicolid rodents, also  Rodents; agoutis, paca, spiny rats, Primarily agoutis, also other rodents,
and primares, humans other small mammals, humans  humans humans
Metacestode
Nature of cyst Unilocular, endogenous Multivesicular, endogenous Polyeystic, endogenous and Palyeystic, endogenous and
proliferation, no infiltration or proliferation, infiltration and exogenous proliferation, no exogenous proliferation, no
metastasis metastasis i ion or i 0n or i
Location of cyst Visceral, primarily liver and lungs ~ Visceral, primarily liver Peripheral, primarily muscles Viscerl, primarily liver
Protoscoleces
Mean length (um) of lige hooks (mnge) — 25.9-35.0 (19.4-44.0) 26.7-285 (25.0-29.7) 30.5-33.4 (29.1-37.9) 39.3-41.6 (38.2-45.6)
Mean length (um) of small hooks (range)  22.6-27.8 (17.0-31.0) 23.1-25.4 (21.8-27.0) 25.4-27.3 (22.6-29.2) 32.5-34.0 (30.4-36.9)
Adule
Mean length (um) of lage hooks (range)  32.0-42.0 (25.0-49.0) 31.0 (24.9-34.0) 520 (43.0-60.0) 53.0 (49.0-57.03)
Mean kength {um) of small hooks (range) — 22.6-27.8 (17.0-31.0) 27.0 (20.4-31.0) 39.0 (28.0-45.0) 42,6 (30.0-47.0)
Mean aumber of segments (range) 3(26) 45 (2-6) 3 3
Total length of strobila (mm) 2070 12-45 2229 3.95.6
Ratio of length of anterior part of strobila— 1:0.86-1.30 1:0.31-0.80 10.96-1.10 1:2.2-3.1
to length of gravid segment
Position of genital pore
Mature segment Mear (usually posterior) to muddle  Antersor to middle Antenor to middle Posterior to middle
Gravid segment Posterior to middle Anterior to middle Near o middle Posterior o middle
Mean number of testes (range) 32-68 (25-80) 18-26 (16-33) 29 (15-46) 56 (30-67)
Form of uterus Lateral sacculations Sac-like Sac-like Long, wbular and sac-like
Onset of egg production (days) 34-53 2835 807 H

Nota: Tomado de (WHO & OIE, 2002) Manual on Echinococcosis in Humans and Animals: a Public
Health Problem of Global Concern.

Anexo 4b.

bl A Loy
Mfg»d?ﬁ't

E. vogeli E. oligarthrus E. granulosus

Nota: Tomado de (Kaminsky, 2003) Manual de Parasitologia, Métodos para Laboratorios de Atencion
Primaria de Salud, 2da edicion; (D’ Alessandro & Rausch, 2008) New aspects of neotropical
polycystic (Echinococcus vogeli) and unicystic (Echinococcus oligarthrus) echinococcosis.
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Anexo 4c.

Nota: Tomado de (Vizcaychipi et al., 2012) Hidatidosis retroperitoneal secundaria a quiste hidatidico
de localizacion hepatica.
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Anexo 5. Equipo lavaplacas Biotek EIX50 y lector BioTek ELX808 para

microplacas ELISA.

Anexo 5a.

Nota: Capturado por el Autor, 2017.

Anexo 5b.

Nota: Capturado por el Autor, 2017.
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Anexo 6. Kit Comercial NovaTec NovaLisa Echinococcus 1gG ELISA.

Nota: Capturado por el Autor, 2017.
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Anexo 7. Equipo Labnet Enduro VE10 Vertical Gel Electrophoresis System y

termociclador convencional Eppendorf.

Anexo 7a.

Nota: Capturado por el Autor, 2017.

Anexo 7b.

Nota: Capturado por el Autor, 2017.
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Anexo 8. Agitador rotatorio SciLogex SK-L330-Pro.

Nota: Capturado por el Autor, 2017.
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Anexo 9. Orden dispuesto para la distribucion de blanco, controles y sueros

problema. Resultados Placa 1y 2 Prueba ELISA Indirecto casero.

Anexo 9a.
#1 [1 |2 [3 |4 |5 |6 |7 [8 |9 J10 11 [12
A Blanco Muestra 20 Muestra 44 Muestra 34
B C. Positivo Muestra 35 Muestra 4 Muestra 6
C C. Negativo 1 Muestra 38 Muestra 52 Muestra 37
D C. Negativo 2 Muestra 25 Muestra 28 Muestra 30
E C. Negativo 3 Muestra 23 Muestra 49 Muestra 36
F Muestra 7 Muestra 21 Muestra 10 -
G Muestra 42 Muestra 27 Muestra 50 -
H Muestra 15 Muestra 51 Muestra 45 -

Nota: Creado por el Autor, 2017.

