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FREFACIO

La hidatideosis #3 seprun la OMS, tante por su implicaciones en patologia
humana come por las perdidas animalez que supene, ung de las cuatro
roOnOAiE parasitarias con mayor trascendencia a nivel mundial,

Eu diatribuecidn, aungue muy cosmopalita, presente variaciones gooprg-
ficer de incidencin v prevalencia, destaciandose comao érea hiperendémica
Ja cuenca mediterrénes, on Iz gque 8& enicuentra Espafia con una inoi-
dencia anual cercana a los 6 cosaos por cada 100.000 hubitantes v afio.

T.e hidatidosts se¢ pdquiere generalmente en lp infancig, pera debido a
ap Jento cresimientn, 1z clinica suele ser de presentacidn tardia e
inecepecifica, siendo el diapgndstico muchas veces casusl o & resultas de
la aparicidn de eomplicacionss mas o0 MONOS STAVCES, ¥ Siempre en osta-
dios bastante avanzados de s enfermeadad que, requieren, si es posible,
de la aplicacidn de téenicas quirirgicas complejas para consepair extir-
PaRr la mpasp guistica intacta.

El diagndsiice de laboratoeric se¢ baza preferentemente en la deteccion
de la respuesta inmune gue desencedena €] hospedador frente B las
eslructuras antigénicas del pardsito, peco las pruchess sercldgicas dis-
ponilles presontan cinrtg inespecificidad, ¥ no todes los pacicntes atee-
tos de hidatidosis son inmunorreactives a les anticenos conocides, es-
pecialmente en las fasecs iniciales de la parasitosis,

En la actualidad, se estin realizande prandes esfuerzos paca conseguir
mejorar ¢l diapndastico sceroldpgico de la hidatidesis ¥ desarrollar unn
voacuna util gque permita controlar esta 0oNoOsis.

E! diagndstico seroldgicna de 1o hidatidosis, es uno de las problemas que,
deade inicios de 1a déceda de oz 80, ha sido temza preferente de estudio
en nuestre servicie, habiendo side merecedor de varias becas y ayudas,
entre las gue deben destacor las otorgadas por el Fondo de Investiga-
ciones Sanilarige a dos proyoctos de investipacion trioneales, entre
TUuYes [frutos 8o gncouentra esta Logis.

Entre los trabajozs previos desavrollados por nuestro prupe, destaca la
teziz doctoral elaheroda per la Dra. Cormen Rufioz (1985) aobhire el
valor de las técnicas serolépicns en ¢l diagnédatice ¥ contrel de Ia
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hidatidosis humaneg, en la gue se concluig indicando que ; “Leg comple-
jided antigEnica det liguide hidetidico ¥ las variaciones inherentes & su
compeosicidon, consecuencia de wvoarios factores: cepe del pardsito,
hospedador del gue fue extraido, estado fisioldgico de la larva,
quimioterapia rocibida por o hospedader, ¥ otros tedasvisa no determi-
nados, dificultabkan cnormemente 12 valoracidn sercldgica de un pacicne-
te hidatidiee, hosta tal punto qgue el antipeno utilizade seris un
condicionante fundamental del resultado de la determinacidn secaldgica;
¥ peor tanto deberian incrementarse los esfuerrzoes hacia la caracteriza-
ciom guimice ¥ hiolapgica de 182 distintas froacciones antipénicas presen-
tez en el liguide hidatidico, asf come determinarse las circunstnncias
que inducen a su aparicidn y desaparicidn, v 2] papel gque coda unag de
allas juega en la estimulacion de lg respuesta inmune del hospedador

en &l curse de la infestacidn ¥ quimicterapia.”

Es por ello gue, en hase a los orgumentoa antes planteadcz ¥ con el afdn
de profundizar en €} conocimiento de Ies antfpancos hidatfdicos ¥ aportar
nuevas daotog que permiticsenn uwnao mejor comprension de la relacidgn
huésped pardsite, en la preschte tesis doctoral se identificaran los
componentes proteicos del liguide hidatidico, se carecterizeran las pro-
teinas inmunogénicas de B granulosus con valar diagndstico y se loca-
lizaran a nivel astructural ¥ ultraestructural las (Fracciones antigdénicas
mayoritarias, intentendo avalusr 6us posthles Mmesnnismos de sinlasis
¥y liberamén,
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LT TR DO LD Descripoisan dael parastio

DESCRIPCION GENERAL DEL PARASIT(O

SITUACION TAXONOMICA DEL GENERO
ECHINOCOCCUS

E, granyfosus pertenece al genera EchAinoeoccus Fudelphi 1801 gue,
sepin una de las 1iltimas revisiones, podria aprupar 8 un total de 16
especies ¥y 13 subespecies (Kumaratilake & Thompson 1982}, sungue
tan sclo cuatro tienen caracteristicas bien definidas ¥ son
taxonomicamente geeptadas : E. grohulosus, E. mullilocularis, E
gligarthrus ¥ E. vogeli. Es de destacar la existencia de variantes defi-
nidas por variaciones gendmicas intraespecificas especialments asoein-
das 8 BEreas geogrificas v hospedadores intermediarios (MehManus &
Rizhi 1989).D¢ entre las cuatro especies, solo 1la variante de E. granuylfostiy
ovino/bovino/humano presenta una amplig distribucidén en nuestro pais
{Cucsta-Bandera, McManus & Rishi 1988),



INTRODUCCIOMN Descorlpeion del parasiio

ESTRUCTURA Y
MORFOLOGIA DEL A — panchos
VERME ADULTO G vontors

F, granuissus es un cestodo de
pequefio lamaric {5-T mm de lon-

gitud }, en el gue se distinguen PROGLOTIDE
tres regiones bien diferenciadas: LVMADURA
eschlex, cuelle ¥ estrdbilo,

El escolex esta praviste de cua-

tro ventosas y 30 o 40 ganchos PROCIOTIDE
dispuestos cn das filas. MAIURA

E! cuecllo, &5 certo, delgpado e

insegmentrda, ¥ es ¢l que origi-

na los proglétides. uovas

El cstrshile esta formade por tres urere

o cuatro proglétides, el panilti-

mo de log cuales eontiene los &r- PROGLOTIDE
ganos sexuales comstituidos por GRAVIDA

un ovario bilebulado v alrededor
de 50 testiculos, el fdltirmo consti-
tuye el manille grivido {Noble &
MNoble 1982; Thempson 10864,
Schmidt & Roberts 1989) (Fig 1).

Flgurm . Esquema Je varmas sdulis ge E.
Aronulosur. {megidn Erown en Moble ER, Mahle

G, 19828
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oo to fertilizada
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envaltura
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externa

envaliura
interna

cubiarta
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Externa
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Figura 2 Esguams ganeral del dessrrcllc
embriclégico de ln vncosfarm oo ol orden de
len Clelophylidea. {aemin Bybichn B ea Sebim g
GD, Roborts LS, L98S)

Bescripolan del pardsito

ESTRUCTURA Y
MORFOLOGIA DEL
HUEVQ

Loz huevps fecundadoey, tras an
procesa de embriopgénesin, de-
garrellaran una larve hexa-
canta u oncosfern con estructu-
racs altamante difercnciadas vy
cepecializadas : glindulas, i-
bras musculares y ganchos
(Swiderski Z£. 1983). El proce=so
de embriogéneszis se realiza en
el interior del utero ¥, 1oE hue-
voes eliminadeos son las formas
metaciclicas capaces de infec-
tar a un hospedador interme-
diarin.

I.a oncosfera se enguentra pro-
tepida por una gruesa s imper-
moeable membrena interns o
embridfors, rodesdo de una del-
geda membrana vitelina exter-
na {MNoble & Nobkle 1982;
Ubelaker 1983b; Thompseon
12985; Schmidt & Roberts 1989)
(Fig 2)
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DESARROLLO, ESTRUCTURA Y MORFOLOGIA DE
LA LARVA O METACESTODO

El gquiste hidetidico o hidstide se considera un sepundo estadic larvario,
que Ba inicia en la osncosfera.

La onecafera sufrird uneo serie de cambios de desdifercnciacicn,
reabsgreidn ¥ diferenciacion de tejidou gue, acompafiados de un incre-
mento de tamafio, dan Ilugar a uneg nueva forma estructural conocide
como metacestodo o quiste hidatidieo. El desarvolle de 1a larva hidatidien
Be coneidera un proceso neotéricoe de tipo ciaticerco, que s& caracterizo
por Bor un desarrolle endépeno o partiv de unea primary focuna o
vasicula irmieial incorporada dentro del melacesiode (Freeman 1970
Ubelaker 1982a; Schmidt & Roberts 1959),

QOUISTE HIDATIDICO MADRE

La aparicion de una vesicula inicial en el interior de la oneosfara
» el incremento progresivoe del tamatio de dxta, ird desplazandn
lag estructuras larvarias ¥ dard lugar a una gran eavidad rodea-
da de vna fing pared (Ubelaker 19838), gque se verd reforzada por
la apo=izidén oxterna de unae substancie amorfa en dispogicidn

lIaminay de origen incierto denominida membrana laminar
(Harria, Heath, Lawrence & Show 1889),

El quiste hidatidico, o forma metacestddien de £ granulosus os
puas una cavidad quistiea, tipicamante unilocclar, en la gue Bc
distingue ung fina pared interna ¢ membrana germinativa ro-
deada de una envoltura mis externa ¢ membrana laminar gue,
in viva, Be encontracna rodeada por vna envoitura fibrosa o moem-
brenn adventicia formada por la reascidn del tejide del hespedador
frente ol pargsita {Fig 3). En el interior de un guiste Tértil
podremos enconlror otras formacionoes gquisticgs menares: Yesi-
culas proliferaa v vesiculas hijas, asi como protoscdlex; bafiades
todes cllog por ¢l Mlamaedoe liquido hidotidico (Sparks, Connor &
Heafie 1976).
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Figura £ Esguema do vog porclén da guisie hidnlidice da E. grasulssus. {segin
Crocdchild en Ubelaker JE, 196301, MA: membreno adventicin; ML: ovembrane lJaminer;
MG: membrans germinclive; WPy vestculs prolifera joven; YR oveafcula prolffe re f6001;
¥Pe: vegfeola prolifore extéril; P prolowcdlex.

