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RESUMEN
El objetivo principal de este trabajo de investigacion fue el desarrollo y elaboracion de

una prueba de aglutinacion en Latex modificada para hidatidosis bovina, para lo cual se
adapto el método anteriormente utilizado, pero con pequefios cambios, como la ausencia
deliofilizacion. Dado que representaba un coste extra y el acceso a dicho procedimiento

era muy complicado.

Se obtuvieron muestras de suero bovino sospechoso de ser portador de la enfermedad, de
lascuales solo se selecciond a toda muestra perteneciente a bovinos que presentaban
quistes hidatidicos tanto en Pulmén como en Higado y se les considerd positivas a la
enfermedad, asimismo, se extrajo liquido hidatidico de los quistes en forma aséptica, lo
que sirvi6 como material antigénico en pro de la elaboracion de nuestro antigeno
hidatidico.

Ya elaborado nuestro antigeno, el mismo se sometio a 34 pruebas de aglutinacion a
distintossueros bovinos, de los cuales 24 eran confirmados positivos y 10 confirmados
negativos, conresultados de 21 positivos de 24, y 10 negativos de 10 negativos. Se realizd
el calculo de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo con resultados de 100%, 76.92%, 0.875 y 1 respectivamente. Lo que sugiere que
es posible lograrla aglutinacion en sueros positivos a Hidatidosis, ademas se sugiere que
esta prueba podra ser utilizada a futuro como alternativa diagndstica de la enfermedad
Hidatidica, con la finalidad de establecer medidas de control y prevencién de esta

enfermedad.

Palabras clave: Hidatidosis, Aglutinacion, Latex, Sensibilidad, Especificidad
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ABSTRACT
The main objective of this research work was the development and elaboration of a modified

Latex Agglutination test for bovine hydatidosis, for which the previously used method was
adapted, but with small changes, such as the absence of freeze-drying. Since it represented

an extra cost and access to that procedure was very complicated.

Samples of bovine serum suspected of being a carrier of the disease were obtained, from
which only all samples belonging to cattle that had hydatid cysts in both the lung and liver
were selected and they were considered positive for the disease, likewise, hydatid fluid was
extracted from the cysts in an aseptic form, which served as an antigenic material for the
elaboration of our hydatid antigen test.

Once our antigen has been developed, it underwent 34 agglutination tests on different bovine
serums, of which 24 were confirmed positive and 10 confirmed negatives, with results of 21
positive of 24 and 10 negative of 10 negatives. The calculation of sensitivity, specificity,
positive predictive value and negative predictive value was performed with results of 100%,
76.92%, 0.875 and 1 respectively. What suggests that it is possible to achieve agglutination
in Hydatid positive serums, it is also suggested that this test may be used in the future as a
diagnostic alternative for the Hydatid disease, in order to establish control and prevention

measures for this disease.

Keywords: Hydatidosis, Agglutination, Latex, Sensitivity, Specificity
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CAPITULO I

1. PLANTEAMIENTO TEORICO

1.1 Determinacion del problema

La hidatidosis es una enfermedad que tiende a afectar al ganado bovino, ovino, porcino, seres
humanos y otros mamiferos, esta caracterizada por ser una enfermedad de caracter subclinico
ya que no presenta sintomas aparentes, esta enfermedad cursa con formacion de quistes
hidatidicos en cualquier 6rgano, pero principalmente en los pulmones, higado, rifiones, e
incluso se demostro su presencia en el bazo de algunos animales, y muy raramenteel cerebro
y pancreas, dichos quistes se observan en el momento de sacrificio del animal. Laenfermedad
provocada por la tenia Echinococcus granulosus y Echinococcus multilocularis segun la

ubicacion de los quistes. (1) (2)

En la actualidad, ocurren grandes pérdidas econdmicas por parte de los criadores de ganado
vacuno, dichas pérdidas se dan por decomiso de visceras y carcasas al momento del beneficio
en el Camal de Rio Seco o Camal Metropolitano (SERMAMET). Por lo que se considera
que la prevencion de este decomiso es la medida ideal para evitar pérdidas econdémicas por
parte de los ganaderos. La metodologia utilizada es adaptar una prueba diagnostica
recientemente elaborada en medicina humana, la cual es el diagnostico seroldgico que utiliza
el principio de Seroaglutinacion en placa. Es decir, un complejo entre antigeno y anticuerpo,
en donde el antigeno es el latex y el anticuerpo es el que obtuvimos de las muestras

sanguineas al centrifugar y aislar el suero. (3) (Antayhua Anco, 2016)

Por lo que el siguiente trabajo se basa en la elaboracion de un Antigeno de Echinococcus
Granulosus y Echinococcus multilocularis con la finalidad de utilizarlo como una prueba de
diagndstico rapido, y de esta manera los ganaderos cuyo ganado esta siendo afectado, podran
administrar tratamientos y medidas para evitar grandes pérdidas econdmicas que suponen el

decomiso de carcasa y visceras con quistes Hidatidicos. (4)

Las repercusiones econémicas en lo que se refiere a animales cuyo fin es el abasto de
alimento, se valora en el decomiso de drganos y carcasas, es importante tener en cuenta los

costes derivados de la disminucion en la produccion animal. (5)
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1.2. Enunciado del problema

ELABORACION DE UN MEDIO DE DIAGNOSTICO PARA HIDATIDOSIS
BOVINA EN SUERO SANGUINEO, MEDIANTE PARTICULAS ANTIGENICAS Y
NANO-PERLAS DE LATEX

1.3. Descripcién del problema
La hidatidosis o equinococosis, afecta a gran parte del ganado bovino en la ciudad de

Arequipa y a también a nivel Peru, causando grandes pérdidas econémicas por el decomiso
de visceras dafiadas por los quistes hidatidicos. Ademas de esto, realizar un diagndstico
temprano de la enfermedad es dificil sino imposible debido al caracter subclinico de la
enfermedad, esto conjunto al elevado coste de medios diagnosticos como ELISA, PCR, y la
incapacidad de poderse realizar un diagnostico imagenologico adecuado, por la dificultad de
realizarse el procedimiento por el hecho de que muy pocos Médicos Veterinarios poseen la
maquinaria de rayos X, y ultrasonografia para trabajo de campo. Realizar un correcto
diagnostico temprano solo se remite al diagndstico clinico, obteniendo un diagnostico
presuntivo mas no el definitivo. (4)

En animales domésticos, la hidatidosis es una enfermedad que se tornara mortal de romperse
un Quiste lo que desencadenara una reaccion anafilactica masiva, reaccion que es dificil de
controlar debido al poco conocimiento del tema por parte del ganadero duefio de los animales
afectados y sus ayudantes.

En el &mbito de la produccion cérnica, se vera afectada con descenso en los indices de
conversion alimenticia que se traduce en disminucion del peso de carcasa, y en cuanto a los
descensos en la produccion de leche la composicion de esta estard modificada disminuyendo
su proporcion de caseina, grasas, lactosa y se elevaran los cloruros. (5)

Otra problematica es la mortalidad que esta enfermedad produce, al romperse uno o varios
quistes hidatidicos y la posterior mortandad producida por una reaccion anafilactica, asi
mismo segln estudios de prevalencia en el departamento de Arequipa se determind que de
170 muestras de canes en zonas rurales como de zonas urbanas, 2 de estas eran positivas a
Echinococcus granulosus. (6)

En algunas zonas del Per(, donde la enfermedad Hidatidica es endémica, es poco viable la
implementacién de pruebas como Inmunofluorescencia Indirecta, ELISA o Inmunoblot, ya
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que los laboratorios no cuentan con la maquinaria y recursos para la realizacion de dichos
procedimientos. (7)

Dada la naturaleza subclinica de la enfermedad (Hidatidosis), se produciran elevadas
pérdidas econdmicas, esto por la disminucion los indices productivos, a los que no se les
atribuye una causa y origen especifico, lo que impedira la 6ptima manifestacion de fenotipos
e indices productivos, y todo esto por el dafio a los 6rganos internos que albergan los quistes,
siendo principalmente el pulmén e higado (6rgano importante tanto en la regulacion del
metabolismo animal, y que repercute en la produccion lactea y carnica).

La presencia de dicha enfermedad en animales consumidos por el ser humano representa un
gran problema o riesgo para la salud publica, ademas de las grandes pérdidas economicas al

pais, ya que se invierte bastante dinero en el tratamiento de la hidatidosis humana.

1.4. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

1.4.1. Aspecto General

Este trabajo de investigacion tiene como finalidad, la elaboracion de un répido diagndstico
por medio del principio de seroaglutinacion, que de esta manera nos permita establecer
medidas de prevencion, control y erradicacion de la hidatidosis animal, como también

humana.

1.4.2. Aspecto Tecnoldgico

La salud publicay medicina en general requiere de nuevas modalidades profilacticas, ya que,
para realmente atacar el nlcleo del problema, debemos diagnosticar la enfermedad en
bovinos y ovinos, algo que anteriormente se complicaba dadas las pocas alternativas
diagnosticas a las que se tiene acceso en sistemas de produccién bovina y ovina.

Para lo cual, es necesaria la implementacién de una nueva alternativa diagndstica, de rapido
resultado que asi mismo detecte a tiempo animales enfermos positivos a dicha enfermedad,
lo que producira una significativa disminucién de la incidencia de la enfermedad, ya que se
complementard y seria eslabon clave en las politicas de prevencién, control y erradicacion

de la enfermedad.
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1.4.3. Aspecto Social

Aspecto muy importante dado el potencial zoonético de la enfermedad, aunado al riesgo
latente de las personas que laboran en los camales o centros de beneficio y propietarios del

ganado enfermo, ademas de la poblacion consumidora de visceras infectadas.

1.4.4. Aspecto economico

La Hidatidosis o enfermedad hidatidica tiende a generar grandes pérdidas econdémicas
principalmente por parte de los criadores, dadas las pérdidas en leche, asi como las pérdidas
en peso en animales de engorde, lo que se traduce en una crianza de menor rentabilidad.

Se es sabido que todo 6rgano infestado con quistes es decomisado como medida de control
y profilaxis, por lo que estos necesitan ser debidamente eliminados y esto significa costes
adicionales, ademas no es posible vender ningun 6rgano infestado de quistes por el riesgo
latente que representa.

En cuanto a la infestacion en seres humanos, el tratamiento muchas veces tardio por su
naturaleza subclinica, significa grandes costos en tratamientos farmacolégicos como

quirargicos. Aunado a los planes de control y erradicacion.

1.4.5. Importancia

Este trabajo es importante tanto para la salud publica, como para el sector productivo,
aportando con un diagnostico oportuno que nos permitird administrar una terapéutica
adecuada enfocada a evitar el contagio de la enfermedad, asi mismo que nos permitiria
realizar una vigilancia epidemioldgica, de esta manera saber que zonas presentan mayores
indices de incidencia de la enfermedad, lo que le facilitara a entidades del estado como el

SENASA establecer adecuadas medidas de prevencion, control y erradicacion.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos generales
e Elaborar un medio diagnéstico que nos permita identificar bovinos in vivo,
infectados con el parésito Equinococcus granulosus, bajo el principio de aglutinacion
modificado.
2.2. Objetivos especificos
e Realizar la sensibilizacion de nuestro antigeno en perlas de Latex, lo que nos
permitira dar un diagndstico rapido y oportuno de la enfermedad hidatidica en ganado
bovino mediante el método de aglutinacion modificado.
e Determinar la sensibilidad y especificidad del medio diagnostico modificado para el
diagnéstico de Hidatidosis.