Anexo 9b.
# |1 ]2 [3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 [10 |11 [12
A Blanco Muestra 18 Muestra 11 Muestra 41
B C. Positivo Muestra 33 Muestra 43 Muestra 40
C C. Negativo 1 Muestra 46 Muestra 47 Muestra 22
D C. Negativo 2 Muestra 31 Muestra 8 Muestra 26
E C. Negativo 3 Muestra 9 Muestra 5 Muestra 29
F Muestra 39 Muestra 13 Muestra 12 Muestra 24
G Muestra 16 Muestra 19 Muestra 14 -
H Muestra 48 Muestra 32 Muestra 17 -

Nota: Creado por el Autor, 2017.
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Anexo 9c.

Placal |1 |2 |3 4 ‘5 ‘6 7 ‘8 ‘9 10 |11 |12
Blanco Muestra 20 (Negativo) | Muestra 44 (Indet.) Muestra 34 (Positivo)
A 0.044 |0.040 |0.053 0.391 ‘0.402 0.415 |0.876 ‘0.849 ‘0.845 0.943 |1.o44 |1.069
0.046 0.403 0.857 1.019
Control Positivo Muestra 35 (Positivo) | Muestra 4 (Negativo) | Muestra 6 (Negativo)
B 1.837 |1.677 |1.686 0.972 ‘0.967 ‘0.974 0.713 |0.734 ‘0.712 0.270 |0.336 |0.357
1.733 0.971 0.720 0.321
Control Negativo 1 Muestra 38 (Positivo) | Muestra 52 (Indet.) Muestra 37 (Positivo)
c 0.496 |0.455 |0.4o7 0.794 ‘0.720 ‘0.748 1.476 ‘1.371 ‘1.482 1.278 |1.354 |1.380
0.453 0.754 1.443 1.337
Control Negativo 2 Muestra 25 (Positivo) | Muestra 28 (Indet.) Muestra 30 (Positivo)
D 0.685 |0.592 ‘0.723 1.023 ‘0.934 ‘0.937 0.365 ‘0.333 ‘0.334 1.555 |1.541 |1.631
0.667 0.965 0.344 1.576
Control Negativo 3 Muestra 23 (Indet.) Muestra 49 (Negativo) | Muestra 36 (Indet.)
E 0.905 |0.857 ‘0.85 0.324 ‘0.357 ‘0.341 0.443 ‘0.423 0.469 |0.830 |0.807 |0.867
0.871 0.341 0.445 0.835
Muestra 7 (Negativo) | Muestra 21 (Negativo) | Muestra 10 (Negativo)
F 0.429 |0.392 ‘0.368 0.309 ‘0.297 0.311 |0.406 ‘0.450 0.494 I I
0.396 0.306 0.450
Muestra 42 (Negativo) | Muestra 27 (Indet.) Muestra 50 (Negativo)
G 0.532 |0.502 0.481 |0.451 ‘0.447 ‘0.417 0.332 ‘0.403 0.365 I I
0.505 0.438 0.367
Muestra 15 (Negativo) | Muestra 51 (Negativo) | Muestra 45 (Negativo)
H 0.282 |0.277 0.260 | 0.286 ‘0.291 0.317 |0.702 ‘0.823 0.753 I I
0.273 0.298 0.759

Nota: Creado por el Autor, 2017.
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Anexo 9d.

Placa2 |1 ‘2 ‘3 4 ‘5 ‘6 7 ‘8 ‘9 10 ‘11 ‘12
Blanco Muestra 18 (Negativo) | Muestra 11 (Negativo) | Muestra 41 (Negativo)
A 0.041 ‘0.038 \0.041 0.284 \0.313 0.296 | 0.606 ‘0.613 ‘0.613 0.307 ‘0.338 \0.373
0.040 0.298 0.611 0.339
Control Positivo Muestra 33 (Indet.) Muestra 43 (Negativo) | Muestra 40 (Negativo)
B 1.622 ‘1.441 ‘1.461 0.581 ‘0.569 ‘0.569 0.345 ‘0.368 ‘0.337 0.222 ‘0.273 ‘0.267
1.508 0.573 0.350 0.254
Control Negativo 1 Muestra 46 (Negativo) | Muestra 47 (Negativo) | Muestra 22 (Negativo)
C 0.434 |0.398 |0.426 0.332 |0.313 ‘0.322 0.209 |0.205 ‘0.215 0.293 ‘0.312 |0.326
0.419 0.322 0.210 0.310
Control Negativo 2 Muestra 31 (Positivo) | Muestra 8 (Negativo) | Muestra 26 (Indet.)
D 0.604 |0.577 ‘0.58 1.594 ‘1.557 ‘1.467 0.311 ‘0.311 0.323 |0.379 ‘0.411 |O.481
0.587 1.539 0.315 0.424
Control Negativo 3 Muestra 9 (Negativo) | Muestra 50 (Negativo) | Muestra 29 (Positivo)
E 0.824 ‘0.788 ‘0.781 0.326 ‘0.314 ‘0.296 0.291 \0.304 \0.321 1.207 \1.229 \1.397
0.798 0.312 0.305 1.278
Muestra 39 (Negativo) | Muestra 13 (Negativo) | Muestra 12 (Negativo) | Muestra 24 (Indet.)
F 0.469 ‘0.394 ‘0.401 0.321 ]0.295 ‘0.303 0.238 ‘0.263 ‘0.270 0.403 ‘0.447 ’0.461
0.421 0.306 0.257 0.437
Muestra 16 (Negativo) | Muestra 19 (Negativo) | Muestra 14 (Negativo)
G 0.271 |0.250 ‘0.241 0.375 ‘0.386 ‘0.346 0.404 ‘0.408 ‘0.406 ‘ I
0.254 0.369 0.406
Muestra 48 (Negativo) | Muestra 32 (Positivo) | Muestra 17 (Negativo)
H 0.705 |0.704 ‘0.682 0.917 ‘0.903 ‘0.891 0.236 ‘0.253 ‘0.235 ‘ |
0.697 0.904 0.241