En la membrang germinativa podemoes distinguir des regiones :
una regidn germinativa y una conectiva (Ubelaker 1983a). La
regitn germinative es un sincitie eelular con estructurase muy
similar a la del tegumento del verme adulto o el tegumento de 1a
oncosfera. En €lla se diferencia uwna zona mas interna nuclear,
proliferativa, conectnda por puentes citoplasmdticos a 1la zona
externa del citoplasma sincitial {(Morseth 1867a; Delabre, Gabrion,
Contat, or al. 1287 La regién conective, en {ntimo centacte con
ln covidod guistico, esth compueste escncialmente de restos ge-
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lulares miac o menos bien definidos {Rodripucz-Canbeico & Casado
19588: Casande & Rodriguerz-Casbeire 1589a8). Recubriendn 1o mem-
brana germinativa, se encuentra le membrana laminar, intima-
mente adherida mediante vunas micratriguias truncedes gue,
partiendo de! citoplasma sineitinl de la membrana germinoativa
gc adentran en la membrana leminar (Morseth 1357a)

La membrana laminar es una estructura mucoproteicn (Ragan &
Richards 198%9), anhista, anucleada, compuesta por una matriz
micrafibrilar con agrepgados electrodensos (Hichards, Arme &
Bridges 1983) Aungue se cree seecretada por la membrana
germinativa {Heath & COsbhorn 1976, Ropan & Richards 1982}, su
origen es algo incierto ¥ podria estar modulade por ol hospedador
(Bortoletti & Fenett: 1973). Dasempernisa un importante papel de
goparte de lp presidén intrequistics y peodria actuar como barrera

inmunaloricamente inerte (Caoltorti & Varela-Diaz 1974},

Lo membrana adventicia es ¢! resuitado de lg repecidn inflama-
tovia del hospedador frente al pardsito (Slais & Vanek 18805,

VESICULAS PROLIFFERAS

Las vesiculas proliferas se originan a partir de las célulax ingdi-
forenciadas de la zona nuclear de la membrana germinntiva, El
procesn Ae inicia con Ia mitosis de sélulas indiferenmadnas ¥
acumuitlaridén de estas en una determinada Area, Poasteriormente
ln invaginacidn de la superhicie de le membrana ¥ una serie de
divisiones mitéticas dard lupar & la aparieidn de una vesicula
inicial gque ira progresivemente ingrementandp de tarnafne
(Ubelaker 1983n0; Thompsen 1986; Mehlhorn, Taraschewski,
Franz, ¢f al.. 1988h) (Fig 4},

Le3 vesiculas proliferes estin constituidas por una cavidad
qgufstica redeada de uns fina pared ¥, vnidns temperalmente a la
membrano germinativa por un fine pediculo, La eatructure de la
pared gquistica o2 idéntice a la de lo membrana germinative, pero
con una disposicidn invertida, estando el citoaplosmae singitinl ¥
laa microtriquins cn ¢l intevior ¥ 1o zona nuglear en el exterior,
Cargecen de membrona laminar (Ubclaker 1583a; Thompson 19585;
Mohlhorn, Taraschewski, Franz, of al.. 1988b}.
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Figurn £. Esquema del dasarrollo de las vosicules proliferes (A B,C) ¥ Tok protoecdles
(OVEFGH] de E prapufodus. {eegdn Mehlhoen & Piekoreki & Mehlhorn H, Taraschewzki
H. Franz M, er ol 159683%) A: pared quisle hidatkllto cadre; B: invaglnasidn de la membrana
germingliva; O aparicidn de la cinternr inicial; I acdmelo de cédfulan indierenciadas; E;
inveginngidn de o pared de la vewicule prolifers, F: multiplicacitgn ¥ diferentiscidn de las cdlulan
indiferencimd mu; & ¥ FL: erecimiento p desnt relle del protepcolex. ml membrans laminar; mg:
mervbrane germinkbiva: e microtriqukas; n cllopleama sintitial; oo ebopl hecre perinwcieat:
ind: célulen indilcrenciedne; v; venlasne: g gonchows; p: célulex porenguimatasss.
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FPROTOSCOLEX

La formacidn de los protosedlex suele originarse en un ae-
gundo proceso mitético en las vealculaa proliferas (Ubelaker
1983a; Rogan & Richards 1987; Mehlheorn, Taragechewski, Frane,
et gif.. 1988 (Fig 4], aungue también pueden derivar directa-
mente de lg membrang germinativa del guizste. Células
indiferenciadas ec acumularan ¢n Jla pared de [as wvesfculas
proliferas, dsta ec invaginarid hacis el interior v, arrastrard con-
sipa las eéluias indiferenciadas que progresivamente irdn multi-
plicdndese v diferencidndose hasta definir tadas la estracturas
del protoscdlex, el cual gquedara unido a [a pared de la vesicula
por un finoe pediculo (Ropan & Richards 1987) (Fipg 5).

En &l protosedlex evaginado podemos distinguir macroscopica-
mente dos regiones claramente diforenciadas : la regicn del esedlex
¥ la regidn del soma (Fig 6). Lo regidn del esediex esta ocupada
Por cuatro ventosas ¥ un rastelo armado con una dohle corong de
ganchoszs ¥ genceralmente se encuentra invaginadse en la regidn
del soma. El sema estn ocupado bidsicamente por células del pa-
rénquime, eprpnisculos calodress ¥y el sistema exoretor {Fig 5).

El tegumento de los protoscdlex 85 un sincitio de estructura muy
similar al de la membrana germinativa, a través del cual se
produce e] intercambio de subkgstanciss entre el pargsito » su
medio circundante (Reisin, Tharra, Cybel & Cantiells 1886). Se
digtingue una zona externa citeplasméatica, en sineitio, gue des-
canza sobre una lina membrana laminer ¥ conecta cen Una TON&E
me&s initernoa nucleada & traves de puentes citeplesmdtices. Enla
gorma dal citoplasma distal se enicuentran gran cantidad de vosis
culas, vacuolas, grdnulos glectrodensos y mitocondrigs, ¥y desta-
cin numerpsas proyecciones digitiformes cubliertos de membra-
na, Que 8¢ ¢onocen comeo micretriguins, En la ropmdn del eseflex
eatas microtriguios son muy Rbundantes ¥ poseen una larga
egpina electrodensa, mientrna gue en la regiom del somna eatas
apn practicamente inaprecigbles, quedande reducidas a pegquo-
fipgs elevarianesn sin espina electrodonsa compleiamente
recubicrtas por un glicocalix P A S {Gchiff-deido-periddien) positi-
vo, {Morseth 1967a; Conder, Marchiendns, Willioms & Anderscn
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Figura 8 Protoscédlex ¥ vesicula prolifera de E. granulesus (320x). VP vesicula
prolffera; P: protoscdlex; mg: membrana germinativa p: pedicule; & teguments; oo: cor-
pisculos caledreos; g ganchos.

Figura 8. Protoscdlex de E. granulosus (100x). ES: regidn del escdlex; 8: regidn dal

[ =10 ]
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1983; Lumsden & Hildreth 1983; Marchicendo & Andersen 1883;
Mchianus & Barret 19585; Rogan & Richards 1589; Sehmidt &
Roberts 1980),

La mayor proporcidn de la musenlaturn de log protoscdlex se
encuachtra en la regidén del esedlex, formando parte de las venta-
BAE ¥ aAncliando la cerong de gsnchozs; en la regidn del aome
pedemos distinguir debaje del tegumento fibras lonpitudinales ¥
transversales responapblea de los movimientos periatfitticos del
pardsito (Lumsden & IMildreth 15983; Schmadt & Roberta 1950).

El gistema excretor de los protoseslex se inicia en las llamadas
células flamigeras {(Morseth 1967a), Estas son eélulas
protonefridicas que, actuanda de filtro ¥ sistema propulsoer, dirigen
fuidoes exiracelulares o un sistema colector activo. Las cé&lulas
Aamigeras se gncuaentran distribuidas por todo o] parénguima de
los protoscélex ¥ estdn conectadas con un sisteme canalicular de
tibulos de diferentes tamarfioy gue ahosardn & unos tubalos prine-
cipales, los sunles 52 abren al exterior en un Ppora exerotor, paca
vaciar asf su conitenido en el interior de la coavidad quistica
{Lumsden & Hildreth 1983 Schrmidt & Hoaberts 1989).

En el parénquirma de los pratosedlex, se dislinguen una gran
cantidad de corpusculos caledarens, Los corpiiscualos caledreas tie-
nen un origen ceclular vy estdn constituwidos por compuestos
inorginices, mavoritariamente : caleio, magnezia, fésforn v car-
bonate, depositades sebrro uta mateiz organien, 1n cual general-
mente esia organizada en lineas aoheéntricas, y contiene protef-
nas, lipidos, glicdgens, mucepglisucidridos, fosfatace alealina, RINA
¥ DA (Lumsden & Hildreth 1983 Pawlowski, Yap & Thompson
1988, Schmidt & Roberts 1989).

YESICLUII AS HIIAS

Son formaciones gquisticas con idéntica estructura a lg descrita
pars el gquiste hidatidico madre, pero que n diferencia de date no
derivan directamente de la oncoslfera {Eckert, Thompson &
Mcehlhorn 1983; Mehlhorn, Eckert & Thompson 1283; Thompson
1256G],

[[H
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Fizura 7. Larva de K. groaciosys ¥ siguema dao b formasldn da Tas vesicujan
prellferan v lag vesiculan hijae. {iacgtin Groria F, Gallege J, Gi1J. 1964). a: cnembrana
Imminar, B: membreno germingtive; e-d: farmacidn de tne vesfeols prolifers; §i rolurs de
ura vesieuls prolifera; k: arenilla hidaifdica: 1o formas idade una vepicwle hijo ecndogons:
I-r: formacian de wna vesioutn Lil|a oxdgane; -u: vepiculocidn de un cacdlex ¥ farmacidn

dec una venjenln endagena.
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Los wvesieculas hijas exsgpenas, derivon do peguefios ialotes de
memhbrang germinative atrapados en la membrana laminar de
un gquiste hidetidico madre {Grocin, Sallege & il 1964; Mehihorn,
Taraschewski, Fraonz, ef @/, 1988b) (Fig 7). Las vesirulas hijas
endépenag paelen ger de origen cefdlico, es decir, provienen de
un protogcdlex (Heath & Osbern 1976, Richards & Moerris 1989,
Estudios *in vitro® demuestran come los protogcdlex pucden de-
rivar a vesicula hija por vesiculizacidn del pardsito (Fig 83, o tras
la formacisn ¥ liberacidn de unn vesicula en &l pole pasterier del
soma (Fig 9) (Smyth 1967; Rogan & Richards 1%88a; Rodrigue=-
Crabeiro & Carado 19588; Casado & Rodriguez-Caabeiro 19898).

ELOUIRO HIDATHNCO

Es el contenido liguide de un guiste hidatidico, vesicula pralifera
a vesgicule hija. De no estar alterada la larve, 3 un liguide
transparcnte, gue trodicionalmente se describe como en agua de
TOCE.

Su composicidn binguitmica es variable en funcidn de la localiza-
cidn del guiste v el hospedador que la albergue {(Rodripue=-
Caabeire, Cazado & Jimenes 19890). Contiene alrededors de un
99,5 % de apun v, su residue seeo esta constituido bdsicamente
por prateinas, hidratas de carbono, lipidoas ¥ sales (MeManus &
Smyth 187E8; Vidor, Piens, Abhas & Petavy 1986; Bultan Sheriff,
E]l Fakhri & Kidwai 1989),

El l{guide hidatidico, es eonsiderado la prineipal fuente de
ohteneidn de proteinas parusitariss gtiles en el diapndatico
seroldgice doe Ia hidutidogis (Dottorini & Tass: 1278), aungue
también es de destacar e presencia en eske da protefnas proce-
dentes del hospedador, bidsicamente albdmina ¢ inmunoglabulinas
(Chordi & Kagan 1965; Coltaerti & Varela-Diaz 1972; Varela-
Dipr & Coltorti 1972; Coltorti £ Varela-Diaz 1974; Coltocts &
Varcla-Diaz 1975; Edwards 1982; Vidor, Piens & Gerin 1287),

(L5
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Figure RB. Froloscolnx apn fose da vosicolizasian (100x).