12
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3. MARCO TEORICO O CONCEPTUAL

3.1. ANALISISBIBLIOGRAFICO

HIDATIDOSIS:

Los términos hidatidosis y equinococosis se utilizan indistintamente para describir a la
enfermedad zoondtica producida por los cestodos del género Echinococcus, si bien el primer
término se refiere a la enfermedad producida en la fase larvaria del parasito en los
hospedadores intermediarios. Se denomina equinococosis a la infeccién del hospedero

definitivo por el cestodo adulto. (5)

DISTRIBUCION GEOGRAFICA E IMPORTANCIA ECONOMICA Y
SANITARIA

La hidatidosis es considerada una ciclozoonosis presente en todo el mundo, esta enfermedad
estd extendida desde el norte del circulo artico hasta la tierra de fuego, estd muy asociada
con la actividad ganadera de crianza extensiva o animales hacinados con infraestructura cuyo
control sanitario es deficientes, normalmente asociadas a un bajo nivel socioeconémico
ademas de la ausencia de educacion sanitaria. (5)

Alcanza una elevada incidencia en paises de América del Sur, pero el Peru es probable que
sea actualmente la nacion con mayores indices de incidencia y prevalencia de Hidatidosis;
se reportaron en el hombre tasas de hasta 113.07 por cada 100.000 habitantes (Pasco) y 49.85
por cada 100.000 habitantes (Huancavelica). En animales beneficiados se alcanzan
porcentajes de hasta un 87% en provincias de Junin, y 73% en la provincia de Melgar (Puno).
(8)

La prevalencia en perros alcanza indices de hasta 70%.. En el Perd, la hidatidosis esta
limitada a la region de la sierra central y el sur, donde se encuentra el medio ambiente
necesario que favorezca la crianza ovina y en la que ademas se da la presencia del perro en
calidad de “pastor” del ganado. (8)

Se considera que una alta prevalencia e incidencia de casos se da en lugares de crianza de
ganado ovino y bovino, ademas del elevado nimero de perros, en los alrededores de sitios
de crianza, e incluso dentro de los propios sitios de crianza estos son especialmente perros
vagabundos o de la calle”. Este padecimiento es de importancia tanto sanitaria como social

y econdmica. Su importancia se relaciona tanto con el indice de mortalidad humanay animal,
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sino que también por decrecimiento o pérdida del rendimiento productivo y laboral en casos
de hidatidosis humana. (5)

IMPACTO SOCIOECONOMICO NIVEL PERU

La enfermedad de equinococosis quistica causada por el cestodo Equinococcus granulosus,
representa una problematica para el sector salud en el Perd. A pesar de la alta tasa de
prevalencia en comunidades donde la enfermedad es endémica, no se han realizado estudios
que tengan como fin estimar el impacto econdmico de la Equinococosis Quistica en la
sociedad peruana. (9) Por lo que se utilizaron fuentes oficiales de informacién
epidemioldgica y econémica para estimar los costes directos e indirectos que se asocian con
las pérdidas en produccion del ganado, y enfermedad humana. (9)

Se encontro que el costo total estimado de pérdidas econémicas por Equinococosis Quistica
humana fue de US $ 2, 420,348 anualmente, y en cuanto al ganado se dieron cifras que van
desde US $196,681 A US $ 3,846,754, la base de este estudio fue demostrar la gran cantidad
de pérdidas para establecer medidas control y prevencion de la enfermedad. (9)

Las pérdidas en cuanto a ganado se dan por el decomiso de visceras y carcasas, ademas de
disminuir los indices productivos, en cuanto al ser humano las pérdidas se refieren a los

gastos que significan tratar esta enfermedad.

ETIOLOGIA:

La Hidatidosis o también llamada la equinococosis quistica, tiene su origen del paréasito
Echinococcus granulosus, el cual taxonémicamente hablando se le considera un complejo
multi especie denominado E. granulosus sensu lato(s.l.). A este complejo la conforman
varias especies de E. granulosus como: E. granulosus sensu stricto (s.s.) (genotipos G1, G2,
G3), E. equinus (genotipo G4). E. ortleppi (genotipo G5), E. canadensis (genotipos
G6/G7/G8/G9/G10) y E. felidis (cepa ledn). ElI E. granulosus s.s. (genotipo G1), se
distribuye en todo el mundo y es la causa del 80

% de casos de Hidatidosis Humana. (10) (11)
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Clasificacion taxondémica de Echinococcus granulosus :

Phylum: Platyhelminthes

Clase: Cestoda

Orden: Cyclophyllidea

Familia: Taeniidae

Género: Echinococcus

(12)

Existen 4 especies de este género: E. granulosus, E. multilocularis, E. oligarthrus y E. vogeli
(13); causante de la Equinococosis quistica en el ser humano, ademas de la Equinococosis
alveolar, siendo los dos Gltimos causantes de equinococosis poliquistica. En el Peru se
encuentra unicamente E. granulosus. (14) (15)

En épocas pasadas se observd una variabilidad genotipica y genética, donde se logro
identificar varias cepas (Pearson, 2002). Actualmente se reconocieron 9 cepas las cuales son:
Ovina (G1), Ovina de Tasmania (G2), Equina (G4), Bovina (G5), Camélidos (G6), Porcina
(G7), Cérvidos(G8), Ledn y Lagomorfo (16) (17) (15) la cepa ovina (G1) sobrevive gracias
a que perpetta suciclo vital en los que participan el perro y la oveja, suele infectar también
a humanos, cabras, vacas, camellos, bufalos, y suinos (hospederos intermedios) como a
zorros y otros de la familia de los canidos (hospederos definitivos). (16)

Podemos encontrarla el América del Norte, Centroamérica, Sudamérica, Asia, Australia,

Europa. Africa (18). Se detectd otra cepa ovina secundaria en Tasmania. Esta cepa

descubierta, difiere respecto a la morfologia de la cepa 1, habiendo un acortamiento

significativo del periodo patente en perros, al compararse con la cepa ovina G1 (18) (15)

Figura 1. Echinococcus granulosus.
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Imagen completa de la tenia.

Tomado de Bowman, 2011. (19)
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CICLO EVOLUTIVO:

El ciclo bioldgico de los gusanos taeniformes, involucra a mamiferos carnivoros como
hospederos  definitivos, y mamiferos herbivoros/omnivoros como hospederos
intermediarios. Los estados larvarios en etapa adulta o estrobilar, tienden a vivir dentro del
duodeno o yeyuno y su tamafio puede variar segin la especie afectada, el tamafo del

Echinococcus multilocularis oscila entre 1.2 a 3 a 7 mm de largo. (5)(10)

Figura 2. Histopatologia. Quiste Hidatidico de Echinococcus granulosus con tres capsulas

germinales, cada una tiene en su interior tres 0 mas protoescolex.

Tomado de Bowman, 2011.(19)

El cuerpo es segmentado y tiende a tener hasta 4 proglétidos Ilamados también unidades
reproductivas. En cada proglétido maduro puede haber hasta 587 huevos fértiles en
promedio, se estim6 que los proglétidos maduros o denominados gravidos se producen y se
expulsan junto con los desechos fecales cada 15 dias, en un promedio de 0.071 proglétidos
por dia, por cada Tenia, siendo el nimero de Tenias algo mas variable. Los caninos pueden
llegar a ser portadores de cientos de Echinococcus granulosus, y no presentar
sintomatologias o sindromes aparentes. (10)

La Tenia adulta se reproduce sexualmente y sus huevos pasan a las heces de su hospedador.
17
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Los huevos son de caracteristicas ovoideas en cuyo interior se encuentra un embrion

hexacanto o también llamado oncosfera (primer estadio larval). (10) (5)

Figura 3. Protoescélex Obtenidos de un quiste hidatidico por Echinococcus granulosus. En

la Izquierda esta invaginado en su capsula oval y en la derecha esta evaginado.

Tomado de Bowman, 2011. (19)

Figura 4. Histopatologia. Se observa una larva adulta de Echinococcus granulosus adherido

a la mucosa del perro.
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Estos huevos tienen una larga supervivencia en el medio ambiente, sobre todo cabe recalcar
que su supervivencia es dependiente de la temperatura, sobreviviendo hasta 294 diasa 7° C,
28 dias a 21° C y hasta 10 minutos entre 60° a 100° C. (10)

Dichas heces son consumidas por su hospedero intermediario (Bovinos, Ovinos), al
consumir alimento con contaminacion fecal (huevos embrionados presentes en heces y
estrobilos). (5) (20) (10)

Los huevos con tamafios de 30 a 50 um /22-44 um, eclosionan dentro del intestino delgado
del hospedero intermediario, dicha eclosién es ayudada por enzimas digestivas proteoliticas
especificas, posterior a la eclosion se libera una oncosfera o que penetra la mucosa intestinal
evaginandola con tres pares de glandulas y ganchos de penetracion (estas glandulas producen
lisis en los tejidos y la protegeran de las enzimas digestivas del hospedador), gracias a su
movimiento en forma ritmica de su cuerpo, estas penetran en el interior criptico de las miles
de vellosidades yeyunales e ileacas superior, que llega hasta a un pequefio vaso sanguineo
y vaso linfatico, desde donde llegan lentamente instalandose o fijandose en un punto en el
cuerpo que puede ser el higado, el pulmén, bazo, y otros érganos (Tratandose de E.
granulosus), en el 6rgano donde se fije la oncosfera, pueden ocurrir tres situaciones: la
primera es su destruccién por la reaccion celular, la segunda es su muerte repentina o que
inicien su transformacién a un quiste hidatidico. Las oncosferas suelen quedar aisladas o
retenidas en el higado, otras se instalan en el pulmon pasando previamente por el higado, y
muy raramente se localizan en bazo, tejido muscular, rifiones, hueso, cerebro, etc. (5) (20)
Su ubicacion se relaciona con la anatomia y fisiologia del hospedero, asi mismo influye la
especie y la cepa parasitaria. (5) (20)

Llegado el cuarto dia luego de instalarse en el tejido, los embriones hexacantos (Oncosferas
o primer estado larval) tienden a medir 40 um y van formando un agujero o cavidad en el
interior del parénquima o masa del 6rgano afectado. En 10 a 14 dias post infeccion se
reorganizan por medio de proliferacion celular, degeneracion de los ganchos, atrofia
muscular, vesiculizacién y para concluir se forma de una cavidad o agujero central, ademas
del desarrollo de las capas germinativa y laminar, dando formay lugar al quiste hidatidico o
metacestodo. (5) (10)
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Figura 5. Estructura del Quiste hidatidico.
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El metacestodo de E. granulosus es tipicamente un quiste unilocular es decir se localiza en
una sola parte del organo, ademas de presentar forma sub-esférica. Crece en forma
conceéntrica y expansiva entre 1 a 5 cm anualmente, siendo dependiente de la cepa, especie
de hospedero y gravedad de la infeccion. Su crecimiento se efectia muy pausadamente y
recién al 5to mes empieza a tener una conformacion esférica, suele medir 1 cm de didmetro
ademaés de que se distinguen dos envolturas en su pared. Una vez llegado a este momento,
el crecimiento es mas apresurado, y hacia el séptimo y octavo mes ya habra adquirido un
tamafio variable y puede permanecer en promedio hasta media década (50 afios) en el ser
humano. (5)

El metacestodo de E. multilocularis suele ser multivesicular, cuya estructura tiende a
infiltrarse en los tejidos, la adventicia se forma a expensas del hospedador, se constituye por
pequerias esferas recubiertas en su totalidad por un estroma fibroso de tejido conectivo en
base al colageno. (5)

Las larvas estan contenidas en una matriz semisélida siendo su proliferacién endogena y
exogena, lo cual es atribuible a las células indiferenciadas de la membrana germinativa que
son responsables del crecimiento de tipo infiltrante. (5)

Los quistes estan conformados por tres capas 0 membranas: adventicia, laminar y germinal.
()

La adventicia es de tejido conectivo fibroso y se constituye por tres estratos o capas que se
forman como resultado de la respuesta inmune del hospedero en el inicio de la formacién o
desarrollo de la oncosfera. (5)
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La capa intima esta conformada por macro6fagos, funciona evitando el pasaje de linfocitos y
macrofagos, ademas de actuar como obstaculo o barrera a compuestos que derivan del
metabolismo del parésito, que también tiene tiende a modular el sistema inmune del
hospedero. (5)

Seguido de la intima, se dispone una zona de tejido fibroso, con abundantes fibras de
colageno y fibroblastos, por ultimo, un estrato o capa conformado por el parénquima del
organo. (5)

La capa laminar es caracteristica de la vesicula hidatidica, pluriestratificada, procedente de
la capa germinal y otorga proteccion al quiste de la respuesta inmune del hospedero, cave
recalcar que si es permeable a inmunoglobulinas dado el minusculo tamafio de las mismas.
El interior del quiste o vesicula esta revestido por la membrana germinativa en cuya zona
mas externa se forman unas prolongaciones tegumentarias llamadas microtriquias truncadas,
las cuales se introducen en forma oblicua en la superficie de la capa 0 membrana laminar,
ademas de estar recubiertas por una unidad de membrana llamada plasmatica. (5)