Nota: Creado por el Autor, 2017.
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Anexo 10. Distribucién blanco, controles y suero problema en pocillos del Kit

Comercial NovaTec NovaL.isa Echinococcus 1gG ELISA. Resultados evaluacion.

Anexo 10a.
Kit | 1 2 3 4 5 6
A | Blanco Muestra 6 Muestra 30 | Muestra 19 | Muestra 42 | Muestra 50
B | C. Negativo | Muestra 7 Muestra 14 | Muestra 20 | Muestra 43 | Muestra 51
C | C.Cutoff Muestra 8 Muestra 15 | Muestra 21 | Muestra 35 | Muestra 48
D | C.Cutoff Muestra 29 | Muestra 16 | Muestra 22 | Muestra 45 | Muestra 49
E | C.Positivo | Muestra 9 Muestra 17 | Muestra 34 | Muestra 46 | Muestra 11
F Muestra 25 | Muestra 10 | Muestra 18 | Muestra 39 | Muestra 47 | -
G | Muestra4 Muestra 12 | Muestra 31 | Muestra 40 | Muestra 37 | -
H | Muestra5 Muestra 13 | Muestra 32 | Muestra 41 | Muestra 38 | -
Nota: Creado por el Autor, 2017.
Anexo 10b.
Kit | 1 2 3 4 5 6
A | Blanco Muestra 6 Muestra 30 Muestra 19 Muestra 42 Muestra 50
(Negativo) (Positivo) (Negativo) (Negativo) (Negativo)
0.032 0.171 0.602 0.186 0.054 0.166
B | C. Negativo Muestra 7 Muestra 14 Muestra 20 Muestra 43 Muestra 51
(Negativo) (Negativo) (Negativo) (Negativo) (Negativo)
0.020 0.175 0.121 0.202 0.130 0.139
C C. Cut off Muestra 8 Muestra 15 Muestra 21 Muestra 35 Muestra 48
(Negativo) (Negativo) (Negativo) (Positivo) (Negativo)
0.228 0.129 0.153 0.149 0.407 0.079
D C. Cut off Muestra 29 Muestra 16 Muestra 22 Muestra 45 Muestra 49
(Positivo) (Negativo) (Negativo) (Negativo) (Negativo)
0.231 0.742 0.175 0.115 0.196 0.177
E C. Positivo Muestra 9 Muestra 17 Muestra 34 Muestra 46 Muestra 11
(Negativo) (Negativo) (Positivo) (Negativo) (Negativo)
0.471 0.160 0.171 0.686 0.115 0.150
F Muestra 25 Muestra 10 Muestra 18 Muestra 39 Muestra 47 -
(Positivo) (Negativo) (Negativo) (Negativo) (Negativo)
0.455 0.144 0.120 0.076 0.099
G Muestra 4 Muestra 12 Muestra 31 Muestra 40 Muestra 37 -
(Negativo) (Negativo) (Positivo) (Negativo) (Positivo)
0.164 0.159 0.380 0.076 0.311
H | Muestra 5 Muestra 13 Muestra 32 Muestra 41 Muestra 38 -
(Negativo) (Negativo) (Positivo) (Negativo) (Positivo)
0.121 0.182 0.959 0.058 0.617

Nota: Creado por el Autor, 2017.
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Anexo 11. Tiras de nitrocelulosa tras la evaluacion individual de sueros

problema por InmunoBlot.

Positivos

Negativos

438° 8 R R a B =

——— —

',‘ | I

Negativos

Negativos

A88° R A R 4 a =

Nota: Elaborado por el Autor, 2017. BioRad Image Lab 5.0
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