Figura B. ¥rotoucilex con veniculn cnn pele ponterior (200x).
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CI1CL.O BIOLOGICO

En el ciclo daméstice de K. granulfosus el parro octiis como hospedador
definitive ¥ los dyuides ¥ rumiantes domésticos (ovojs, vaeca, cabra,
caballe, ate ) cormo hospedadores intermedisgrios (Smyth 1969 Noble &
Moble 1832 Euzchy 1983: Rausch 1586 Mehihorn & Walldorf 1988a:
Schmidt & Roherts 1988)

Cl1CLO)

El desgrrollo del cestode adulte en el hospedadeoer definitive ocu-
rre tras g ingesttdn de quistes hidatidicos fértiles localizrdos en
las wizcerns de los hospedadores intermediarios. Una vez ingeri-
dos lo parcd guistica e digeridz ¥ =e produce la liberacian de
nuUMerosns protoscdlex que, en condiciones: SptiMmAs cvagZinoOrian e
irdn o establecerse agrupades en la primerno porcidn del intestino
delgado del hospedador definitive (Lymbery, Habhbs & Thompson
1982a) en donde se desarrollaran ¥y aleanzardn su modures sexael.

Le propagacidon a los hospedadores intermediarios se reoliza
medisante huevos liberados g] exterior B travas de las heces, Tras
u ingesta, la oncosfora, se lihera de sus envalturas y se activa,
atroavicso la mucesa intestinol ¥, pencralmente por via portal
alecanza el pardnguirma hepiatico €n donde se desarrollara la for-
ma mmetacestédica, aunguoe tambidn pacdes alcanzar otros drgn-
noe,

FEl piclo se completa cuando el hospededor definitivo se infesta al

ingerir wviscernas de hospedadores intermediarios con guistes
hidatidicos Tértiles (Fig. 103,

Pt
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Figurm 1% Clely bloldgico dre E. yroraferur (seqin Mehlhern H, Walldorf
¥, 1908al 1: hoopedadeor definitive; 2: verme adullta; 3: proglétide feetil; §:
chncoafera; & haspedodor intermediarie; G guisie hidatfdico; 7: protescdicx

invaginedo; B. protascdles evaginadi,

a1
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LESPRECIFICIDAD Y SUISCEPTIERILIGAL

El gque un animaol actue como hospedador definitive o interme-
diaric esta en funcidn de una serie de sondiciones filogendticas,
inmunclagicas, bioguimicps o fisicldgices de éste, asociadaz a
peculieridades del parasito.

HOQSPEDADOR DBEFINITNO

La esatractura anptdmicae del intestine, asfi ecomoe el tamafo y
forma de les pldndulos de Ligherkihn ¥ de las microvellpsidades
intestinales parecen ser factores relacionades con el desarrollo ¥
maduracién sexual del pardsito.

La composicidn de Ia bilis €5 uno varioble importante relacioneg-
da sonh io supervivencia de &stos en el trocto digestivo del
hospoedador, Estudios "in vitro” demucstran como ciertos dcidos
biliares { deoxicalato ¥ chenodeoxicolato ) presentes en la hilis de
les herbivoros son capaces de lisar el tepjumento de los protesedlex
¥ hacerlos inviables {Emyth 1968).

FICHSFPFI AN INTRERMEZDTARII

Parcce ser que la rotera del embridfore v lo activacidn de la
ohcosfera estas estimulada por ciertos componentes presentes en
la Bilis, &l jugs Intestinial ¥ ol jugoe pencredtico, sin loa cuales 1n
erlosidn de los huevos mo se produce. Por otre lado, tEmbién
exigten maganismaos reguladores, como son la resistencia natural
o adquiridn, que modulardn 1a infestacidn del hospedador,

22
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VARIACIONES INTRAESPECIFICAS DIE
E. granulosus

La evidencia de diferencias fistolégicas (desarrollo ir vitro) entre pobla-
ciones de E. granuicsues (Smyth & Davies 1974}, v la posterior confir-
macidén de su asociacidn A diferencias bicquimicas (DA, iscenzimas,
protefnas solubles) v metabdlicas (Humaratilake, Thompsan & Dunstmore
1979; Smyth 1882) supuse 18 intreduceitn del concepta de cepa o vRrin-
cion intraespecifica pEra enfatizar diferencins dentro de una clasifica-
cidn taxondmica excesivamernte simple basada fundomentelmento &n
caracteres maorfeldgicos (Humaratilake & Thompson 1982, Thompson &
Lymbery 1950),

Sc eree que 1B reproducsidn asexual indefinidn d¢]l metacestode fovore-
ce ¥ potencia Ja aparicidn de mutantes, al mismo tiempo Que asegura
s8u continuidod y da lugar o la aparicitn de una nucva ofpa GOl CATAR-
teristicas propiay o espoecialmente adaptads a un hospedador conerats
(Thompson 1986).

Los criterios para la diferenciacidn v ceracterizacidén de variaciones
intraespecificas o cepas de K, granulospgs pueden ser de indole
maorfolégicos {(Humaratilake & Thompson 1884a; Kumaratilake,
Thompson & Eckert 1986; Hohhs, Lymbery & Thompzan 19390%,
metabhdlicos (McechManus & Emyth 1978, McoMenus & Smyth 13982),
bioguimices (Mumaratilake, Thompson & Dunsmore 1579 Smyth 1982;
Kumaratilake & Thompson 1984b: Lymbery & Thompseon 1989h), fisio-
légicos {(Smyth & Dawvies 1974; Smyth 1982), antigénicas (Gottstein,
Eckert, Michael & Thompson I1987) v penéticez (Righi & MceManus
18987; Cuesta-Bandera, MeMaoanuas & Rizhi 1288; Mcochienus & Rishi
19397); spliendo asacigrse b aspeclos epidemicldgicos relacionadoes con el
poder infestanie del pardsite toante en &1 huédsped intermediavio comn
&n ¢l definitive (Baldock, Thompsen & Kumaratilake 1985, Cook 18359),

La aceptacion de Ia existencin de diferentes cepas de E granufcses con
difarente patogenicidad, caracloristicas ontigénicas diferentes, ¢ inclu-
go diferente reapucsio o la guimnmisterapia, hosen gque 2ea de vital impor-

tancin establocer eriterios que pecrmifan difcrenciaor las variaciones

=4
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intraespacificas (Thempson 1288} Lo oxistencia de veriaciones
Eendémicas conatantes psra cade cepa, hace gue ¢] catudic del ADN
fenzimas de resiriceidn, hibridacidn, secuenciacidn? sea ol métedo mds
senaible ern la caracterizacidon de cepas diferentes (MeMarnus 1987a;
Thompsaon, Yap, Lymbery & Pewlowski 1987) pero, la demostracién de
cierta diversidaed gendétice dentro de una misma cepa impide gque sim-
ples varigciones gendmicas sean suficientea para definir una nueva
cepa, debicndo para eso asoviarse diferencias clinicas ¥ epidemioldgicas
signtificativas {Lymbery & Thompson 1930}

La cargcterizacion gendmicn de F, graonufosus pislados en Espadia,
confirme la existencia de dos cepas difcrentes ; 1a cepa ovinabovinps
humanae ¥ la cepa eguina nislada solo en burros {(Cuesta-Boandera,
McManus & Rishi 1988).

Zt
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HIDATIDOSIS

La eguinoeopcosis hidatiea o hidulidosis, es 1a infeceidn ¥ desarrolla de
la larva de E. graenhufoses en los tejidos humanaos,

En la hidatidosis primarig, la larve hexpoanta, tras atravesar o mucosa
del intesting delgpado alcanza una venula y a través del flujo sanguinec
243 transportRda por el sistemz portz hasta el hipado, seliende ser
retenidea en el sinuscide hepdtico, Superado el capilar hepatice puede,
B través de las venas suprahepaticas ¥ cava inlerior, alceanzar el cora-
zdn derecho ¥ ser transportada hasta £] palmdn, al gque también pucde
Ilegar, evitando el filtro hepatico, 8 través del sistema linfdtica. De
superarse €l capilar pulmonar, el pordzite, entrarig en Ia girculacidn
sistémica ¥ podria alconzar cualguicr localizacion en el cuerpo humana,
La hidatidosiz sacundaria sacle ser maltiple, ¥ subsiguiente a la rotura
quistica ¥ liberacidn de elementos MeErtiles (Torres, Coyla & Corominas
1981; De Andres 1984; Schantz 1984; Schwsbe 198G; Frenkel,
Taraschewski & Yoigol 1988).
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CUADRO CLINICO DE LA HIDATIDOSIS HUMANA
Lez manifeetaciones elinices dependen de 1o locnlizacion, del namero,
del volumen, de la compresion que pueda efectuar ¥ del estado hiclégico
del quipte (sano, infectado, fisurado, calcificado} perg, #n un gran por-
centaje de cesos, pucde permansecer asintomético ¥ aer un hellezgo
cagual en unag exploracion rutinaria.

Lar elteraciones que el quiste produce dependen, en cierta medidna, del
Ssrgano donde ecsta localizade puces, el efecto de compreeidn que eree cl
quitte sobre ] parénquima del érpone puedo [legar a comprometer ln

funeidn de aste |

HIDATINOSIS FIEPATICA.

Es o formoa nds frecucnte de presentacidn. SGeneralmente es
primaria. Bl guiste puede ser dnico o miltiple ¥ se localize con
mds lrecuencia ean el Idbulo derecho que en el iIzquierdo, aunque
puede ser hilateral, La eveluridn del quiste suele ser lenta ¥ los
eintomas muches veces no existen o son es5CcB303 @ dalor en
hipocondrio derecho, ictericia, hepatomegpalia, masa pelpable en
hipocondrin derecho, dicpepsia, cte. . Las complicaciones mis
frecuentes son @ infecsidn, rotura a wvias biliares, roturse
intraperitonensl » diseminacidn, compresidn de vins biliarces o
vases sanpguiness, ote. (Torres, Cayla & Corominas 1981;
Fernandez-Nove & Quemada 1984; Gonzalez, Martin &
Dominguez 1985; Schwabe 1986; Hidalpe & Barquet 1587a).

FIDATIIN SIS PULMOMNALL,

Fucde ser primaria o secuthidaria a quistes hidatidicos hepdticos
abiertos 5 las venay suprahepdticas o a lo cava. Suclen ser
quistes vinicos, Tienen un crecimisnto mas rdpide gque los hepa-
ticos v las complicaciones ron mas {recuentes : infrocidn y
fisuracisn ¢ rotura. Pueden dar sintomateloma on Mocmo de doler
costal, tos, hemoptisis, fiebre, disnes ¥ vdmicn por comunicacidn
bronguinl {Torres, Cayla & Corominas 19831; Bravo, Serranag,
Varela, ef al, 1983; Schwabe 1986, Chaounchi, Noarit, Ben Sulah,
et al. 1988).
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HIDATIDOSIS CARDIACA

Es en generpl primaria. Afecta con mayor frecuencia ol ventriculo
izguierdo. Suele ser Aasintomdtica, aungue puede dar clinica de
dolor precordial o trastornos moecAnicos. La eomplicacidn mias
importante es 1g rotura, havia el pericardio, o mas frecuenteman-
te hacia las cavidades cardiacas con el consiguiente embalisame
pulmonar o periférico, generalmente acompafiads de reaccidn
anafildctica. fTorraes, Cavla & Corominga 1581; Sala, Pare, Abad,
ef al. 1983; Schwabe 1986).