Ya al 5to mes se formaran vesiculas proliferas mediante una reproduccion por gemacion de
la capa 0 membrana germinativa. En un inicio son pequefias estructuras nucleares semejantes
a una yema que tienden a proliferar hacia el interior de su cavidad, crecen, se vacuolizan, y
quedan unidas a la capa germinal por un pequefio pedinculo. En el interior se da la llamada
reproduccion asexual por gemacion y dando cabida a la neoformacién de miles de
protoescolex, los cuales apareceran a los 16 meses post infeccioén en ganado ovino, y a los
10 a 12 meses en suinos. (5)

Figura 6. Histopatologia de un Quiste Hidatidico. Se puede observar la capa adventicia, la

laminar, germinativa y las vesiculas proligeras con escolex en su interior,
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Los quistes hidatidicos con ausencia de protoescolex reciben el nombre de acefaloquistes o
quistes estériles. El origen de los quistes estériles puede deberse a que sean quistes
demasiado jovenes y que estos todavia se estan desarrollando en hospederos inadecuados.
Asimismo, los quistes hidatidicos fértiles o con protoescélex superan en tamafio a los
estériles, lo que significa que los quistes fértiles crecen mas rapido que los infértiles. (5)
Los quistes fertiles contienen Protoescélex vivos en el liquido hidatidico y la membrana
germinativa, a los protoescélex vistos en forma macroscopica se les denomina renilla
hidatidica™. Ciertos quistes tienden a ser hiperfértiles y pueden contener numerosas vesiculas
hijas exdgenas que suelen formarse en la zona perinuclear y se transportan continuamente
hacia la periferia, donde contribuye a la formacion de los tegumentos sincitiales. (5)

Al separarse de su membrana germinativa los protoescélex estan en forma infectiva y
conservando sus capacidades evolutivas, pudiendo vesiculizarse y sintetizar en su periferia
una capa laminada cuticular y en sus estructuras o0 membranas internas los elementos
germinativos que, asimismo forman el liquido hidatidico. (5)

La vesiculizacion exdgena se encuentra ligada a diversos factores extrinsecos del parasito,
asi como a la especie hospedero y el parénquima del organo infestado por el cestodo
Equinococcus granulosus, habiendo mayor frecuencia de la enfermedad en el ser humano
respecto a otros hospederos intermediarios o secundarios. Los huevos embrionados suelen
poseer un doble origen, es decir, un origen normal exdgeno a partir de la membrana
germinativa o proliferativa de la vesicula original, el otro origen deriva netamente de la
liberacion de los huevos embrionados o vesiculas hijas luego de la ruptura del quiste por

accion traumatica (5)
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Figura 7. Ciclo Evolutivo de Echinococcus granulosus.
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Tomado de Center of DiseaseControl and Prevention, 2022. (22)

EPIDEMIOLOGIA:

Factores de riesgo

Se refiere a las multiples causas que provocan que un hospedero intermediario tienda
desarrollar la enfermedad, las cuales son: lugar de residencia (zonas rurales), convivencia
con perros, contacto con perros, matanza o beneficio clandestino de animales, ganaderia,
grupo etéreo, falta de higiene del hombre, y perros que se alimentan con visceras crudas.
(23) (24)

Pérdidas econémicas

Segun datos del Afio 2008 se estimé que anualmente se producen pérdidas econdémicas que
llegan a US$ 145 millones en los paises del Cono Sur y a US$ 178 millones en Perl. Se
encuentra que los indices de prevalencia en Per( son bastante elevados, oscilando entre 40 a
70 casos por cada 100.000 habitantes, en canes se encuentra en el 70% y el 90% se encuentra
en ganado ovino del altiplano del Per(, afecta en primer lugar a las regiones dedicadas a la

ganaderia de la Sierra Central y Sur. El impacto econémico es diverso, recalcando el mas
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importante el cual es el elevado costo del tratamiento médico en los casos de hidatidosis en
el hombre (25).

Distribucion y ocurrencia en Sudameérica:

En los afios de 2009 a diciembre de 2014, se reportaron alrededor de 29556 casos de
Equinococosis Quistica en 5 paises (Peru, Uruguay, Argentina, Brasil y Chile), con tasas de
incidencia que van de 0.012 a 13 por cada 100000 habitantes. Se considera que la casuistica
es mayor dado que existe una Sub-Notificacion o no reporte de los casos de hidatidosis
ademas de la sub-Notificacion de otras enfermedades. (10)

En algunas areas donde la Hidatidosis es endémica, esta puede alcanzar 2500 casos por cada
100000 habitantes, y si se toma en cuenta a los portadores asintomaticos los ndmeros
ascienden a 10000 por cada 100000 habitantes. (10) Se estim6 que el indice de letalidad
medio fue de 2.9% (Periodo de 2009 a 2014) para las 5 nacionesque pertenecen a la Iniciativa
Subregional para el control de la Equinococosis Quistica, habiendo méas de 800 muertes por
hidatidosis. (10) En territorio peruano, la incidencia es mayor en la sierra del sur y centro
del pais, en departamentos como Arequipa, Cusco, Huancavelica, Junin, Pascoy Puno. (10)

Figura 8: Departamentos del Perd endémicos a Hidatidosis.

Almeida, 2007. (26)
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Figura 9: Incidencia de Hidatidosis en Sudamérica. La enfermedad estid presente en

Argentina, Brasil, Chile, Pert, y Uruguay segun region.
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Tomado de Arezo, 2017. (10)

Distribucion y ocurrencia en el Mundo

La infeccion producida por la Tenia Echinococcus granulosus, se trata de una infeccion
cosmopolita, que predomina en paises de Centroamérica y Sudamérica, Europa, Africa y
Asia (27). No se han realizado estudios descriptivos globales sobre la situacion general de la
enfermedad, debido a falta de buena documentacion y registros. Una nueva investigacion
muestra que la tenia E. granulosus es conocida por manifestarse en América, Europa, Africa,
Asia y Oceania y estar presente en al menos 100 paises (28), con la excepcion de paises
como Irlanda, Groenlandia e Islandia (29)

En Per(, en los departamentos de Junin, Arequipa, Cusco y Puno la enfermedad se ha
encontrado en ovinos, bovinos, caprinos, porcinos y camélidos sudamericanos andinos (14).
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Figura 10: Distribucion mundial de la enfermedad Hidatidica causada por Echinococcus

granulosus.
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Tomado de Heracles, 2018 (30)

HIDATIDOSIS EN ANIMALES:

Hospedadores definitivos:

En perros o caninos infestados por el cestodo E. granulosus en etapa adulta, no se logra
apreciar sintomatologia clinica aparente, asimismo no hay cambios patolégicos observables
en el exterior del animal afectado, incluso en animales con alta carga parasitaria no se
observa ninguna alteracién significativa (28); se presume que una infeccién masiva podria

desencadenar enteritis en caninos (31).

Hospedadores intermediarios:

La infeccion de hospederos intermediarios se adquiere gracias a que estos ingieren en forma
oral los huevos infectados, encontrados en gran presencia en las pasturas, las que son
consumidas por ellos mismos como alimento, se libera la oncosfera previamente liberada
por accion enzimatica del intestino del Hospedero Intermediario, ingresa en la pared del
intestino y se transporta por via sanguinea hacia el Higado y otros 6rganos (32).

La cantidad o nimero de quistes van desde uno a varios, con un contenido de fluido
transparente y claro, estos quistes se localizan mas en pulmones e higado, también se le

encuentra en otros 6rganos internos como cerebro, bazo y rifiones (33).
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Los quistes ubicados en Higado, Pulmones y hasta cerebro, tienden a crecer lentamente sobre
el parénquima del 6rgano en cuestion, causando compresion en él (1). Los sintomas
generalmente se deben a la presencia obstructiva del quiste en parénquima del 6rgano
infestado (34) (35), sin embargo, no se ha precisado una sintomatologia clinica definida
(31).La infeccion es casi siempre asintomatica, a excepcion de unos 20 enfermos infectados
con quistes que permanecieron largo tiempo o son poseedores de elevado cargamento
parasitario (28).

Se dificulta el diagnostico clinico de la enfermedad en un animal enfermo de Hidatidosis, ya
que no se sospecha la presencia de quistes hidatidicos como entidad clinica (36). Por la
caracteristica de las infecciones de en su mayoria no presentar sintomas, el diagndstico
confirmativo suele ser un descubrimiento post mortem (37)

El diagnostico se realiza al momento del sacrificio del animal en mataderos o al momento
de la necropsia o beneficio (38). La forma mas sencilla de diagnosticar Hidatidosis en
bovinos y otros animales, es realizando el examen post mortem o necropsia en centros de
beneficio o camales (31).

En Perd, los hospederos intermediarios de la Tenia Echinococcus granulosus principalmente
son rumiantes como ovinos, bovinos, caprinos, omnivoros como porcinos y camelidos
sudamericanos andinos (llama, alpaca y vicufia). Ganado que pertenece generalmente a la
sierra del Pais. (24).

Se reporté mermas en el peso del animal, con disminucion de 2,5% en el peso total de carcasa
en ovinos. (25) (39). Esta enfermedad es mas frecuente en ganado ovino, respecto al ganado
bovino, con datos de prevalencia que indican que en ovinos es del 89% y en los bovinos de
80% (40).En los ovinos, alrededor de un 70% de los quistes crecen y se van desarrollando
en los pulmones, un 25% en el higado y los restantes en otros érganos (36).

Los animales mas viejos suelen estar mas afectados por los parasitos y presentan quistes de
mayor tamafio y nimero al ser comparados con animales mas jovenes; segun los estudios de
prevalencia en ovinos, las hembras suelen estar mas parasitadas, lo que se debe a la
inmunosupresién producida fisiologicamente al momento del parto. (5) Se reportaron
mermas producidas por la E. quistica, que disminuyen en un 2.5% en canal ovina y 11% del

total de terneros nacidos (41).
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INMUNIDAD:

INTERACCION DEL E. GRANULOSUS CON EL COMPLEMENTO (A.M.
Ferreira, 2000)

Durante la infeccidn temprana, el parasito tiende a activar el sistema del complemento, por
lo tanto, se determind que es una infeccidn que interactta con el complemento. (42)

Pero en el momento de la formacion del quiste hidatidico, el parésito forma una pared, capa
o también llamado muro quistico, el cual genera una no muy potenciada reaccion del
complemento ante el antigeno de la pared del quiste. (42)

Se sabe que la forma en la que se infectan los hospederos secundarios es el resultado de la
ingestion de huevos u oncosferas (presentes en las heces de perros, que al liberar oncosferas
al eclosionar que previamente fueron digeridos por enzimas). (42) (5) Luego los
protoescolex, pueden generar un desarrollo inverso y volverse quistes en el organismo del
hospedero secundario, a esto se le llama infeccion secundaria, debido a que la primaria es
por huevos (embriones hexacantos). (42)

La caracteristica mas importante en la relacién huésped parasito, es la presencia de la pared
0 muro quistico, sintetizado por el parasito, el cual es multilaminado, le confiere proteccién
y lo aisla de las células y tejidos del hospedero. (42)

El complemento al ser un efector de la respuesta inmune tanto natural como de memoria o
adaptativa, tiene el suficiente potencial para interactuar opsonizando al parasito y dafiarlo en
ambas fases de la infeccion (Infeccion Primaria y Secundaria). Incluso es capaz de actuar
cuando el quiste ya esta establecido ya que la membrana laminada o muro quistico es
permeable a macromoléculas. Por lo que el tegumento sincitial de la capa germinal es
permanentemente expuesto a niveles del complemento no diferentes al de liquido
extracelular. (42)

En ensayos in vitro se demostré que en etapas infecciosas del Equinococcus granulosus, este
es susceptible a la lisis mediada por el complemento, comparada a otra muestra con la que
se le quito el complemento y se demostrd que no hubo destruccién o lisis del Paréasito. (42)
Las vias de activacion del complemento que estan implicadas en la destruccion o lisis
parasitaria ain no estan demostradas. Pero lo que si se determind, es que, a mayor cantidad
de anticuerpos, la lisis es mas efectiva por medio de activacion de la via clasica del

complemento que asimismo es mediada por anticuerpos. (42)
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Las formas infectivas son susceptibles a la lisis o destruccién mediada por el complemento,
también Ilamado complejo de ataque a membrana. (42) (3)

En Base a esto podemos estimar que si habra reaccion de unién Antigeno-Anticuerpo (siendo
el antigeno sintetizado a partir de restos de E. granulosus de quistes obtenidos de ovinos y
perlas de latex), al mezclar nuestro Antigeno en Latex con el Suero Bovino u Ovino. Esta
reaccion observada in vitro se llevard a cabo por la unién entre Epitopo y Paratopo, de

parasito y anticuerpo respectivamente. (7) (3)

ANTIGENO DE ECHINOCOCCUS GRANULOSUS:

La proteina B antigénica de Equinococcus Granulosus (EgAgB), es una proteina de suma
importancia la cual se puede obtener del fluido del quiste hidatidico, dicha proteina tiene
importancia ya que es la que induce la respuesta inmune humoral, donde se producen
anticuerpos contra dicho antigeno. Sabiendo esto dicha proteina (EgAgB), servira de eslabdn
fundamental en la elaboracidn de nuestro antigeno en Perlas de Latex. (43)

Se determind gracias a la prueba de PCR, donde se hacia la secuenciacion de varios antigenos
(EgAgB/1y EgAgB/4) de EG, provenientes de distintos quistes, que si bien en varias partes
de los genes G1 Y G6 habia variacion respecto al Antigeno 4(EgAgB/4), habia mucha
similitud en las estructuras terciarias de ambos Antigenos de Eg. (43)

Por lo que se consider6 a ambos Antigenos como materia de investigacion en la elaboracion
de una vacuna. (43)

Dichos antigenos, forman parte del total de proteinas del liquido Hidatidico, ya que son las
que inducen la sintesis de anticuerpos por el sistema inmune del hospedero, ademas dado el
caracter “crénico de la enfermedad™ encontraremos en mayor medida anticuerpos de tipo
IGG respecto a anticuerpos IGM. Las proteinas presentes en el Liquido Hidatidico actuaran
como los antigenos que estaran unidas en las particulas de Latex luego de ser sometidas a
centrifugacion, dada su antigenicidad la formacion de inmunocomplejos entre un suero
problema y nuestro antigeno es muy probable que sea factible, por lo tanto, serad posible
observarse una reaccion fisica, en nuestra prueba de aglutinacion pasiva.

Epitopo y Paratopo de la reaccion Antigeno / Anticuerpo:
En base a la elaboracién de una vacuna contra el EG, se sabe que es necesario determinar la
secuencia de aminoacidos que codifican el epitopo, se determind que dicho epitopo es

especifico del EG, y sobre todo tiende a unirse a TCR y BCR, lo que significa que dicho
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epitopo codificado es eslabdn fundamental en la reaccion antigeno-anticuerpo. Se sabe que
el antigeno juega un rol de mucha importancia en la inmunizacién mediante vacunas. (44)
Para obtener la secuenciacion de ADN del EG, se realizd0 PCR, se colocé el ADN en
electroforesis y solo se pudo leer hasta 500 pb (pares de bases) del GEN, lo que impedia que
se identifique a totalidad el GEN que codifica el epitopo, por lo que se tuvo que someter a
electroforesis varias veces el mismo ADN utilizando el método de pistola cerrada, luego con
ayuda de software de computadora se conectaron las secuencias aleatorias al ADN. Dicho
proceso permitio que se establezca la secuencia de ADN del epitopo con precision. (44)
Para otros tipos de equinococos se utilizo BLAST, FAST A 'y CLUSTAL para culminar
dicho trabajo e identificar el epitopo codificado por el ADN de EG. (44)

Identificacién o reconocimiento del sistema inmune del hospedero (45)

Para poder identificar el Antigeno primero fue necesario que este sea sometido a degradacion
para disminuir su tamafio en péptidos cortos. EI Antigeno se hidroliza en proteosoma y el
nuevo fragmento del péptido se une a una proteina TAP, lo que le ayuda a trasladarse a ER
(Reticulo Endoplasmaético). (44) (45)

Yaen el ER la ya sintetizada microglobulina o en este caso el Paratopo se une al fragmento
del péptido formandose el complejo antigeno-anticuerpo en este caso antigeno-MHC
(Complejo mayor de histocompatibilidad), luego dicho complejo es llevado al aparato de
Golgi y este expresara en la membrana plasmatica para posteriormente ser reconocido por
células TCD8. (44) (45)

Dicho antigeno se hidroliza en los lisosomas del linfocito T CD8, y se unio al
MHC2(Complejo mayor de Histocompatibilidad de la célula CD8), lo que posteriormente
generard que pueda este ser reconocido por células TCD4 debido a su expresiéon en la
membrana celular. (44) (45)

Para realizar dicha prediccion anteriormente esquematizada es necesario la obtencion de
buenas muestras del parasito o el epitopo para ser mas exactos y la utilizacién de métodos
bioinformaticos que permitan determinar casi a exactitud el epitopo, programas tales como
PREDITOP, BEPITOPE, BcePred entre otros. (44) (45)

Esta forma de predecir el epitopo es la mejor debido a que logra una mas = potente”
inmunizacion del sujeto de prueba.
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SIGNOS CLINICOS:

La sintomatologia es variada, y muy dependiente de la ubicacion de los quistes hidatidicos,
con diferencias en cuanto al origen de estos, denominandose primitivos o secundarios,
ocasionados por la ingestion de proglotides del parasito adulto (con un contenido de huevos
0 embriones hexacantos) o restos de huevos, y pardsito en estado larvario
respectivamente(metacestodo). (21)

En cualquier localizacion donde se ubique un quiste hidatidico o metacestodo, se originaran
trastornos locales o generales, no manifestandose al inicio, pero a medida que transcurren
los afios dichos quistes aumentan su didmetro, evolucionando en forma silenciosa con
tendencia a la expansion y ruptura, por lo tanto, la invasion de otros 6rganos de manera
secundaria por vesiculas proliferas. (21)

El cuadro clinico se asemeja al observado por la presencia de tumoraciones; siendo el
aumento del tamafio del 6rgano algo muy usual; rechazo de visceras; sindrome doloroso que
podria repercutir también en la ganancia de peso del animal, en donde dicho dolor se asevera
en quistes de ubicacion Hepatica cercanos al arbol biliar; célicos hepaticos y o renales,
ademas de hipersensibilidad por la ruptura de un quiste. (21)

En cuanto a los seres humanos el higado es el 6rgano mas parasitado, pero en ovinos es

distinto presentando en los mismos mayor presencia de quistes en pulmon. (21)

Hidatidosis hepatica

Hay tendencia a tener mas de un solo quiste, es mayormente de origen primario o primitivo
y rara vez secundario, puede ubicarse en forma intrahepatica o superficial, pudiendo crecer
y exteriorizarse a 6rganos vecinos como el diafragma, pulmones y peritoneo formando
adherencias en el mismo. (21)

En el higado cerca de 90% de los quistes son fértiles, y el resto infértiles (acéfalo quistes).
Cuando la nutricion hepética del parasito se ve afectada o el paréasito envejece, se forman las
Ilamadas vesiculas hijas transformandose en un quiste multivesicular, con tendencia a la
vesiculizacién exdgena. el aumento de tamafio compartira la adventicia produciendo
degeneracion hialina que culmina con calcificacion. (21)

En humanos una complicacién de importancia es la formacién de abscesos hepaticos cuando
el quiste invade el arbol biliar por contaminacion ascendente de bacterias provenientes del
duodeno, ocasionando todo un sindrome de hepatomegalia, dolor, y fiebre. Otra

complicacién no menos importante es la ruptura, que ocasiona prurito, urticaria y hasta shock
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anafiléctico. Si bien estos sintomas son descritos en la enfermedad humana, no debemos
descartar que ocurre en forma similar con el ganado bovino y ovino, dada la capacidad del
sistema inmune de generar un respuesta anafilactica a grandes cantidades de liquido
hidatidico y arenilla hidatidica que en este caso son reconocidas por el sistema inmune del
animal como Antigeno, el cual desencadenaria una liberacion masiva de histamina mediante
la degranulacion de mastocitos o células cebadas alrededor de los vasos sanguineos y en el
interior de los mismos. Consecuente a la liberacion de Histamina se desencadena todo el
cuadro de Shock anafilactico el cual es mas complicado de manejar en los sitios de crianza
animal. (21)

Figura 11. Quiste Hidatidico. Higado de un caballo afectado por Hidatidosis.

Tomado de Bowman, 2021. (46)

Hidatidosis Pulmonar

En el pulmon son de origen primitivo, con infeccion proveniente de la via sanguinea,
posterior a que el embridn hexacanto sobrepasé la via hepatica . Una caracteristica para
resaltar es que carecen de adventicia, y no contienen vesiculas hijas, siendo mayormente
estériles a diferencia del higado. Su localizacion en el pulmén tiene una tendencia de
crecimiento méas acelerado que en el higado. La ruptura de un quiste por medio de
traumatismo manifestara principalmente shock.

Un quiste que se rompe hacia la superficie pulmonar causara un cuadro de dolor, disnea y
cianosis, ademas de un hidroneumotorax que puede tornarse purulenta por invasion de

bacterias bronquiales. (21)
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Tomado de Bowman, 2011 (19)

Hidatidosis cardiaca

Es muy rara en humanos, con indices de 0,2 a 2 % en el total de casos, con origen
mayormente primitivo, el embrién hexacanto tiende a llegar al miocardio luego de pasar del
higado al corazon, por via circulatoria hasta llegar al ventriculo izquierdo por medio de
arterias y venas coronarias, este se fija y evoluciona en el miocardio, su adventicia tiene
tendencia a calcificarse. Siendo de crecimiento lento, distendiéndose y lesionando las células
cardiacas provocando una fibrosis en esa zona. (21)

La ruptura intracardiaca producira graves sindromes anafilacticos, con dolor precordial
puede irradiarse como un infarto. (21)

Con sintomas dependientes de la ubicacidn especifica del paréasito, asi es como un pequefio
quiste podria estar comprimiendo una arteria coronaria, en caso de estar cercana a alguna
valvula cardiaca puede alterar su funcion y provocar el cuadro de estenosis mitral (en caso

de estar en la zona izquierda). De estar ubicado en el haz de His, podria ocasionar graves
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alteraciones en la conduccion eléctrica del corazén y hasta una muerte subita en humanos.
(21)

Hidatidosis en otras ubicaciones

La hidatidosis esplénica, es generalmente de origen primitivo, a partir de la evolucion
vesicular de un embrion hexacanto, posterior a su llegada por via arterial al Bazo. Por lo
general solo hay un Quiste pudiendo tener o no vesiculas hijas. Las caracteristicas
anatomicas del Bazo le confieren cierta seguridad al quiste, es decir por la ausencia de
conductos es mas facil que se complique el cuadro clinico a diferencia de otras
localizaciones. Esto no descarta que el quiste siga creciendo hasta invadir abdomen,
peritoneo, estbmago, intestinos y pancreas. Razon por la cual no descartamos un cuadro de
dolor subyacente que podria traer mermas en consumo, produccién lactea y ganancia de
peso, ademas de predisponer a otras patologias por mayor sintesis de cortisol endégeno. (21)
En tumores renales tiende a invadir un solo rifion, de origen primitivo, rara vez se presentan
quistes maltiples. Con tendencia expansiva, tienden a avanzar hacia hilio renal, invadiendo
organos cercanos y formando adherencias. En Humanos, ovinos y bovinos, el quiste se
localiza en la zona de la corteza del rifidn, a diferencia de equinos que por su anatomia los
quistes no estarian desplazados hacia la periferia como en las anteriores especies sino mas
hacia el cortex del rifion de origen equino. Con frecuencia hay infeccidn bacteriana por via
hematica o urinaria, ayudado por la tendencia expansiva del quiste que puede llegar hacia
los célices renales distendiéndose y de esta manera el parasito entra en contacto con la orina.
Formando hasta abscesos, que en la clinica se observan al encontrar pus en la orina ademas
de encontrar raramente hematuria. La presencia de quistes renales provocara un sindrome
doloroso. (21)