HIDATIIDNGSLS DEL SISTIEMA NERVIOSD CENTRAL

Las manifeslaciones clinicas suelen sor tempranas, prasentdn-
dose como un sindrome de hipertensidén endocruneana con cefa-
lea, vdmitos, trastornos visuales, crisis epilépticas, ete., Suels
alcctar a patientes jovenes de menos de 158 anios (Torres, Cayla
& Corominaes 1281: Schwabe 1986, Arboix & hMarti-Vilalta 1986:;
Hamdi, Ayvachi, Garpouri & Mourad 1890,

HHU2XATINOSIS O51EA

Suele griginarze en la medula dsea vy crecer seduptdndoese = las
cavidedez de los hucszas, por 1o que deberd adoptar una farma
microvezicular Suelen dar trastornos de tipo mecdnica o delor,
autgue tambidn s frecucnte la ractura pataldgica (Torres, Cavla
& Corominas 1981 Seshweabe 1986; De Mipuel 1987 Markakis,
Markaki, Prevedorou & Bourgpoulou 1590}
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DIAGNOSTICO DE LA HIDATIDOSIS HUMANA
Clinicamente, el guiste o los quistes hidatidicos evolucionan lentamen-
te v pueden pacsar desapereibidea durante muchos anos. La
sintomatglogia, cuendo existe, no es especifica, ¥ depende, como hemos
viato pnteriormente, de la localizacidn, del ndimere ¥ del tamardhoe de los
quistes. Ea por ella, que el diapnistico paraclinica 23 especielments util
en I hidatidosis humana.

DIAGNOSTICO CLINICO

El diagndstico elinico se basard en las manifestacienes arganicas
que determins el gquiste o las complicaciones que este suponga,
a3l como en los datos epidemicldpicoa del paciente (procedencia,
ccupacidn, antecedentes familiares, ... ).

L poca especiflicidad de los dotos elinicos, hooe que la soapechn
clinicu deba siempre ser confirmada medianite el diapndastico
morfoldgico y/o seraldgico.

DAGHOSTICS MO 0L OGO

El dingrnéstico morfolagico de la hidatidosiz se hass €n: wnaA Berie
de métodos sapaces de demostrar directa o indirectamente la
cxistencia ¥ lecnlizasdn de un gquiste hidatidico.

RAMNOLOGIA CONVIEENCIHONAL

Aprupa una servie de téenicos en oz gque la imapgen s=e obtiene
pobre una plece radiogrifica.

La redioprofia simple posec ung pama de densidades muy limi-
tada, siendo muchas veces difieil de diferencior entre la densidad
del gquiste v la del parédnguima del drganoe gque lo contiene. Gene-
ralmente solo aporta datos indireeteos de lo localizacidn del quis-
te : Liperos cambios de densidad, alteraciones en &1 contorne de
lo wviscera ¢ en estructuras vecinas. Tan solo pucde ser dingndstica
oh el caso de guistes culcificades o parcialmente coleificados.
Las gaploraciones radioldpicas gon.enntrasie pueden evidensiar
ln impronta gque sohre olroas visceras deja el guiste o delimitar un
quiste deniro de una viscera, pere en la aclunlidod han dejade dao
emplearse en la investigacidn sistemidtica dol quiste hidatidieo
{Torres. Cayls & Coromings 18851; Sales & Garcia 1984;
Domingues, Murtin, Sagrodo, ef al. 158353).
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OANMMAGRARLA FIEFPATICA

Eg una prucha fdirmecs dindmien, an la que e amplea un
radiefdrmaco quo se fija en el sistema retieule andotelial hepi-
tico. Las zmonas de destruecidn tisular, o los proeesgs expansivos
que desplazan ¢l parénquima, se evidencian comao aress frins;
pero 51 poca capacidad de discernir la naturrleza de les legionea
ha hecho gque fucra sustituide por otros métodos diagndaticos
como aph la ecografia y la tomoprafia axial computarizads (To-
rren, Cayla & Coreminges 1981 Sales & Garcia 1984; Damingueszs,
Martin, Sagredo, ¢f al. 1985}

ECOGRAFIA (EECC)

Se basa en la emisidn de ondas ultrassnicnos ¥ N su perecpeldhn
tras =cr reflejadns e Yas diferentes ectructuras de un drgano.
Fermite unme fieil evaluasion de las lesiones abdominales, ofre-
ciendo una cxacta informacion de localizacidn, volamen ¥y egtrac-
tura interna, lo gue permite efectunr vn diagnéstico corrects can
un alto margen de sepurided. Soloe en case de quistes complica-
dos, en los que ¢l patrén ccogrifico es muy hetordgeneo, el diag-
néstico diferencinl con otras lesiones puede ser dificultose (To-
rees, Cavla & Corominas 1981 Seles & Garcia 193%4: Domingues,
Martin, Sagredo, 4 al. 1985; Garcin, Marti-Bonmati, Menor, ef
af. 1988; Jain, Gupta, Gupta & Saha 1289 Morti-Bonmoti &
Monor 19903

TOMOWGIRAFIA AXIAL COMPLUTARIZAIDA (TAC)

Es la técnica con més senstbilidad ¥ resclucién de las empleadss
en el diagndstico morfeldgice de la hidatidosiz, Con respecto a ls
ECO, 1 TAC define mejor el contorno quistico y detecta con
mayor sencibitidad e presencin de caleificaciones en la pared
quistica ¥ la presencia de vesieulas hijas. Suele complementilar el
diagndstice ecoprafica de Ia hidutidosis.

Lua imagon se obtiene moediante la medicidn por cotnputadoro de
loz diferentes densidades de los tejides gue en an determinado
corte del orpanisme son stravesados por an haz de roayos X.
Aungue laz imbAgenes obtenidas sale puvden repgresentar unas 16
tonalidades de gris, 1a densidad o valor de atenuacidn de an
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Greann, tejida o legidn detorminada puede discriminaree dentro
de una egcala de does mi?! valores numéricos, le que confiers a 1la
técnica una gran sensibilidad (Torres, Cavla & Corominas 1981;
Manchon I18B2; Sales & Garcia 1884; Dominguez, Martin,
Sapgrado, ef qf. 1985; Gareia, Muarti-Benmati, Menoar, gf qf. 1988;
Marti-Boomati, Menor 19300,

BESOMNANCLA MAGNETICA NMUCILEATT (M)

El descubrimiento del principio de la resonancia magnética data
de 1846, pere gu aplicacidn biomédiea ez muche mias reciente y
el emnmpleg de este tecnologia en la practica clinica se remonta a
pPooos anos atreg,

El principic de la técnica consiste en detectar v, transformaoar en
imagen Jas variaciones de imanacicin de {os niclens moleculeres
de una sustancio bajo lo oceidn de un campe mognético ¥ de una
onda elestromapgnética. Las imégehes obtenidas dependen de
miltiples factores, entre ellos 1z densidad de protones ¥ los
tiempos de relgjacion; estos hGltimes reflejan el estadoe dindAmico
del medio, lo gue debe permitie 1a coracterizacidn histica ¥ la
evaluacidn del estodo funcional de los drganoas visunlizados.,
Los gquizstes hidatidicos poseen un estedo dindmicoe especifico que
facilita e! diegmdstico diferoncial cunnde, por ECO o TAC, no se
detectan sigmos caracteristices de hidutidosis. En comparacién
con lg ECO ¢ el TAC, 1a EM, delimita mejor los lesiones, define
meajor el cantenido ¥y permite una evaluacidn miais correcta de las
complicagionas, perg es incapaz de deteotaor pegquofios guistes.
Tedricamente, valorondo las reducciones en el contenido liguida,
la BRM podria difereneiar entre gquistes viobles ¥ no viables, pero
en la actuglidasd o es posihle tal diferencigcidn (Ruscalleda
198&: Bernard, e Certaines & Le Jeune 1989; Wojtasek X
Teixidor 19892; Claudan, Bessieres, Regent, ef /. 19906; Marani,
Canopesi, Micoli, af af, 1920; Marti-Bonmati & Menor 1990; YVan
Sinner, Rifni, Te Stroke & Sicck 1990),
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[HAGHNOSTICO DDE LADDHATORID

Dentro del diapndstico de 1eboratoric de 18 hidatidosis podemos
dislinguir entrc una seric de pruebas bioldgicas generales, habi-
tualmente inespecificas ¥ ¢on muy escaso valor diagndatico vy, 1o
que g5 propiamente el diagndstico inmunoldgicn de 1a enferme-
dad, que serd tratado més extensamente.

Entre las pruebas bioldgicns pencrales, tan sole Ia eosinefilin
presefita un cierto interds cunnde va acompanada de una aliniea
sugerstiva {(Torres, Cavlo & Corominos 1981; AullTray, Sancheaz,
Elvira & Dominguez 19584).

El diagnastico inmunoldémico de la hidatidosis s boza prefercn-
temente en ia deteccidn de la respucsin inmune, ¥a seq de Lipo
celular o humaral, que desencadsana el hospedador frente a Ilas
estructuras antigénicas del parasite. Tambign se ha intentago el
diandstico mediante ta deteccidn de anticenos o inmunocomplejos
circulantes (D"Ameliog, Pontesilli, Palmisano, et af, 1983; Craig
1986a; Schantz 14958; TYAmelio, De Rosa, Pontesilli, ef al. 198M
pere los resultados son, por ol momento, poce Rlentadores.

Lo inmunidad eelular s& ha estudiade mediante la aplicociton de
tdcnicas de transformacién linfobldstica (Siracusane, Teggil,
Duintieri, ef al. 1968, gque en la actuzrlidad se emplean sclo B
nivel expeorimentol, ¥ mediante la intradermorregccion de Casond
(Cazoni 1211; Corominas, Torres & Cayla 1957).

Lea hipersensibilidad de tipo inmediato (reaccidn de tipo 1), gue
evidencia la existencin de anticuerpos reapinicos especificon (g
E especilicas), sc ho astudindo meoediante prucbas de mipracidn
de mocrofagos, test de tcunsformasidan linfoblastica, pruebas de
degranulacién de basdftlos {Mir, Garcia de Lomas, Olmes, ef af.
1982; Pelnez, Sagtre, Morales, gf af, 198E} ¥ prucbas cotinens
eoma la intradermorreacsion de Casoeni (Casonrl 1911 Corominas,
Torres & Cayla 1987
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En lo deteceidn de anticuerpns circulontss se han empleads mail-
tiples prucbas sercldégicas. Las difcrencias metodologicas, asi
coma la diferente fuente antigénica empleadna, marcan la capaci-
dad de la téonica para detectar 1as personas afectes de hidatidosia
(eensibilidoad) ¥ discriminar entre Ila infestacidn por E. granulosus
¥ Ia afcccidn por otrAas parasitozis o patalogias (espocificidad)
{FPozruoli, Musiani, Arru, ef 2f. 1572, Kien, Molet & Ball 19B0;
Mufiox & Pertus 1982 Vicente & Guisantes 1984 Pinel, Fricker,
Chumpitazi, 2t alf, 1989, Goadea&Garcia-de-Lomas 1991). La fal-
ta de sensibilidad y la existencia de reacciones eruzadas han sida
¥ som un problema sin resclver (ver 111000 v, aungue en algunax
casos sc ha eonsceguido incrementar la sensibilidad suele haber
gido en detrimenta de la especificidad (Lightowlers 19903,

INTRADERMORIIEACCNIN DE CASON!