En el cerebro es muy rara la presencia de quistes, de origen tanto primitiva como secundaria,
en la forma primitiva llega por medio de las carotidas, ubicAndose mayormente en hemisferio
Izquierdo, istmo del encéfalo e hipofisis. Es Unico. Muy rara vez maltiple, con tamafio de 8
cm, al crecer invade cavidad ventricular, forma una adventicia con la leptomeninge. De
ubicarse en la zona frontoparietal ocasionara: paresia, paralisis, crisis epileptiformes,
disartria y trastornos de la conducta. De localizarse en la zona posterior apareceran vértigos,
problemas auditivos, trastornos o alteraciones de deambulacién y de equilibrio. Si se rompe

el quiste en ventriculos cerebrales, puede presentarse
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hipersensibilidad, hemorragia subdural grave, dolor intenso, vomitos, estrabismo, rigidez en
la nuca, y colapso con o sin convulsiones. (21)

CONTENIDO DE LOS QUISTES:

Se analiz6 tanto quistes como fluidos, con la finalidad de determinar sus contenidos en
electrolitos (aniones y cationes), acidos nucleicos, proteinas, enzimas, productos residuales
del nitrogeno, carbohidratos y lipidos. (47)

En cuanto a los electrolitos se encontrd que los cationes presentes eran Potasio(K), Magnesio
(Mg), Calcio (Ca) y Sodio (Na). Los tres primeros estaban en mayor proporcion en los
protoescolex respecto al fluido, a diferencia de estos el Sodio estaba en ambas cantidades en
protoescélex y fluido Quistico. Los aniones presentes eran Cloro (Cl), Fosfato y
Bicarbonato, siendo el Cloro el de mayor contenido en el fluido no habiéndose encontrado
en los Protoescolex, en contraste del Cloro presente en el fluido Quistico, los Protoescdlex
presentaban cantidades mayores de Fosfato y Bicarbonato. (47)

Los Acidos Nucleicos encontrados fueron Basicamente ADN y ARN y Amonio, estos solo
estaban presentes en los Protoescolex no encontrandose en el fluido Quistico. Se encontraron
también Urea, Acido Urico, Creatinina y Bilirrubina, estos estaban presentes solo en fluido
Quistico. (47)

Las Proteinas del Fluido Quistico eran principalmente Albumina y Globulina, estando en
proporcion de 1:2 respectivamente. Las albuminas y Globulinas conformaban 1/3 de la
proteina del protoescolex. (47)
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Figura 13. Tabla Cantidades de compuestos nitrogenados en quistes frescos y liofilizados.

TABLE 2—QUANTITIES OF NITROGENOUS COMPOUNDS IN LYOPHILIZED AND FRESH PROTOSCOLICES (MG/G)
AND FLUID (MG/ML) OF HYDATID CYSTS OF E, granulosus

Lyophilized Fresh Sheep Mouse

Compound protoscolices protoscolices hydatid fluid hydatid fluid
RNA 2090 +0-25 1-40+0-14 0-05+0-005 0-03 +0-003
DNA 7-63+0-10 0414001 0:02+0.003 0-01 +0-004
Uric acid not detectable not detectable 0-002+0-001 0-003 +0-001
Creatinine not detectable not detectable 0-007+0-003 0-002 +0-001
Bilirubin not detectable not detectable 0-001 + 0-0005 0:002 +0-001
Ammonia nitrogen 280-63+3-12 71-58+2-01 0-:004 +0-002 0.004 + 0.00t
Urea nitrogen 166+ 084 0:25+0-03 21 +0-06 0:22+0-04
Total protein 525-50+ 8-40 7710+ 104 3-14+0-16 2-74+0-14
Albumin 192:70+9:16 8:21+0-80 1-10+0-18 0-91+0-01
Globulin 346-80+4-20 16:424+1-12 2:01+0:01 1-81+0-11
Enzymes*
Phosphatases (AU/g or ml) 7130-47+4-61 228-60+5-31 1:00+0-06 not detectable
GOT (RFU/g or ml) 4393-91+6-50 272-12+2-40 15-00+2-15 9-00+1-11
GPT (RFU/g or ml) 462-51 +7:02 20-2142-18 3-00+0-80 1-00+0-20
LDH (U/g or ml) 7708-61+10-16  1800-02 +3-04 64:00+3-10 48-00 4+ 4-01
Amylase not detectable not detectable not detectable not detectable

All results are means of duplicate values +1 the difference between these values.
Frayha, 1980. (47)

Se encontré enzimas, como la LDH, TGO, TGP, Fosfatasas, lo que es un indicador de
actividad enzimatica del quiste. (47)

El Contenido de Lipidos, fue mayormente colesterol, ésteres de colesterol, monogliceridos,
digliceridos y triglicéridos, acidos grasos y fosfolipidos, estos fueron principalmente
encontrados en los protoescolex, siendo los fosfolipidos los de mayor proporcion. (47))
Los carbohidratos de los protoescolex fueron Glucogeno, Trehalosa, Glucosa, carbohidratos

estables a los alcalis y sacarosa (presente en fluido y quistes). (47)

DIAGNOSTICO:

Esta enfermedad es de dificil diagnostico debido a la amplia sintomatologia que presenta
esta enfermedad. Para que se logre un diagndéstico definitivo es necesario emplear métodos
auxiliares, como lo es el diagnéstico por imagen el cual no logra precisar con exactitud
agente etioldgico. El diagndstico inmunolégico cumple una funcién importante ya que
permite hallar o detectar anticuerpos circulantes que indiquen la presencia de equinococosis
quistica en animales sospechosos de la enfermedad. (7)

Actualmente las alternativas de diagnostico serolégico mas utilizadas son la prueba de
ELISA, la Inhibicién de la Hemaglutinacion, la Inmunofluorescencia Indirecta, el arco V' y
Western Blot. Para realizar el método de ELISA se requerird equipamiento y material de
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costo elevado; la prueba de inmunofluorescencia indirecta se necesita de un microscopio con

luz fluorescente y de antigenos de venta comercial, cuya disponibilidad es limitada; la prueba
de hemaglutinacién indirecta tiene el inconveniente de dar en diferentes resultados
dependiendo de la region endémica. (7)

El método del arco en V cuenta con una baja sensibilidad, y se trata procedimiento que
demora para que se ejecute, el método de western Blot cuenta con una sensibilidad y
especificidad elevada, es de mucha utilidad para obtener un diagnéstico confirmatorio siendo

el unico inconveniente para su uso su alto costo. (7)

Figura 14. Diagndstico de Hidatidosis Utilizando Western Blot por medio de electroforesis

en nitrocelulosa.
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Bulashev, 2017 (48)

El método de diagndstico por aglutinacion se basa en la elaboracion de un reactivo en
particulas de latex, el cual esta conformado por una suspension de particulas de latex de
poliestireno, sobre la que mediante previos procesos de elaboracién se logro sensibilizar o
adsorber pequefias particulas de la proteina presente en el liquido hidatidico; ya elaborado
nuestra suspension tiene un aspecto uniforme y de consistencia lechosa al ser observada en
una placa de fondo oscuro, su color podria cambiar dependiendo del color de las particulas
de latex empleadas. De enfrentar esta suspensién a un suero con contenido de anticuerpos
contra Equinococcus granulosus, la misma perdera su aspecto uniforme, produciéndose un
agregado de particulas, las cuales se observan a simple vista. Dichos agregados se formaran
debido a la union de las particulas sintéticas adsorbidas con la proteina antigénica y los sitios

de unidn de los anticuerpos (Paratopos). Tanto en Uruguay como en otros paises se
37
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realizaron ensayos con el antigeno Hidatidico en otros paises y se obtuvo una sensibilidad

del 93% y una especificidad del 82%. (7)

Figura 15. Ecografia. Quiste hidatidico asintomatico detectado por encuestas con ecografia.

Arezo, 2017 (10)
En algunas zonas el diagndstico de esta enfermedad en Medicina humana no esposible y

mucho menos en Medicina Veterinaria, ya que es muy complicadorealizar ~ pruebas
como inmunofluorescencia indirecta (IFI), inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA), o

Western Blot por ser laboratorios que cuentan con limitados recursos. (7)

Figura 16. Tomografia Computarizada. Pelvis, quiste multivesicular afectando el Higado y

peritoneo del paciente.

Tomado de Werner, 2013. (21)
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TRATAMIENTO

Si bien existe una gran linea de farmacos antihelminticos indicados para el tratamiento de
teniasis, en el caso de la hidatidosis se demostr6 que el uso en combinacion de Albendazol
con Prazicuantel o Oxfendazol con Prazicuantel, era mas efectivo que utilizar cada farmaco
por si solo, por lo que se recomienda utilizar una terapia combinada, en pro de disminuir la

cantidad de quistes, tanto fértiles como infértiles, segun la especie. (15)

Reacciones de Aglutinacion:

La utilizacién de la prueba de seroaglutinacion en latex, basicamente hace el papel de
indicador de una reaccién de union Antigeno-Anticuerpo.
La aglutinacion consiste basicamente en la observacién macroscopica de una reaccion que
inicialmente es microscopica al unirse una particula que aglutina (aglutinégeno en este caso
nuestra proteina antigénica de origen Hidatidico) y un anticuerpo especifico de este
aglutindgeno (se le denomina aglutinina). (49)
Las particulas pueden tener origen vital o inerte, se suelen emplear hematies y bacterias como
particulas vitales ya que aun conservan sus funciones fisiolégicas. Las inertes no tienen
actividad fisiol6gica mensurable por lo pueden ser de latex (polimero de poliestireno),arcilla,
gelatinas, carbon vegetal, etc. (49)
Para que el aglutinégeno funcione este debera estar distribuido o adherido de forma
apreciable en una particula inerte ocupando la mayoria de su superficie. (49)
Se refiere a Aglutinina completa a toda aquella que siempre va a producir aglutinacion,
siendo las incompletas las que, atn reaccionando con el antigeno no produciran la reaccion
de aglutinacion al estar en una situacion que no favorece la reaccion como por ejemplo, al
tener un antigeno particulado en suspension de hematies en suero fisiolégico o salino. (49)
Dado a su gran tamafio y multivalencia, una aglutinina completa seria la IgM, mientras que
la aglutinina incompleta seria 1gG, ya que solo tiene dos valencias. (49)
Con el fin de obtener una reaccion de aglutinacion correcta, se necesita que la concentracion
del aglutinégeno no exceda al de la aglutinina y viceversa. De no realizarse de esta manera
se dard el llamado fendmeno de zona y se obteniéndose resultados falsamente negativos.
(49)
La temperatura es un factor, que influird en la reaccion de aglutinacion. Mayormente esta
reaccion de aglutinacion se efectuara correctamente si se realiza a temperatura ambiente (
20°C), los aglutindgenos pertenecientes a bacterias tienden a ser mas reactivos cuando se
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Y

trabajan 37°C, inclusive algunas aglutininas tienden a reaccionar de forma favorable con el
aglutindgeno al estar a 4°C (Aglutininas frias o crioaglutininas). (49)

El principio de aglutinacidn de este trabajo se basa en la aglutinacion indirecta o pasiva, ya
que la aglutinina (Anticuerpos obtenidos del suero), reacciona al unirse a un aglutindgeno
que ha sido adherido en forma pasiva a la superficie o periferia de una particula vital o inerte,
que dado el caso dicha particula se trata de perlas de latex, las cuales someteremos a un
proceso de sensibilizacion.

La sensibilizacion es un proceso mediante el cual las particulas inertes como el latex, son

recubiertas con aglutinégenos que no les son propios. (49)

Figura 17. Reaccion de Antigeno-Anticuerpo.
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Tomado de Ocronos, 2019. (50)

Formas de realizar una prueba de aglutinacion:

Las pruebas de aglutinacion se pueden llevar a cabo sobre una ldmina portaobjetos de cristal,
tarjetas visualizadoras, en placas de microtitulacion y en el interior de tubos de ensayo. (49)
Las tarjetas visualizadoras son mayormente de plastico y en dichas tarjetas hay circulos
coloreados previamente impresos. El color de los circulos se relaciona directamente con el
de la particula empleada. Asimismo, si la solucion particulada es blanca, el color interno de
los circulos es negro, y de ser la particula de color obscuro, el color interno de los circulos
es blanco. (49)
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Las placas para microtitulacion también suelen ser de plastico y conforman una serie de
pocillos cuyo fondo es redondo o en cono. (49)

Aglutinacion PASIVA:

Las pruebas que utilizan la aglutinacién como principio diagndstico, son procedimientos
inmunoldgicos basados en cambios fisicos que son inducidos tras la formacion de un
inmunocomplejo. Son también muy extendidas en la practica del diagnostico veterinario,
rentables por su simplicidad y bajo coste, y asequibles para laboratorios no especializados.
©)

Normalmente las reacciones de seroaglutinacién utilizan un aglutinégeno o antigeno
particulado e insoluble, que vienen a ser particulas inertes como el Latex, bentonita, bacterias
y hematies que actian como portadores del antigeno soluble (en otras pruebas también
pueden ser anticuerpos los productos solubles), dichas particulas insolubles no son
aglutinantes directamente. Se utiliza el principio de precipitacion convirtiéndola en una de
aglutinacion, lo que mejora la sensibilidad de la prueba. (3)

El uso de particulas inertes o esferas de Latex en suspension, son comunmente utilizados
como aglutinégenos, lo que mejora la uniformidad, estabilidad y rapidez de la prueba (3 a5
minutos), su uso se extiende a la identificacion de variados agentes patdgenos de importancia
médica. (3)
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ANTIGENO EN PERLAS DE LATEX:

El antigeno hidatidico, utilizado para el diagnostico de la enfermedad Hidatidica o
Hidatidosis, elaborado en base a una suspension de particulas inertes de latex de poliestireno
sobre los que se absorbid una proteina Antigénica procedente de Liquido Hidatidico. la
suspencidn particulada es de aspecto uniforme y lechoso, al ser observada con la vista o al
colocarla sobre una placa de cristal de fondo oscuro.

Este antigeno al ser enfrentado a un suero que posee anticuerpos contra Equinococcus
granulosus, pierde su apariencia uniforme produciendo una agregacion de particulas, cuyo
cambio fisico puede ser observado en forma macroscopica a simple vista.

Esta agregacion de particulas se produce por la formacion de inmunocomplejos, al unirse las
particulas antigénicas (Epitopos) adsorbidas en las nano perlas de latex con el antigeno, a los

Paratopos de inmunoglobulinas o anticuerpos del suero sanguineo positivo a la enfermedad.

3.2. REVISION DE ANTECEDENTES DE INVESTIGACION

3.2.1. Andlisis de Tesis

a.” DETERMINACION DE LOS FACTORES DE DECOMISO DE VISCERAS
ROJAS (HI'GADOS Y PULMONES) EN VACUNOS (Bos taurus) EN EL CAMAL
METROPOLITANO DE RIO SECO- DISTRITO DE CERRO COLORADO -
PROVINCIA Y DEPARTAMENTO DE AREQUIPA. REPOSITORIO DE TESIS
UCSM. 2015."

(Sudnereida Erika, Huayta Huaracha)

Este es un resumen de un estudio que se llevo a cabo en el Camal Metropolitano de Rio Seco
Cerro Colorado Arequipa en los meses de julio a setiembre de 2015. El objetivo del estudio
fue determinar los factores de decomiso de visceras rojas (higado y pulmon). Se beneficiaron
12,255 bovinos en total, siendo julio el mes con mayor beneficio (36.04%). El 77.77% de
los bovinos beneficiados eran machos y el 22.23% eran hembras. La mayoria de los bovinos
eran procedentes de Puno (76.46%). Se decomisaron visceras por distintas razones, como
distomatosis, hidatidosis, cirrosis y abscesos. En cuanto a la edad de los bovinos, el 58.61%
tenia entre 4 y 5 afos. (4)
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b. "EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO EPIDEMIOLOGICO DE
LA HIDATIDOSIS EN LA REGION DE TACNA DEL 2000 AL 2010°

(Noely Diana, Velasco Mamani)
Este estudio evalud la prevalencia y la tasa de prevalencia de hidatidosis en la region de
Tacna durante el periodo 2000-2010, asi como el conocimiento de la enfermedad en la
poblacion humana a través de una encuesta. Se analizaron los registros estadisticos y
hospitalarios, y se encontrd una prevalencia del 4,96% en bovinos y del 91,01% en ovinos
en ese periodo. La tasa de prevalencia humana en la region fue de 10,32% x 100,000
habitantes. Se concluyo6 que la hidatidosis sigue siendo un problema de salud publica en la

region y que es necesario mejorar la educacion sobre la enfermedad. (52)

c. “FRECUENCIA DE DECOMISOS POR EQUINOCOCOSIS QUISTICA EN
BOVINOS BENEFICIADOS EN EL MATADERO SAN PEDRO - LURIN,
DURANTE EL PERIODO 2014 — 2015

(Ginnym Karla, Mescua Leiva)

El siguiente estudio trata sobre la relacion entre el ganado bovino en Per( y la equinococosis
quistica (E.Q), una enfermedad parasitaria que afecta a los bovinos y puede producir
pérdidas econémicas por el descenso en la produccién y el decomiso de visceras en
mataderos.

El objetivo principal del estudio fue determinar la frecuencia de decomiso de higado y
pulmén por E.Q en el camal San Pedro durante los periodos agosto 2014 — Julio 2015 y se
encontro que la frecuencia de decomiso en el afio de estudio fue de 1398 higados y pulmones,
con 0.62% (597) higados y 0.83% (801) pulmones decomisados por EQ de un total de 95,575
registros de animales beneficiados. Ademas, se determiné que la mayor frecuencia de
decomisos de higados y pulmones se produjo en los meses de abril a noviembre, mientras
que la menor frecuencia, de noviembre a febrero, y que no hubo asociacion entre la
frecuencia de decomisos y la regién de origen. Los datos se obtuvieron mediante la revision
de registros de decomisos entre los periodos 2014 — 2015y se utiliz6 el programa informatico
Microsoft® Excel para determinar las frecuencias de decomisos por E.Q. Se realiz6 un
disefio descriptivo retrospectivo, agrupando los datos para exponerlos en tablas de

frecuencias, graficos y sus respectivos porcentajes. (53)
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3.2.2. Andlisis de trabajos de Investigacion

a. 'EVALUACION DE UNA PRUEBA DE AGLUTINACION DE LATEX PARA
EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA EQUINOCOCOSIS QUISTICA"
Perd Med. Exp. Salud Publica. 20009.

Se evalué una prueba de aglutinacion de latex para el diagnostico seroldgico de
echinococcosis quistica. Se usaron 80 sueros: 40 de pacientes con hidatidosis, 20 con otras
enfermedades parasitarias y 20 de personas sanas. La prueba tuvo una sensibilidad del 97,5%
y una especificidad del 90%. Se recomienda su uso en zonas endémicas y en estudios

epidemioldgicos. (7)

b. " Diagnosis of cystic echinococcosis in buffaloes by native 8 kDa antigen using

latex agglutination test (LAT)"

En el siguiente trabajo de investigacion se tuvo como objetivo estimar el porcentaje de
confiabilidad de un antigeno adsorbido en reactivo de nano perlas de latex cuya proteina
antigénica conto con un peso molecular de 8Kda (Liquido hidatidico), para lo cual se
obtuvieron 200 sueros de bufalos infectados y 200 sueros de bufalos no infectados y fueron

sometidos a maltiples pruebas de diagndstico serolégico.

Se comparo la sensibilidad de la prueba con otros métodos diagndsticos ya usados y dio
resultados favorables estimando la sensibilidad de dicha prueba con resultados de 98%

respectivamente. (54)

c. “Latex agglutination test (LAT) for antigen detection in the cystic fluid

for the diagnosis of cystic echinococcosis”

Se evaluo la sensibilidad diagnostica de una prueba de aglutinacion en latex, cuyas nano
perlas de latex fueron adsorbidas o sensibilizadas con anticuerpos de conejos inoculados con
Echinococcus granulosus, obteniéndose 100% de sensibilidad diagnostica al aglutinarse con
liquido hidatidico, extraido de 6 pacientes humanos sometidos a cirugia y 7 extraidas de

ganado.
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Debido a los resultados obtenidos del estudio, se demostré que dicha prueba puede ser
utilizada como método de simple y rapido procedimiento diagnostico coadyuvado de la

microscopia de los quistes. (55)

d. Evaluation of the antigenic epitopes of EQAgB/1 and EgAgB/4 subunit antigens
in G1 and G6 genotypes of Echinococcus granulosus using bioinformatics. Gene
Reports. 2019; 15.

Dicho estudio se concentrd en evaluar los epitopos antigenicos de dos distintos genotipos de
Equinococcus granulosus (G1 y G6), siendo el epitopo la proteina B antigénica (EgAgB)
obtenida del liquido del quiste hidatidico, dicha proteina juega un rol importante en la
inmunogenicidad y sintesis de anticuerpos contra la equinococosis quistica.

Los resultados mostraron que las estructuras terciarias de las proteinas EQAgB / 1y EgAgB
/ 4 en dos genotipos G1 y G6 eran similares.

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos a partir de epitopos lineales y
discontinuos, los residuos especificados, podria considerarse como un candidato potencial
para las vacunas de los genotipos G1 y G6 de E. granulosus. Conclusion: Los resultados
obtenidos a partir de epitopos lineales y discontinuos mostraron que los residuos
especificados podrian considerarse como posibles vacunas candidatas contra los genotipos
G1ly G6 de E. granulosus. Los hallazgos de este estudio proporcionan las bases para futuras

investigaciones sobre estas dos importantes proteinas del parasito. (43)
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4. HIPOTESIS

“Dado que el Antigeno de Equinococcus granulosus puede aglutinar Anticuerpos
Homdlogos, es probable que, al sensibilizar el Latex con particulas antigénicas del parasito

y enfrentarla a anticuerpos, se pueda lograr la Aglutinacion de sueros animales”
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CAPITULO Il PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. MATERIALES Y METODOS

1.1. MATERIALES

1.1.1. Localizacion del trabajo

1.1.1.1. Espacial:

El trabajo de investigacion se realiz6 en los laboratorios de la universidad Catolica de Santa

Maria, asi como también en el camal metropolitano que fue el lugar de donde obtuvieron las

muestras de nuestro antigeno a sensibilizar.

1.1.1.2. Temporal:

Se realiz6 durante los meses marzo de 2022 a marzo de 2023

1.2.1. Materiales bioldgicos

° Bovinos beneficiados en el camal Metropolitano (Sermamet), tanto machos como

hembras de donde se obtuvieron sus visceras rojas (Higados y Pulmones), de las

cuales se selecciond solo aquellas visceras que presentaron Quistes Hidatidicos.

e  Muestras de sangre obtenida de bovinos entre machos y hembras de distintos establos

y regiones de Arequipa, las cuales fueron centrifugadas para separar los sueros

sanguineos que posteriormente se congelaron para utilizarse en los diversos ensayos

de aglutinacién.

1.2.2. Materiales de laboratorio.

Mandil

Barbijo

Protector facial

Guantes de latex o nitrilo

Micropipeta

Agua destilada

Buffer Glicina PH: 8.2

Particulas de latex de poliestireno de 0,25um
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Antigeno Hidatidico

Placa de Vidrio de Fondo Oscura
Tips

10 sueros positivos y 10 negativos
Vaso de precipitados

Matraz de Erlenmeyer

1.2.3. Materiales de campo

Casco

Guantes de inspeccién
Botas de cafia alta
Cuchillo

Tijera

Mesa para inspeccion
Cooler

Baterias de Congelacion
Equipo de Diseccion
Barbijo

Equipo Vacutainer
Vacutainer de Tapa roja sin reactivo
Plumon indeleble
Lapicero

Ficha de registro

Agua potable

Jeringas

Tubos Falcon de 10 ml

1.2.4. Equipos y maquinarias

Equipo de Liofilizacion
Centrifuga y Ultracentrifuga
Incubadora

Microscopio Optico

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

48




REPOQSITORIO DE

TESIS UCSM

e Congeladora

1.2.5. Otros materiales
e Computadora

e Software determinador de Sensibilidad y Especificidad
e Libros

e Atrticulos de Investigacion

2.  CAMPO DE VERIFICACION O EVALUACION

2.1. Muestreo

Universo

El Universo es de 34 animales de los cuales se obtuvo muestras de sangre y liquido hidatidico
de pulmones infestados, donde se incluian tanto positivos y negativos confirmados en la

necropsia.

Tamario de la Muestra.

El 100% o total de animales beneficiados con presencia de Quistes Hidatidicos en sus

visceras.

Procedimiento de muestreo

En el examen ante mortem, extraemos sangre de la vena Yugular de Ovinos previos al
Beneficio.

Para nuestras muestras de control, obtendremos sangre de la vena yugular de Bovinos
previos al beneficio en el camal metropolitano.