Introducida para ol estudio de la reaccion cutdnen tardia (res-
puesta celular tipo IV), en la actualidad se ampleno pora valorar
lo hipersensibilidad inmediata meodiadn por aEnticuerpos
roeaginicos.

IL.a pracba sc basn en la inyeccidn intradérmica de antigenos
hidstidicos del contenido quistico, ¥ por tante eats influencinda
por las maltiples variables que pucden suponer la utilizacidn de
diferentes lotes pntigénicos asi come por la concentracidén y
dosificacion de estns,

Ler prucbn cs bostante sensible pere su valor diagndstico es
dudoso debido a su pocon czpecificidad, habiéndose detectpdo
rmiltiples falsos positives en poacientes alocctos de otras parasitosts,
olros patologiag, o incluso pocientes sanos (Schante, Ortiz-VWalgut
& Lumbreras 1975 Yarzabal, Schantz & Lopez-Lemes 15975
Auvngue s2 ha intentado inerermantar su especificidod empleando
antigengs de hujo contenida proteico o anltigenos purificados, la
prugba o puede emplearse como diagndstica ¥ tan solo cetaria
indicadn como un test de escrining para ol cstudio de groandes
pablaciones on zonas enddmicas (Waottre, Capron, Dessoint &
Copron 1280; Corominns, Torres & Cavla 1987
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FIIACNKDON G COMMALFEMENTO

Es una de las técnicas inmunpdiagndsticas mas antiguas ¥ mas
empleadas, e hAsa en la sengibilizacitn de hematies de carnero
con antigeno hidatidica ¥ 1a observacidn de la accidn hemolitica
del complemente al ser activodo por &l complejo antigcno-
anticuaerpo.

5i bien fué la primera téenica seroldgica introducida en el dieg-
néeticn inmunoldgics de 1g hidatidoaia (Ghadini 1906), sy upo ge
ha visto restringide debido a 1a haja sensibilidad ¥ los preoblemas
de inespecificidad que presenta respegto o otras técnicas
eeroldgicas (Kogen 1968; Torres-Rodrigucze 1576).

PRIJEBAS (I AGLIITINACK N INDIREECTA

En estasa, el antipeno es fijedo sobre particulas inertes ¥ la
adicidn de anticuerpos cspecificos dard lugar 2 1B foarmacitn de
una malla anticuerpo-antigeno-parclicula gque se visualizard por
la aplutinacidn de las particulos inertes.

Les pruchaa de aplutinacidn mas empleadas han sidoe las proe-
bas de sglutinacisn de litex (AL) » Ja hemaglutinacsién indirecta
{HAI), Ambas son técnicas de fadcil realizuciénh ¥ permiten, mea-
diante 18 dilucitén de los sueros, un anélisis semicuantitativo de
log niveles de anticucrpos.

La AL cmplea particulas de Jdtex sensibilizadas con antigeno
hidptidier, Es bastpnte sensible (Ficordo & Guisantes 1981 Vi-
cente & CGuisantes 1984), pero presenta problemas inherentes a
lz variahilidad de los anticenoz: empleados, asi coma de
inespecificidad (Rickard 19584; Vicente & Guisantes 13847 por lo
Qe 5& recomicnds su emples conjuntamente com una tdenica de
mayor especificidad.

En lg HAI se emplean, como particulzs inertes, hematies sensi-
hilizedos con antigenos hidoatidicos. Es uvna de las téocnicna més
sensikblies empleadas en el diagnostico rutinorio de 1la hidetidosis,
¥y correctamente estondarizada tiene una buena cspecificided
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(Kagan 1968: Varela-Diaz, Guisantes, Ricardes, ef af. 1975;
Ficardo & Guisontes 1951; INjeruh, Okelo & Gathuma 19894,
aunguec ac hon demostradoe reacsiones eruzadas con E,
mulitlocularin, T. solivm y ptras parasitosis (Vicente & Guisan-
tes 1984; Njeruh, Gathumeg, Okelo & Tumhbak-Oeri 158%a). Su
Tdril elabkaracion y amplia comercializacidn, 1a hacen una de 18E
técnicos diggndsticas mas empleadas.

METODOS DE PRIEZCIPITACHON EN GRS

Los métodos de precipitagicon en geles se basan en 1o ohservacion
de lar bandns de precipitecidon gque se forman ceando antigeno v
anticuerpo s& combinan en proporciones de eguivalencia, Suelen
ser técnicas cealitativaes con poca resolucidn, gque aclo permiten
distinguir distintas interacciones anligene-anticuerpn, AWngOe
su resalucidn puede incrementarse mediante la separacidn pre-
vin de las diferentes fracciones antigénicas en funcidn de su
carga cléctrica (inmunoclectroforesis).

La inmunaoelactroforesis fue aplicada al diagndstico serplégico de
la hidatidosia por Chordi ¥ Kagan (1965). Posteriormente, Capron
¢t al. [(Capron, Vernmes & Biguet 1967) deseribieron por
inmuncelactroforesia (TEF) la presencin de un aren de procipita-
cidn {grco O} especifico pare el diagndstice de la hidaticdosis,
También gc han aplicads al inmunodingndstico de la hidatidozis
técnicas de doble difusién (DD} (Coltarti & Varels Tliaz 1978) »
contreinmunaoelaecstroforasis (C1EY {Genteling & Pinon 1972; Soriee,
Delin & Castagnari 1975; Ambroise-Thomas 1984). Sc han rea-
lizade miiltiples veariaciones para consepuir inerementar Lante la
sensibilidad como Ia especificidud, entre eslas destacar o ELIEDA
{enzvme {inked {mmuno electre diffusion aessay) ¥y ELIDEPA
leneyme nked fmmung doulife electrophiorests assdy) que reve-
lan las greos de precipitacisn con anti-inmunoglebulinas marea-
das enzimaticamente (Pinon, Charpentier & Dropsy 1378; I'inel,
Fricher, Chumpitazi, ¢t of. 198Mm
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Suelen ser Lécnicas poco sensibles pero bestante eapecificas, ¥ en
reneral Bc Bgepta gue la prezencifE de un arce 6 por IEF es
especifice de infestaciton por EcAinoococcus spp.. en especial en
agquellaz arcae en donde 18 cisticercosis no e prevalente (Mufoz
& Portus 19BZ: Vicente & Guisatites 1934; Rickard & Lightowlers
1886; Lighiowlers 19305,

PRUEBAS INIIRECTAS CON ANTICUERFOS MARCADOS

Les pruchas gue emplean anticuverpos marcadoa para el
Sicpndstice soroldgico de Ia hidatiasis, son mdaltiples v muy va-
rigdnas. En todas se emplean anticuerpos anti-inmunoglobulinas
humanas conjugedas con un marcadoer, con el fin de detectar 1a
reaccion de los anticuerpos especificos del suero con un Antigeno
gue se encuentra fijado a una fase sdlida, Suelen ser técnicacs
cuantificables, ¥ permiten estudioar individualizadamente la clg-
ge de inmunoglobulina especificn gque inlerviene en Ia respuesin

tnmuane,

Son técnicas muy schsibles, debide a la amplificacion gue las
supone el emples de un sepundo anticuerps marcado. San bas-
tante especificas, permiten el estudio simultines de on gran
niimero de muestras y son fdcilmente sutomatizables.

A modo de cjiemple trataremos hrevemente aguellas gque han
tenido mas difusidn @ inmunofiuorescencia indirecta, técnicas de
cnzimoinmunocnsays v téchicas de redicinmunoensayo,

En la inmunoflucrescencia indirectn (IFI: la reaceidén antigeno-
anticuerpns se evidencia poer £1 marcaje de las anti-
inmuneglebulinas humanas cen Aucrocromos. Sucle emplear
antigenos particulados, generalmente protoscilex enteros o frag-
mentos, por lo gue detecto gnticuerpos dirigidos contra antigenos
de superficie. Es una técnice baztoante sensible, pero que preaen-
tn alguncs problemas de especificidad (Sanchez, Sanchez & Albala
19797 AulTray, Sanchez & Dominpguez 1980; Guisentes & Vicente
19833; Casndo, Redripues-Caabeivo & Jimonez IDE5),
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En las tfcnicas de enzimosinmuneensays (RLISA] Be emplaan

anti-inmuanoglobulingas marecadas enzimaticamente, laa cuales
dan lugar a compuostos caloreados gl reaccionar con un determi-
nado substrato, Suelen renlizarse en placas de microtitulacidn,
ecbre lazs gue ge fijan antigenos aplubles. Correctamente
estandarizade &3 ung de lag téenicas dingndsticas mos genesibles
(Guisantes, Rubio & Diaz 1981 ; Taski, Dottorini & Beldelli 19582;
Mericua, Bout & Cepron 1984; Coltorti 1984; Wattal, Malle,
Khaon & Aacwal 1986: Biava & Kurez 19902), pero e han descrito
reacciones cruzadas con T solium, K multilocularizs ¥ con otras
parasitosie (Knobloeh, Lederer & Mannweiler 1984). La sansibi-
lidad ¥ eapecificidad de 1a ELLTSA varian en funcién de] antigeno
y de les técnicrs empleadas para su parificacidn, inerementandosc
al maximo cueando 2e emplean antigenos purificados (Gottatein,
Eckert & Fey 1983; Hickard, Honey, Bramley & BMitchell 15984;
Hira, Bahr, Shwreikit & Behhiehani 1890).

El madicipmunpoensaye (RIAY smplea cenjugados marcados
radiactivamente, generalmente con I'¥, Es compareble en sensi-
bilidad ¥ especificidad = otras técnicas disgndsticas (MusSiani,
Piantelli, Arru & Pozzuoli 1974; Matossian 1981), Tiene ¢l ingon-
veniente de precisarlz manipulacién de compuestos radiactivas.
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA, INCIDENCIA Y
PREVALENCIA

La sdaptabilided de E, granulosus g diferentes hospedaderes ¥ €] inter-
cambie de animales demésticos entre Europa ¥ el resto del mundo &
hachn posible la distribucidn mundial de ests parasitozis (Schantz 1954,

La distribuci¢én cesmopolita de la hidatidosis presenta variaciones geo-
prafices en cuanto A tasas de incidencia v prevalencia sc reficre. Las
varipcipnes en la incidencin de la hidotidosiz humone se azocian o
factores propios de cada pais o regidn (ambienteles, socio-neoldgicos o
intringeccsz al pardsite o el hudsped), gque modulan le epidemiclogie de
E graruicsus en su ciclo biclégico deméstico (Gemmell & Lawson
1986a; Gemmell, Lawszon & Roberts 1986k Gemmel]l 19900

A nivel mundigl, destacan como areas hipercndémicas: las del cono aur
americanc, Auilralia, Africa oriental ¥ toda la cuonea del Mediterrdneos
incluyende Iran o Irvak (Fipg. 11} (Matossian, Rickard & Smayvth 1677

FEFE Baje

incidencia
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Figura 11, Distrlbucidn sunllal de To M datidasin izcgin Matossina RY, Rickard M,
Smyth JD. 1977,
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PAIS O REGION REFERENCIA I.MA PER1GIMD
Argelin Larbasus & Allowla 1987 9 1066-80
Argentina {Chubut) YVarela-Diaz ¢ of. 1933 13.4-75.8 1573.79
Argentine (Rie Negrn) Schuntz of af 1973 143 1564
Australia (Fesmania) Kelly & Hogarth-Scott 1977 15,1 1853-53
2.3 1969-T1
Bulgaria Scilev & Beava 1282 0.7-5.77 1575.79
Chile Ramirez 1932 .8 1874
China (XinjiangTygur) Chi #1 af. 1990 43.H 1987
Chipre Pelydorou 1981 129 1974
a- 1941
Grocie Karpathics «¢ ol 1985 877 1969-T3
Tnglaterra Palmer & Beflin 1987 0.032 1074.83
Itolia {Cardefa) Cenchedda < «f 1045 11.1 1874-81
Kuwait Ehweiki o1 al 15999 35 1989
Kenya (Turkans) Melaon 19B6 198
Nueva Zelunda Burridge & ol 1976 1.B-11.4 195271
Gemmell 1950 o PST0.-AO
Pais dr Gales Pulmer & BifTin 1087 0.4 1974.83
Tanzania (Maasai) Macpherson et al. 1983 11 1577-8E
Tunez {central) Behir o af 1980 183 19322.85
Uragueyr Furriel ¢f af. 1973 1na 1962.71

Takle I. Taen de incidencia media anval {3,3.A4.) corgprndienie o mlgunae pafees o rogiance
* Trae tampatha dntihidaifdicn

Gemmell 1972, En la tabla I se intenta reflojar una panordmica gene-
re] de lg incidencia de la hidatidesis humaeana a nivel mundial,
recepildndose parte de los pocos datos bibliogrédficos existentes sgbre
tasas de incidencie correspondientes g Alpunos paises.

ESTADRO ACTUAL DE LA HIDATIDOSIS EN ESIPANA
Aungue la realidod actual de 1a hidatidesis on Espafin no eg bien
conacida, numeresus publicaniones, toante nacionales (Guisantoes
1984} camo interpacionales (Matossian, Rickard & Smyth 1877),
coinciden en sefialar el territorio espoaficl como drea
hiperendémica,

51 bhien no se conoce cxactaments la incidencia real de la
hidatidosis en nuesire pats, los datos dispanibles permiten con-
cluir que lp hidatidosis tiene importantos roepercusiones en aglud
humana ¥ animal, con conziderables pérdidnas ecandmicas. Pér-
didos ceconémicis delbidos meyormente o : 1o estancia hoapitala-
ria, el abzentizsmo lnboral ¥ loas perdidas por foallegcimicentn; perc
a Ins gque tambidén deben sumarse Tns derivadas del parnsitieme
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de los animales  decomise de visceras on los metadoros, menoer
produccién de corne, leche ¥ lane, ademis de los costes por
tratamiento sntihelmintico (Guisantes 1984; Vega, Gimeno Ca-
laro, et af. 1985; Cayla, Barquet, Corominas, ef af, 1986h; Hidul-
go & Barguet 1587h).

Los estudins exisgtentes eén cuanto a incidencia humana de esta
parasilesiz cn €l terrcitorie eapanol, muestran una tase media
anual sercang a 5ei% casos por cada 100000 habitantes y afo, lo
gue corresponde a2 vunos 2000 nuevos casos (Carda-Aperici 1971,
Hidalgo & Barguet 19257h) Trabajos sobre morbilidad dan una
tasa anual de 117 ingresos por cada 100,000 enfermos hoapita-
lizados (Muafioz, Conthe, Arnolich, af af. 1282 ), ¥ unzas tasas de
mortalidad cspecifica por 100,000 habitoantes gue se situan entre
ul maAximo de 058 v un minimo de 0,25 segan el atoe estudiado
(Falipe, Llopis, Ruiz de la Fuente, of al. 1936).

Las tasas de prevalencia ¢ incidencina no presentan, en el terri-
torio cspancl, una distribucidn uniforme. La mayor incidencip se
asocia generalmente a zonas turales y, suele ser directamente
proporcional o la produccion de panado evino, La densidad de
infeccidn por comunidades auvtdnomozs ez también varinble
Castilla-Ledn, Aragon, Extremaduras, Rigja, MNavarra ¥ Castilla-
La Mancha scon lus eemuanidades gue prescnton MABYyOor
prevalencia, misntras gue Cantabria, GGalicia, Murcia, Balcares
v Canarias presenton uno prevalencia muay baja (Martin, Leon &
Fueyo 1985; Vepa, {himeno, Calaero, 2f af. 1985, Casaneva, Olavarri
& Faga 1886; Cayle, Barquet, Muriaz, et af, 19868, Tomas, Martos,
Comez, of af. 1986),

UIn estudio retrospective o partir de hiztoriaz clinicas de pagien-
trs diagnosticados de hidatidesis en &l perfode 1877-1981 en 29
hospitales de Cataluna ghjelivé, en eésta comuanidad suténoma,
unn tasa de incideneia media anual de 2,37 por 100,000 hoabitan-
tes (annaque 108 MismMos autores eatiman que Ia ta=sa real podir
gitunrze entre o] 3 y o1 4100.000). En Ia diztribucidn por comar-
cas desLocaban por 2u alta incidencis : Terra Alta (14, 57100.00073,

a1
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Vall d'Aran (10,37100.000) v Monisgid (6,85/100.000). La poblacién
inmigrante pregsentabn una morbilidad 5,15 veecs superior a la
obeervada en la poblacidn antdctona {(Ceyla, Barguet, Mufioz, ef
af., 19586p), La incidencia anual de hidatidgsis en la poblacidn
autdéctonp catalana durante el pericdo 1977-1981 se eatimao de
O.82/100,000 (Cayla, Barquet, Mudfioz, 2/ al. 19B6a). Estudios
posteriores ampliados al periode 1977-1585 y limitados a la po-
blacién menor de 20 anos mostraron tassas de incidencia de 036/
100,000 (Barquet, Cayla, Cerominas, er af, 19893,
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ANTIGENOS PARASITARION

En la compleja reiacidon qgue se estaklece entre el hombre v otros
hospedadores intermediarios ¥y X granwloses, interviene de forme re-
levante la respuesta inmune del hospedador, desencadenadsa tras 1s
exposicidn 6 una serie de moldculas gntigdénicas propias del pardsito.

Durante el desarrollo de lo larva hidatidica, desde el periodo post-
oncosferal hasta la formacidn de un gquiste maduro, los componentes
estructurales del pardsito v sus productos de gccrecidh-excrecidn, son
multiples ¥ potencialmente antigénices; pero tomhbién son mmiltiples lox
factores gque limitan el numere de moléculas gue 52 expanen ¥ los que
intervienen modulandoe la respuesta inmune en el hespedador, ademés
de 105 factores individuales del hospedador, gue pueden condicionar 1a
roSpucsta inmune (tente sl pardsite (AMitchell 1882 Lipghtowlors 19800,
El comjunte de todos estos factores supomnen la respuestn humoral del
hoepaedader, gue no tiene porgue ser iddntica a la deal animal de expe-
rimentacidn, ¥ condicienan Ila vtilidoad de laz técnicas seroldpicas em-
pleadas en el diagndastice de o hidatidosis.
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ORIGEN DE LOS ANTIGENOS FPARASITARIOS

El liguido kidatidico v los extractos de mermnbranas quisticas v protogsedlex
componen un maeshaico antigénico que cldsicemente 32 ha aprupade
BEEUN BV origen catructural o metaholico

1} potiFenos estructuriles, se ancuentran formando parte de Ios

pretoscdlex, de lag membranas hidatidicas ¥ de la arenn
hidatidica. Son antigenos particuladozs de log gue pueden
obhtenerse extractos solubles.

2) gntipenos solubles, estan presentes on ! liguido hidatidico ¥

pucden considerarse exo-antigenocs o antigenos metaholicos, va
que en el liguido hidatidieo se recogen ¥y probablemente modili-

cRn o3 productos de secrecidn v excrecion de la larva hidatidics,

De estor ontigenoes preschtes cn el liguido hidetidice o les extractos
tisulares, algunes se han considerade especificos de E. granuiosus, ¥

Berdn tratodos mas extensamente B continugeidn.

Asocipdes a los entfgencs perasitarios también se ancuentran sstructu-
ras antigénicas no exclusivas de B granulosus, pero gue son capaces de
desencadenar ung respuests inmuane ihespecifico. Destacan cntre ¢Stos
antigenas, la proteine C reactiva, Iz fusforil-calina y carbohidratos del
tipe P, los cualea poseen actividad antigénica similar a les antigenos P,
de }los hemptics sanguinecs ¥ den lugar & la produeridn de importantes
cantidadeeg de anticucrpos anti-P*, en los pacientes con antigenos
eritrocitorios del prupo P, {Ben-Iamail, Carme, Nicl & Gewtiling 18800,

Asi mismo s han ovidenciade antigenos comunes g los del hospedador
entree los parasitorios, ¥ sunqgue s=c hn especwelado sobkre un posible
intento de mimetismo anligénico, parcee 3¢r evidente s procedengis
exlbraparositicria al haberse demostrade 1o permeabilidad de las mem-
branns gquislticas para determinadas preteinas del suero del hospedador,
en especial albuminag e inmunoglebulinas (Varela-Diaz & Coltort: 1972:
Coltorti & Varsln-Digs 1974; Coltorkt & Varele-Diaz 1975; Vidor, Picns,
Garin 19827,
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La comparacitn cuantitativa ¥ cuaelitative entre los antigenos cbhteni-
dos de extractos estractureles ¥ los antigenos solubles, demuestre que
loa antipencs solubles obitenides & partir del contenide gquistico son mas
numerneos ¢ inmunoaginicoz: (Torrcs-Rodrigunez 19793 Debido a estn
superioridad de los antigenes solubles y 8 su relativamente senecilla
obtengidn, el liguido hidatidieo se ha convertido en la principal fuente
de obtencién de los antigenos parasitaries empleades en la elaboragién
de tegts diagndsticos (Dottorini & Tassi 1978; Shepherd & McManuas
19894, 1987k}, v on capecinl el de procedencia oviha, pues lo concentra-
cidn do los antigenos mayoritarios sc ha observado mds elevoda en los
liguidos hidatidicos de guistes hepidticas [értiles de procedencia ovina
0 humaena (Musiani, Piantelli, Lauricle, ¢f of. 2978),
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CARACTERIZACION ¥ NOMENCLATURA DE LOS
ANTIGENOS HIDATIDICOS

Coma ya B2 ha menciohade anteriormente, lo2 antfgence empleados
habitualmente en el diagnostico seroldgico de 1la hidatidosis ae obtienan
a partir del liguidoe hidatfdico (Dotlorint & Tas=i 1978}, €] cual a8 vno
mez¢la complaja de moléculns derivades del parfsite y componentes del
auero del hozpedador (Chordi & Kagan 1965; Coltorti & Varela-Diaz
1874}, de entrc los primeros tan solo ajgunos s han demoestrado
antigénicoa ¥ itiles e¢n ol diagndstico seroldgica de la hidatidosis (Chordi
& Kapgan 1965, Pazzuoli, Piantelli, Perucei, & al. 1975, Shepherd &
Mehdanuas 1988; Queralt, Madico, Mercader, et af. 1589,

Los trabajos publicedos sobre Ins diferentes fracciones antigénicana iti-
les en el diapgnostica, su caracterizacidn ¥y purificacion, asi como ague-
Nos que hacen referencia & su nomenclatura son muiltiples ¥ complejos.
En muchas ocasiones fracciones antigénicas idénticas, ¢ han descrite
como diferentes al ser caracterizadas por distiota metodologia.