En el examen sanitario post mortem, obtendremos solo visceras con presencia de Quistes, 0

cuya anatomia patoldgica nos indique la presencia de estos.
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2.2. Métodos de evaluacion

Metodologia de la experimentacion
PREPARACION DEL ANTIGENO HIDATIDICO

A. Obtencion de los quistes Hidatidicos.

Se colectaron higados y pulmones que contenian quistes hidatidicos fértiles de bovinos
sacrificados en el camal Metropolitano de Rio Seco (SERMAMET- Arequipa, Perd), entre
los meses de abril 2022 y enero del 2023.

En el laboratorio, el Liquido hidatidico fue extraido asépticamente con una jeringa estéril y
transferido a tubos de centrifuga estériles, para luego sedimentarse y separar su
sobrenadante, seguida y previamente separado, este se refrigero a 4°C hasta ser procesado,
se observd el sedimento con microscopio para confirmar la presencia de protoescolices

(protoescolex) que demuestren la fertilidad de los quistes de E. granulosus. (7)
TECNICA DE AGLUTINACION EN LATEX

A. Preparacion de la suspension stock de las particulas de latex.
Se emple6 particulas latex de poliestireno de 0,30 um de diametro promedio, las cuales se
obtuvieron comercialmente en una suspension al 10% V/v procedente de Laboratorios
Sygma USA, La suspensidn stock se prepar6 diluyendo la suspensién comercial 1:8 en buffer
glicina a pH: 8,2. (7)

B. Sensibilizacion de las particulas de latex con el antigeno hidatidico (reactivo de
latex sensibilizado).
Se logré una correcta sensibilizacion de nuestras particulas de Latex, luego de varios ensayos
experimentales donde previamente se mezclaron distintas cantidades de reactivos como el
buffer glicina, las nano perlas de latex y muestras de liquido Hidatidico congelado y
dializado. Dando resultados negativos en tres ensayos. Por lo que se utilizé liquido hidatidico
fresco, en lugar de liquido hidatidico congelado, dando resultados positivos al lograr
aglutinar sueros bovinos. (56)
Se realizo6 el siguiente procedimiento:
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e En 1ml de buffer glicina se agregaron 1.5 ml de antigeno hidatidico y se afiadira 1
ml de la suspension stock de particulas de latex. (56)

e Se agita e incuba la muestra durante 30 minutos a 37° C y luego 15 dias a 4°C. (7)

C. ENSAYOS
Previo a la realizacion de un ensayo seré necesario la inactivacion de los sueros durante 30
minutos a 56 °C, para evitar reacciones cruzadas con proteinas del complemento. Los sueros
se utilizaron sin dilucién alguna. (7)
Para realizar la prueba de aglutinacion de latex se utilizd varias placas de vidrio con fondo
oscuro, donde se colocd 40 ul de suero inactivado previamente, mas 40 ul del reactivo de
latex sensibilizado, y se homogeniza con un tip, seguidamente se agitdé suavemente por
rotacion, durante 3 a 8 minutos y se realizd la primera lectura, se esperd 15 minutos sélo si

en la primera lectura no existia aglutinacion. (7)

3. ESTRATEGIAS DE RECOLECCION DE DATOS

a. En el campo
Se obtuvieron muestras de suero bovino reactivo a Hidatidosis, dado que se realizo una
inspeccion post mortem y se seleccion6 solo a los que presentaban higados y pulmones

infectados con presencia de quistes hidatidicos.

b. En laboratorio

Se realiz6 numerosos ensayos, hasta que se logro la aglutinacion de sueros positivos al
observar la reactividad de un total de 22 de 24 muestras confirmadas a la necropsia, siendo
2 las no reactivas siendo incluso positivos en la necropsia, seguidamente se le comparé con

sueros control negativos que asimismo eran no reactivos en un total de 10/10.

c. En la biblioteca
Recopile informacién de libros virtuales obtenidos previamente en la etapa de revision

Bibliografica de este trabajo de investigacion.

d. En otros ambientes generadores de la informacion cientifica
Recopile informacién principalmente de Pubmed de NCBI, Science Direct y vetbooks.ir.
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3.1. Variable de respuesta

3.1.1. Variable independiente

Reactivo en Latex sensibilizado con Antigeno Hidatidico.

3.1.2. Variable dependiente
e Sensibilidad
e Especificidad
e Valor Predictivo Positivo
e Valor Predictivo Negativo

Cuadro de Observaciones a Registrar

Se comprobd la presencia de la enfermedad en cada animal muestreado al momento de la
necropsia, al utilizar como criterio de diagndstico positivo a todo animal que presento
Quistes tanto en Higado como en Pulmaén.

3.4. EVALUACION ESTADISTICA

3.4.1. Disefio experimental

3.4.1.1. Unidades experimentales
Muestras de suero de bovinos previamente confirmados como positivos 0 negativos a la

enfermedad, al momento de la necropsia o beneficio.

3.4.1.1.1. Disefio de tratamientos
Se enfrentd sueros positivos confirmados a la necropsia (Gold Standard), con el antigeno
elaborado para determinar su sensibilidad y especificidad

3.4.1.2. Andlisis estadistico

Se evalu6 el desempefio de la prueba cualitativa hallando inicialmente el valor predictivo de
antigeno hidatidico, en base a la sensibilidad y especificidad del antigeno al ser enfrentado
a los sueros y se determiné el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo

utilizando las siguientes formulas:
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Mi método comparativo de diagnostico fue la observacién de los érganos que presentaban y
no presentaban quistes hidatidicos al momento de la necropsia.

Sensibilidad clinica = [TP / (TP + FN)] * 100

Especificidad clinica=[TN /(TN + FP)] * 100

Donde:
Método comparativo “Gold Std”
Metodo candidato (Test) Positivo Negativo Total
Positivo TP FP TP+FP
Negativo FN TN FN+TN
Total TP+FN FP+TN Total
TP = Numero de resultados donde ambas pruebas son  positivas.FP

= Numero de resultados donde el método candidato es positivo, pero el comparativo es

negativo.

FN = Numero de resultados donde el método candidato es negativo, pero el comparativo es
positivo.

TN = Numero de resultados donde ambos métodos son negativos.

TP se le denomina a los Verdaderos Positivos.

FN se le denomina a los Falsos negativos.

FP se le denomina a los Falsos positivos.

TN se les denomina a los Verdaderos negativos
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CAPITULO I11 RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS
Tabla 1

AJUSTES PROCEDIMENTALES EN LA ELABORACION DE NUESTRO ANTIGENO
HIDATIDICO.

REACTIVO/ 1ER ENSAYO | 2DO 3ER ENSAYO | ENSAYO
MUESTRA ENSAYO FINAL
BIOLOGICA

BUFFER GLICINA | 2 m| 1.5 ml 1 ml 1ml
PH 8.2

NANO PERLASDE | 1 ml| 0.6 ml 1ml 1ml
LATEX al 10%
FLUIDO 4 g £ 1.5ml
HIDATIDICO
FRESCO Y
DIALIZADO
FLUIDO 0.6 mi 1 ml 1.5ml -
HIDATIDICO
CONGELADO Y
DIALIZADO

AGLUTINACION NO NO NO Sl

Tabla 2

TABLA DE CONTINGENCIA SOBRE RESULTADOS DE SUEROS BOVINOS
SOSPECHOSOS DE HIDATIDOSIS, SOMETIDOS A LA PRUEBA DE
AGLUTINACION EN PLACA.

Método de aglutinacion Muestras de suero confirmados a la
con Antigeno necropsia
Hidatidico en perlasde | Aglutina (+): | No Aglutina (-): | TOTAL.:
Latex

Sueros considerados | 21 3 24

Positivos (+)

Sueros considerados 0 10 10
Negativos (-)
TOTAL 21 13 34
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Tabla 3
SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE ELABORACION DE UN MEDIO
DIAGNOSTICO PARA HIDATIDOSIS BOVINA EN SUERO SANGUINEO,
MEDIANTE PARTICULAS ANTIGENICAS Y NANO-PERLAS DE LATEX.

CONFIABILIDAD
Sensibilidad 100%
Especificidad 76%
Valor Predictivo Positivo 0.87
Valor Predictivo Negativo 1

Dando como resultado una sensibilidad del 100%, una especificidad del 76.9230769%, un

Valor predictivo positivo de 0.875, y un Valor predictivo negativo de 1.
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Y

DISCUSION

Discusion — Tabla 1

e Se realizaron 4 ensayos experimentales donde se mezclaron distintas
combinaciones tanto de reactivos, asi como material antigénico, en donde luego de
3 ensayos iniciales dando resultados negativos, en el 4to ensayo se opt6 por
cambiar liquido hidatidico de dializado congelado a dializado fresco.

e Se obtuvieron resultados favorables al enfrentar nuestro antigeno hidatidico
(elaborado con liquido hidatidico fresco), con sueros bovinos como control
positivo, al poder observarse la aglutinacion.

Discusion - Tabla 2

e Se realizaron pruebas de aglutinacion a 34 muestras distintas de suero bovino donde
se consideraban a 24 de estas como positivas a la enfermedad hidatidica, dado que
dichos animales presentaron quistes hidatidicos en higado y pulmones al momento
de la necropsia. Asimismo, se colectaron 10 diez muestras serologicas de animales
sanos, consideradas negativas por la ausencia de quistes en la necropsia.

e Selogrd laaglutinacion en 21 de las 24 muestras consideradas positivas a Hidatidosis
bovina, las 3 muestras que dieron resultado negativo se les consideré asi dado que
presentaron nula o muy poca aglutinacion.

e En total se obtuvieron 13 resultados negativos, de los cuales se obtuvieron 10
resultados negativos, de un total de 10 muestras consideradas negativas, y 3
negativos de un total de 24 considerados positivos.

Discusién -Tabla 3

e Con el resultado de sensibilidad del 100%, ningun animal que sea realmente positivo
a la enfermedad dara un resultado negativo.

e Con el resultado de la especificidad del 76%, puede que haya animales que den un
resultado negativo pero que si tengan la enfermedad Hidatidica.

e El valor predictivo positivo es de 0.875, lo que sugiere que un 87.5% de probabilidad
que tiene un animal de estar enfermo, habiendo obtenido un resultado positivo en la
prueba.

e El valor predictivo negativo es de 1, lo que sugiere que un 100% de probabilidad que
tiene un animal de estar sano, habiendo obtenido un resultado negativo en la prueba.

e Comparando la sensibilidad (100%) y especificidad (76%) de nuestra prueba de
aglutinacion, con las otras alternativas diagndsticas como; ELISA(S: 90.91% vy E:

92.22%) (57), PCR (S: 94.1% y E: 98.9%) y Hemaglutinacion indirecta ( S: 96% Y
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E: 96.2%), en base a esto podemos asegurar que nuestra prueba sirve como
alternativa para el diagnostico de la enfermedad Hidatidica, ya que posee una

sensibilidad elevada que compensa la no tan elevada especificidad. (58)
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CONCLUSIONES

El siguiente trabajo concluye en que, se pudo lograr la aglutinacion de sueros bovinos
positivos a la enfermedad Hidatidica, bajo el método o principio de aglutinacion en placa,
utilizando nuestro antigeno hidatidico y sueros bovinos positivos a la enfermedad que se
esperaba sean reactivos al antigeno hidatidico.

Se logro sensibilizar las nano perlas de Latex con nuestra muestra de Liquido Hidatidico
utilizando los métodos modificados anteriormente descritos.

Se determind la sensibilidad de nuestro antigeno hidatidico obteniéndose un resultado de
100%, lo que significa que ningun animal negativo dara positiva a la prueba de
aglutinacion.