Con el fin de aclarar conceptos vy estundarizar nomenclaturas, en una
reviasidn relativamente reciente del tema {Rickard & Lightowlers 1986)
se preptan coma mayoritarios dos antigenes, el antipene 5 (Ag5) descri-
ta por Capron ef af, en 1967 y el antigeno B (Ag B} deserito por Oriol
et gf_en 1971, y re definen las probables sinonimios de estos on lancidén
de crracteristicgs comunes de concentracidn, bandas do premipitacidn
por inmunoaelestreforesis, caracteristicas cromatoprdficas, sensibilidad

a o temperatura, pese maolecular, ete.,

Trabajoes mas recientes hon deserito huevas fracciones antigénicas, que
sunque probablements puedan asociarse al Ap 5 o al Ag B, 8¢ tretaran
separadamente,

Actuplmente, las dificultades pare obtener antigeno de animalas
perazitados, asi como s repccicnos cruzadns gque presentan c¢sto
antigenos con otras parasitosis, han motivads el inicie de la produceidén
fn pitro de antipenos hidalidicos, asando téchiens de DNA recombinotnite.

1
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ANMTIGEND 5

El antigenc 5 (Apg 5) cs une lipoproteina termoldbil que fue
degcrite en 1967 por Capron ¢f 2!, {(Capron, Verncs & Biguet
19587), identificandose con una banda de precipitacion caractarin-
tica observada por inmunoelectroforesis y denemineda fraccién 5
O arce 5, que sg corresponderia cen s bkands de precipitacican
descrita por Chordi ¥ Kagan {1965) como antigena 4,

En 1571 Qrigl ef ai. desarrollaren una sencilla téenica con la gue
purilicar parcinlmente los anligenos del liguido hidotidies (Orial,
Williams, Parcz-Esandi & Oriol 1871}, encontrandn dos compo-
nentes antigénicos mayoritarioa que denominaron antigeno A ¥
antigene B loz cuales se corresponderian con el patrdn
cromatoprdafico descrito con pesterioridad para los antigencs 4 ¥
& de Cherdi ¥ Kegan {Pazzueli, Muasiani, Arra, ef al. 1972).

E] peso molecular (PM) deserito para el Ag § varie entre 400.000
¥ 20,000 daltons en funcidgn de la técnica de purificacion emplea-
da, [o que sugiere ung Torma polimérica. For cromeatografia e le
he estimade un P de 400 kDo {Oriol, Williems, Perez-Esendi
& Oriol 1971: Pozzuoli, Musioni, Arru, ef @f. 1972, 1974}, aunguc
autores posteriores lo han situadoe entre 100 ¥ 300 kDo {Dottorini
& Tagsi 1377 Para Bout f af. (Bout, Fruit, Capron 1974} el Ag
b purificedn por cromatopgrefia de afinidad resultd tener un PM
de G kDA,

Mediante electroforesis en geles de poliecrilamida en presencia
de doedecilsulfato sadico (SDS5-FAGE) ¢ caleulo gue el Ap 5 tenia
un Fbhi de 67 kDa, v que sc disociaba por tratamiento con 2-
mercaptoetanol {(2-Me) en dos subunidades de 47 v 20 ke
(Piantelli, Pozzuoli, Arcro & Musioni 1977} aangue estudios
posteriores han ide sugiriendo ligeras modificaciones de PM. En
1986 Di Felice of gi (Th Felice, Pirm, Afforni & Vicarn 19286),
mediante anticuerpgs mensclonales, definen al Agp 5 formadoe por
dos componentes de GG y 55 kDa, que tras reduccidn con 2-Me
dan lugar a una vnice randa de 38 kDa, Trabajos mis recientes
delfinen al Ag & come un heterodimero é¢ompuesto por dos
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subunidoades, una de 37-38 kDo ¥ la otre de 20-24 kDa (variando
pegin las autores) {Shepherd & McecManus 19837a, L9885
Lightowlers, Liu, Haralombous & Rickard 1989; Chamekh, Facon,
Dissous & Capron 1990).

ANTIGENGO B

El antigeno B fue descrito cn 1971 por Oeiol ef ef. (Criol, Williams,
Ferez-Esandi & Oriol 1871) como una lipoeprotelna termoestable,
cuya postericr caroncterizocidn cromatoprifica ¥ fisico quimicn
(Pozzacli, Musiani, Arru, ef af. 1972; Oricl & Oriel 1975) identi-
ficd con el antigeno § deserite por Chordl ¥y Kagan (Chord: &
Hagan 19G5}),

El Ap B e ha considerade un polimere de unes 150000 deltons,
gue en IDS-PAGE se disociag en tres subunidades con un PM
comprendide antre 10 ¥ 20 kDa (Piantelli, Peozzuoli, Arra &
Musiani 19277 Shepherd & MelManua 1987R, 1958ThH, 1958£8), aun-
que una publicacidn reciente lo considera constituide por dife-
rentes subunidades de aproximeadamente 8 kDa, 16 kDa, 24 kD=,
v Posiblemente derivedas de una unidad monomdérica de 8 kDa
(Lightowlers, Liu, Haralambous & Rickard 1989).

OTRAS FRACCIHINES ANTIGENICAS

El emples de diferentes técnicas y metodologias puede motivar
pegquennas variaciones en !z earacterizacién y purificacidn de las
fracciones antigénicas, 1o que en ocasiones ha llevado a la des-
cripgidin de una nueva lreccidn antigénica sin serlo,

El "antipenc 880" (Njeruh, Gathuma, Tumboh-Oeri & Okelo
198%5h, 198%¢), €l antfipenc de 8kDa (Maddison, Slemendsm,
Schantz, et al. 1989) v las gluceproteinnas de 20 y 48 kDa (Al-
Yaman & Knobloch 1989) son algunns de las fracciones
antigpénicas recientomente deseritns, btiles en el diagnéstico
seroldgicn de 1a hidatidosis cuya identidad con el Ag S ocl Ag 5
ng ha sido probada.
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El “antigenc 880" es una lipoproteina termoestable purificads
por gel filtracidén a partir de liguido hidatidico hervido, El antigenc
de 8 kDa e3 une banda de bajo PM, sepprada por SDSE-PAGE,
gque s8¢ ha mostrode muy sensible ¥ especifica en inmunoblot.
Lasg glucoproteinas, denominadas "Eg20" vy “Egd4B”, se obluvieron
purificadas del lWoguide hidatidico por téocnicas cromatogridficas
de intersccidn hidrofidbica, de intercumbio ldnico y de gel filtra-

cidm,

ANTIGENOS RECOMBINANTIES

Le edaptacitin de lgas técnigzs de binlogia meleculer para la
produccidn de antigenos recombinantes de K granulosus, puede
supener un gran avance en el diagndstice sereligico de la
hidatidosis, ¥ acabar con los problemas de zengibilidad ¥
capecificidad que derivoaban del empleo de antigenoca purificados
a partir de ligquido hidatidico (Lightowlers 1950).

El reiraso con ¢l gque se ha aplicade la biolopgia molacular cn la
hidatidesis, puede derivar de la complejidad de los helmintos,
cuye genoma se ha estimedo formado por 10* peres de bases, 1o
que se aproxima mas 8 los 10° humaneos que & las 10% de las
bacterias.

Faoara la expresidn de protgings recombinantes se precisa de una
librervia de ADN complementario que se prepara de ARN mensa-
jera aizlado de protosedSlex de E. granuloses, para 1o cusl se suele
emplear coma vector un bacteridfago lambda (Jambda gt1l1}, pues
acepta una cadena de DNA mas larga { »10 kb). Las proteinas
recombinantes suelen identificarse inmunologiceamente con sue-
ros hiperinmunes poliespecificos o anticuerpos monoclonales, una
vez identificedas se precisa de ung segunda subelonacién en un
plasmide (pVB1l, pvVEZ), lo que permitivd 1a obtencidn de
poliptptidos libres de Mrapgmentios bacterianos contaminoanies,
que 3¢ recuperon del espocio periplissmico por medio de vn shock
osmdético (Lightowlers 195904),

4%
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En la actualided, la cbteneidn de antigenos regombinantes de
Echinocpreus esta todavia en fase experimental, ¥y wu aplicacidn
diapndstica coniinua presentando problemasn de inespecificidad
{Liphtowlers 1990; Selyunin, Ebralide, Lukanidin, ¢ af, 19940),
Apungue ya e han descrito antigenos c¢eEpoces de detectar la
infestacion del perro por E. granilosus (Gasser, Lightowlers &
Rickard 1390}, antigenos itiles on ¢l diagndstico de la hidatidosis
alveclar (Hemmings & McManus 1989; Muller, Gottatein, Vogel,
ef al. 1989; Muller, YVogel, Gottstein, ¢f af. 1988} v se ha logrado
lo =intezi= de péptidos derivados del Ap 5, capeces de reaccioniAr
con antisucros de pacicntes afectos de hidatidosis o inhibir su
reactividad  frente a los antigenos nativos (Facon, Chomekh,

Digsons & Capron 1991 Chamekh, Gras-Masse, Bossus, ef al.
15913,

A
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ESPECIFICIDAD DE L.OS ANTIGENOS
HIDATIDICOS

Los antigenos hidatidicos, obtenidoes preferentemente o partir del econ-
tenide gquistico, se han empleada prra la detececidn de anticuerpos cir-
culantes en pacientes afectos de hidetidosis, Hasta la actualided todas
la3 prucba= eerolérices evaluadas han mostrade o probhlemaz de sensi-
bilidad /o han detecteds reaceianes eruzadns {(Mufioz & Portus 1982,
Munioz 1986; Rickard & Lightowlers 1986; Lightowlers 198900,

L.as reacciones cruzodas sc han presentado basicemente con otras in-
fececiones helminticas, cszpecialmente cntre E. granulosus, K.
mufiilocnlariz y T soelium (Voarcle-Digg, Echert, Rousch, ef af. 1977,
Goltzteint, Eckert & Fey 1953; Moarcos, Torres & Amaral 1984; Monzon,
Coltorts & Varela-Diax 19856; Larralde, Montova, Sciutto, er of. 1989},
sungue también se han demopstrade en otras pargsitesis (Maddison,
Slemenda, Schantz, et af. 19583; Queralt, Madico, Mercader, et al.
1989), ¥y 8¢ han cbservado reacciones cruzadas on pacientes afectos de
procescs erdnicos, generalmente Lemoraciones malignas (Dar, Buhidmsa
& Hidwai 1984; Hrrenjnk, Purpdina, Roging, #f af 15846}