Se determind la especificidad de nuestro antigeno hidatidico obteniéndose un resultado
de 76%, lo que significa que puede que haya animales que den resultado negativo, pero

si tener la enfermedad hidatidica.
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RECOMENDACIONES

e Paralatoma de muestras de suero sanguineo, es importante identificar correctamente
al animal muestreado para que luego al momento del beneficio o necropsia, se pueda
reconocer los drganos afectados de los mismos con facilidad al ingresar a los
registros como positivos a la enfermedad.

e En caso de resultados positivos a hidatidosis en animales in vivo, se recomienda
administrar un tratamiento adecuado, para lograr controlar y mitigar el crecimiento
del parésito, ademas de su posterior eliminacion.

e Es necesaria la realizacion de estudios de prevalencia de hidatidosis bovina para
identificar las zonas endémicas a la enfermedad, lo que permitira dar tratamiento
adecuado a hospederos intermediarios de la zona, asi como tratamiento
desparasitante para hospederos definitivos.

e Recomiendo utilizar este método diagndstico, que ademas de ser rapido, es fiable ya
que cuenta con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 76%, por lo que
considero que es de utilidad como alternativa diagnostica, asi como para realizar

estudios de prevalencia en zonas sospechosas de la enfermedad.
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Anexo 1

Mapa de ubicacion
Imagen 1. SERMAMET. 9SERMAMET, Camal Metropolitano
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Croquis experimental
Se elabor6 el Buffer Glicina a PH 8.2 en los laboratorios del Fundo Huasacache de la

Universidad Catdlica de Santa Maria donde se ubica la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia en Huasacache, Distrito de Hunter — Arequipa.

Imagen 2. Fundo Huasacache
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La elaboracion del antigeno se realizé en el laboratorio del pabellén F salén 304, de la
Universidad Catolica de Santa Maria.

Imagen 3. Mapa de la universidad Catdlica de Santa Maria.
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La prueba de aglutinacion y dialisis se efectué en mi Domicilio donde ambientd unpequefio
laboratorio, este se localizo en la Calle Ciro Alegria Numero 107,urbanizacion Magisterial

1, perteneciente al distrito de Arequipa.

Imagen 4. Domicilio propio.
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Anexo 02
Ficha técnica y método de preparacion de Bolsa de Dialisis MWCO: 7TKDA

Tubo de dialisis RC MD 25/34/44/55/77mm de bolsa de dialisis de celulosa regenerada
MW?7000 de laboratorio de 1 0 5 metros

Articulo:

bolsa de dilisis

Peso Molecular limite:

MW: 7000

Material:

Hecho de celulosa regenerada

Cantidad:

1 metro/rollo o 5 metros/rollo

Aplicacion:

Utilizado principalmente en diéalisis de laboratorio.

Recordatorio de consumo:

Este producto solo se utiliza para investigacion cientifica de laboratorio y no se debe utilizar

para otros fines.

Instrucciones de la Bolsa de Dialisis: Parametros técnicos:

Estabilidad de PH: 5 A 9.

Niveles de contaminantes: sulfuro <0.3%, metales pesados <50ppm.

Compatibilidad Quimica: compatible con la mayoria de las sales, incluido CaCl2 y
(NH4)2S04, compatible también con solventes de agua y solventes organicos
comunmente utilizados en biologia molecular y enzimologia, como el alcohol
isopropilico, etanol y acetona.

Resistencia a temperatura: puede ser hervido o autoclavado.

Adsorcidn proteica: menos de 1 ng de proteina por gramo de bolsa de Diélisis.

Tratamiento pre-uso de la bolsa de dialisis:
1. Cortar pequefios pedazos de la bolsa de dialisis de 10 a 20 cm por pedazo.
2. Hervir la bolsa de dialisis en agua de Mesa por 10 minutos en una solucién al 2%

de bicarbonato de sodio y 1 mmol por litro de EDTA (PH 8).
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3. Lavar afondo la bolsa de dialisis con agua destilada.

4. Hervir la bolsa de dialisis por 10 minutos en 1 mmol/L de EDTA (PH- 8.0)

5. Después de enfriar, preservar a 4 grados °C, debemos asegurarnos de que la bolsa
de dialisis esté siempre sumergida en esta solucion, es necesario utilizar guantes
para poder usar la bolsa cada vez que se necesite. Llenar la bolsa de dialisis antesde
usarla, vaciarla y limpiarla. (es posible omitir los pasos 2, 3, 4 para lavar con agua
destilada

Figura 1. Solucion previa a ebullir.
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Figura 2. Lavar la bolsa con agua destilada

Figura 3. Refrigerar a 4 grados °C, hasta su uso.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




TESIS UCSM

-vs== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE B eATOLICA

DE SANTA MARIA

Anexo 3

Método de elaboracion de Buffer Glicina

Materiales de laboratorio:

Vaso de precipitados de 1 litro.
Mechero de Bunsen.

Rejilla de asbesto.

Tripode de laboratorio.

Termdmetro de laboratorio.

Reactivos y Soluciones:

Cloruro de Sodio (NaCl) quimicamente puro 9 gramos.
Cloruro de Calcio (CaCl2) 1 gramo.

Glicina 7.31 gramos.

Hidroxido de Sodio (NaOH-1N) 3.5ml.

Agua Destilada 1 litro

Procedimiento:

1. Colocar medio litro de agua destilada a calentar a 50 °C, seguidamente agregar el

cloruro de sodio y el cloruro de calcio.

Imagen 1. solucion calentandose.

2. Calentar la solucién hasta este transparente (disuelta).
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Imagen 2. Solucién ya homogenizada.

3. Dejar reposar a temperatura ambiente.

4. Agregar a mi solucion el resto de agua destilada, la glicina y el hidroxido de sodio.

Imagen 3. Glicina e Hidréxido de Sodio.
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5. Medir PH.

Imagen 4. Utilizando el medidor de PH digital para ajustar el PH del buffer.

6. Agitar brevemente y almacenar en frasco o recipiente hermético.
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Anexo 4

DIALISIS DEL ANTIGENO HIDATIDICO:

Materiales:

2 vasos de precipitados de 250 y 600 ml

Clips para bolsa de Dialisis

Bolsa 0 membrana de Didlisis MWCO: 7000 Kda
Termometro de ambiente con sonda
Refrigeradora atemperada a 4 °C

Jeringa estéril

Frasco estéril

Procedimiento:

- Con una jeringa extraer contenido de los tubos Falcon en forma estéril, y colocarlo

en la bolsa de dialisis (previamente tratada) y con un clip inferior ya previamente

puesto.

- Una vez traspasado el liquido Hidatidico a la Bolsa de Dialisis deberemos colocarle

un clip superior para cerrar la bolsa herméticamente de cada uno de sus extremos.

- Colocar nuestra bolsa de Dialisis con liquido hidatidico en un vaso de precipitados
de 600 ml.

Figura 1: Vaso de precipitados, en su interior se observa la bolsa con el contenido a dializar.
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- Refrigerar a 4°C (Fig. 3), durante 3 dias y cambiar el agua destilada 3 veces durante
esos 3 dias. El volumen de agua destilada deberad ser en total de 100 veces el
contenido del liquido hidatidico y por cada cambio de agua esta debera exceder 33

veces la cantidad de nuestra liquido hidatidico a dializar (Fig. 4).

Figura 2. Termometro. Es necesario atemperar a 4°C por lo que usamos un termoémetro con
sonda y calibramos la refrigeradora, puede haber una varianza de + - 0.8 grados debido a los

cambios de temperatura al realizar los cambios de agua.

Figura 3. Liquido Hidatidico en proceso de Dialisis. Se utilizé 11 ml de liquido hidatidicoy 363

ml de aguadestilada en cada cambio de agua.
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- Luego de dializado nuestro liquido tomara un color opalescente debido a la
precipitacion de ciertas fracciones proteicas.

Figura 4. Liquido Hidatidico Dializado. Notese el cambio de color. Deberemos manipular la

bolsa con el contenido dializado solamente con guantes.

Luego de dializado, con mucho cuidado abrimos el clip de compresién superior, para poder
insertar una jeringa estéril y extraer el liquido para congelarlo o liofilizarlo segin la

preferencia.

Figura 5. Insertamos la jeringa para extraer y pasar el liquido a un frasco estéril.
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Anexo 5
CUADRO DE REGISTROS:

Bovinos adultos positivos que presentaban lesiones correspondientes a Hidatidosis

Resultados sueros Control Positivo

Suero control (+) | Positivo Negativo
Positivo

1 X

2 X

3 X

4 X

5 X

6 X

7 X

8 X

9 X

10 X
11 X

12 X
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Bovinos adultos negativos que no presentaban ninguna enfermedad

Resultados sueros control negativo

Suero Control (-) Negativo Positivo | Negativo
1 X
2 X
3 X
4 X
5 X
6 X
7 X
8 X
9 X
10 X
Sueros control Nro.

Positivo 24

Negativo 10

Total 34
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ANEXO 6

SECUENCIA FOTOGRAFICA PROCEDIMENTAL

Imagen 1. Pulmon bovino con quistes multiloculares, obtenido al momento del beneficio en

el Camal Metropolitano.
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Imagen 3. Pulmén Bovino infectado con Quistes multiloculares, se puede observar el severo

dafo al parénquima pulmonar.
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Imagen 5. Protoexcolices de Liquido Hidatidico, observados en el microscopio a 10X.

Imagen 6. Muestras de sangre obtenidas en tubos vacutainer, al instante del beneficio, con muestras de
quistes en el interior de los tubos Falcon de centrifuga
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Imagen 7. Liquido Hidatidico en Reposo, cada tubo de centrifuga contenia el liquido
hidatidico total de un pulmén

Imagen 8. Tubos de centrifuga con contenido de Liquido de Quiste Hidatidico
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Imagen 9. Luego de sedimentado se extrae el liquido hidatidico sobrenadante y se introduce
en una bolsa de didlisis, se refrigera a 4 grados y se realizan cambios diarios de agua destilada

hasta completar 96 horas de dialisis.

Imagen 10. Buffer Glicina a PH 8.2.
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Imagen 11. Solucién Particulada de Latex de laboratorios Sygma USA, a la cual se le afiadio
buffer glicina a PH 8.2.

Imagen 12. A la izquierda se encuentran muestras de suero bovino y liquido hidatidico,
previamente dializadas y listas para su utilizacion, a la derecha se observan tubos falcon

previos a su uso.
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Imagen 13. Tubos falcon a los que, con ayuda de una pipeta, se le coloc6 1 ml a cada uno de
Buffer Glicina, y seguidamente 1.5ml de Liquido Hidatidico.

Imagen 14. Extrayendo La solucion particulada de Latex
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Imagen 15. Se afiadid la solucion de latex en cada tubo falcon previamente llenado con buffer

Glicina y Liquido Hidatidico.

Imagen 16. Tubos Falcon ya con la solucion antigénica lista para incubar.
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Imagen 17. Incubando reactivo de latex recientemente preparado, durante 30 minutos a 37

°C.

Imagen 18. Sueros control positivos, previamente inactivados para anular el complemento,

a 56 °C, durante 30 minutos.
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Imagen 20. Pipeta previa para calibrarse, al fondo se observa unas de las 24 placas de vidrio

con fondo oscuro que serviran para realizar la prueba.
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Imagen 21. Primera Muestra positiva a Hidatidosis, se muestra aglutinaciéon distribuida
uniformemente.

Imagen 22. Primera muestra positiva a Hidatidosis, comparada con un control negativo de

la misma.
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Imagen 23. Segunda muestra Positiva.
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Imagen 24. Tercera muestra Positiva.

Imagen 25. Cuarta muestra Positiva, poca aglutinacion.
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Imagen 26. Quinta muestra Positiva

Imagen 27. Sexta Muestra Positiva
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Imagen 28. Séptima muestra Positiva.

Imagen 29. Octava Muestra Positiva.
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Imagen 30. Novena Muestra Positiva.

Imagen 31. Décima muestra, debido a la ausencia de aglutinacion se le considera negativa.
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Imagen 32. Décimo Primera muestra Positiva.

Imagen 33. Decimosegunda muestra Positiva.
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Imagen 35. Decimocuarta muestra Positiva.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=x". UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE | CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

Imagen 36. Decimoguinta muestra Positiva.

Imagen 37. Decimosexta Muestra Positiva.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE | CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

Imagen 38. Decimoséptima Muestra Positiva.

Imagen 39. Decimoctava muestra positiva.
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Imagen 40. Décimo novena muestra, dada la ausencia de aglutinacion se le considera negativa.

Imagen 41. Vigésima muestra positiva.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v#== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE - @L-~CATOLICA

TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

Imagen 42. Vigésimo primera muestra Positiva.

Imagen 43. Vigésimo Segunda Muestra Positiva.
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Imagen 44. Vigésimo Tercera Muestra Positiva.

Imagen 45. Vigésimo Cuarta Muestra Positiva.
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Imagen 46. Diez muestras control negativo, sin presentar aglutinacion.
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