Le intraduccién de técnicas inmunogquimicas, come ] immuneblot, v 1a
elahorrcidn de anticuerpes monoclanales (Cralg, Hocking, Mitchell &
Rickard 1381; IDi Felice, Pini, Aflerni & Vicari 198&; Munoz, Mieto,
Geva & Mazie 1987, Lightowlers, Liu, Haralambous & Rickard 19589)
han supuesioc un gran avence para el conocimiento y purificacién de
gstos antigonos, perg aungue la semngibilidad ho podido ser incrementada
se mantienen 1os problemas de inespecificidad (Shepherd & McManus
1987Tea; Lightowlers, Liua, Haralaomhous & Rickard 1984,

La deteccidn del antigeno 5§ por inmunoelectroforesis es poco sensible,
perc 3olo ha presenteRdoe inespecificidoades ¢on otros cestodos (Varela-
Dinz, Eckert, Rausch, e af. 1977; Rickard, Lightowlers 1386). Cuando
s¢ emplean técnicas mis sensibles como ol inmunobiol se apreeian
rencciones cruzedns en cerca del 80 % de los sueros de pacientes afertos
de otras parasitosis ¥y en el 88 7% de loa cisticercosis (Maddison, Slemaenda,
Schantz, er al. 19E2). Farte de egstas reacciones inespeciflicas pueden

oy
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atribuirse & la presencia en ¢ antigeno de cpitopos de foaforil-caline
que pucden eer deteetados por el suere del paciente (Shepherd &
MeManus 1587a; Lal&Ottesers 1585) 0 o los anticuerpos anti-P, previa-

mente mencionados (en-Ismail, Carme, Miel & Gewtilinid 1980)],

El Ap B, mucho méas abundante pero mencs inmunogénico gue el Ap &,
se hebig erefdo inductor de anticuerpos especie especifices (Shepherd &
MeManus I987a). En la actualidad, se cree que los fraccioncs de mis
baio pess molecular (8 kDe) del Az B son generc cspecificas, pero no
gapecie eapecificas {(Maddisen, Slemenda, Schantz, e al. 1989;
Lightowlera, Liu, Haralambous & Rickard 19853), hahiéndose llegado a
detegtor £nn ol 40 % de los pacientes infestedos por E. multilocularis
{Maddizson, Blemends, Schantz, ef af. 1988).
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Enla cre de la biclogin moderna, en 1a gque 1 inmunclogie ¥ la genética
molecular tienen un papel predominante, destacan de forma espacial
los anormes cefucrzos que ¢ estin realizando para conseguir deserro-
llar, mediante ADN recombinante o ingenicrio genética, proteinas o
fracciones polipeptidicas capaces de ser empleadas con ¢l
inmunodiagndsticn serolégico o para la cbhtencidn de veeunes eficaces;
sungue la complejidad v Ia sofisticacidn de [a interrelacidn huéspoed
pEvasito, ¥ la facilidad gue slanos pardsitos han demostrado tener
para evadir la respuesta inmune del hospedador mediante cembios en
811 mMoEAice antigénico, son alpunos de los grendes prablemes con los
que ¢ ha encontrodo lo parasitologia médica.

La sdaptacidn de las técnicas de hioleogia molecular para la produecidn
de antigencs recombinantes, puede suponer un gran avance en el diag-
nastice serolagico, y acabar con loa problemas de sensibilidad v
especificidad que derivan del cmpleo de antiponos purificedos. Pero, ia
ideniificaridn de los antigenes paresitarios y de sus epitopos, su carae-
tevizasidn ¥ la chtencidn de anlicuerpes especificos, Soh pasos provios
¢ imprescindibles, Asi miemo, 1a lecalizacidn de estos antigenos a nivel
de las cstructuras parpsitarias, proporeionara uha informacién may
valicsa sobire an distribucidn ¥ sus posiblez mecunismoes de sintosis y
liberacidn: informacidén gque, en muchas acasiones, pueds axplicar la
heteropeneidad de una respuecste inmune on &! hospedadoer ¥ por tanto
la dificultad inmunodiagndstica, asi como el poco papel inmunceprotectar

de sus anticuerpos especifices ¥y por tante 1a inelicaria de una posible
vacLuna.

En base a los argumentes previamonte expuestos, ¥ con la intencién de
aportar nuevos datos que podiesen amplinr los conocimientos actusles
sobre los antigenos de K, granulosus y su fisiclpgia, asi comoe mejorar
Ia comprensidn de la interrelacidn hudsped parésite en la hidatidosis,

les objetives que nos hemos propusstoe en cste trabajo son:

Identificar los componentes proteices del liguide hidatidico, y en
particular carpcterizar las proteinas inmunogénicas de E.
granulosux con valor diapndéstico,
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Furificar laa antipenos parasitarios mayoritarios ¥ sosbtener
antisacros monoespocificos mediante inMmMmunizacidn experimen-
tal.

Caracterizer los antigencs de gerrecidn-excrecidn liberados du-
rante el cultive {n witrg, valorgr la rentabilidad de édste come
fuente antigénica v estudiar el desarrollc del pardasito en direc-
cian quistica.

Congeer, g nivel do ia migroscopfa dptica ¥ cicctrénicn, las dife-
rentes patructuras presentes en las formas lorvarins de £

grarulorus.

Localizar a nivel estructural y ultraestructural las fracciones
antigénicas mayoritarias de E. granulosus ¥ evaluar sus posibles
mecgnismaos de sintesis y liberacidn.
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MATERIAL Y MIETODODS Incice:

I MATERIAL PARASITARIO

A, Obtgncidn del! material parasitaro

1. obtenzidn de liquido hidatidico bruto

Z. obtoneidn de arena hidatidien

d. obtencidén dec vesiculas proliferas ¥ membranas quisticas

B. Procesamiento del liguide hidatidieo bruto

1. obtonecidn de lHguide hidetidico

a.

b.

.

sedimentacidn de las particulas en suspensidn
concentragcion por difdlizis

cidleuln de la eohcontracidn proceica

2. separacton de entigenos solubles

.

purificacidn fizsico-quimice de Ios pntigenos
mayoritarios

eclectroforesis on peles de poliacrilamide en
presencig de dedecil sulfatoesddice (SDS-PAGE)

(1) grcles enaliticos

£2) geles preparativos

tranaferencien 8 membranas de nilroceluliosa
(edectroblatiing)

1
el
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. Procesamients de la arena hidatidiea

1. obtencitn de protoscélex

B.

=2

-,

valoracidn de la viabilidad
{1) cxamen en freseo
{2) tipriones vitales

valoracidn de la contaminacidn bhacteriana

tralamienty enzimAtico

2. mnantenimiente de protoscdlax ian vitro

b.

medio de cultiva

condiciones de incubacion

). TIProcesamicnto de las membranas guisticas

1. procesamignto para microscopin Sptico
A, fijacidin de los tejidos
b. tratamiento de log tejidos
(1) inclusidn aen agar
{23 deshidvrotacidn, clarificacién e 1mpregnacidn
(37 Tnclusidn en perafinn
.  obtencion de cortes histolépgicos

{1} pretratomients de los portachjotos
{2} obtencidén de cortes histoldgicoes

2. precesamientoc para micreoscopia electronica

8.

L.

fijacidn de los tejidos

tratamiento de los tejidas

(1} deshidratacidn

(2] impregnacidon en Lowiceyl K4M
(3} inclusidn ¥ polimerizacidn

cbhtencidn de corles histoldrmicos
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Inclsa:

11 CARACTERIFACION DE LAS PROTEIMAS INMUNOGENICAS
DE E. granuicsus

A

Separacidn de los componentes proteicos

1.

3.

separacién electroforético

a.  geles en gradiente

tinciones proteicas en SOS5-PAGE
B, tincidn con gzul cpompoaie

k. tincidm con nitreto de plata

edleulo de o concentrocidn proteico dptima
para EDS-PAGE

elueign de lags fracciones protésicas
por SDSE-PAGE

Identificacién de las proteinas inmungogénicas

1.

2,

enzimoinmuneensayo sobre nitrocelulosa

a. separacitn electroforéticen

separados

b,  transferencia a membranas de fnitrocelulosa

(electroblofting}

. tédcmicas de cneimoinmuahoehsnyo sohre

proeteings transforidas a4 membranas de hitrocclualosa

finmunohliot)

antisuero: emplezdos

A, suerod de pacientes afectos de hidatidosis

b, sueros de donentes sanos

¢. EBueros de pocicntes con otras parasitosis

C. Determinacian dol peso malecular

1.

2.

chlculo de 1o mowvilidnd relativa

a. tinvign proleics sohre nitrocolulosa

chdlenlo del pese molecalar
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III ANTISUERGCS

A Antisuerps humanags

E. Obtenecidn de antisuaros por inmunizasion
experimental en conejos

1, inmunizacidn
8. Bntigencs empleados ¥ preparacidn de
inmunagencs
(1) mezcslas proteicas complejas
ta} lHguidoe hidatidico
(b} antigenos parasitarios mayoritarios
(2] proteinas parasitarias purificadas
pur S0E-PAGE
(a) antigena 5
(b} antigeno B

b. Pauta de inmunizacion

2, cinética de produccion de anticuerpes ¥
estudin de la especificidnd

a. hemaglutinacidn indirecta
b. inmunociectroforesis
c. inmunoblo!
3. gobtencidn de los antisuneras
4, purificocion de los antisueros
a. seporacidén de la froceidén inmuneglobulinica
b, cuantificacidn de inmunoglobulinas

¢. cromatoprofia de afinidad
{1} preparacidn y sensibilizacion de la eolumna
(Z) eromotogrofia de annidad
{3) regonéracicn ¥ congservacidiz de lo columna
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IV DESARRCLLO DE PROTOSCOLEX CULTIVADOS IV VIiTRO,
PRODUICCION DE ANTIGENOS NE SECRECION-EXCRECTION
A, Dezarcolle in vitro de B, grantifosus

B. Eectudie de 1a produecidn de antigenos de
Fecregidn-excrecicn

1. ahtencidn de los sobrenadantes
2. preparacign de los sobrensadantos
G. concentracidn por ultcafiltracidn
bs. conigentracidn por presiplitacicn
3. analisis slestraforétien & inmunoldgien del sobrenodante
a. SDS5-PAGE
b. inrmuncblic!

c. dor-hine
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V., LOCALIZACION INMIUNORISTOLOGICA DE LASBFRACCIONES
ANTIGENICAS

A, eatudics estructurales on ol meotacestodo
de E. granufosus.

1. estructura de E. granulosus por microscopia
dptica

a. tincidn de hematexitina-cosina

b, tingién de May-Grinwald - Gigmsa
c. tincién tricrdmica de Mosson

d.  tincidn de Popanicolnou

a. tincidén del geide periddico-Schiff (PAS)
para glacidos

r. tincidn de PAS traos digestidon con diastase

£. tincidén de azul aleionn pH 2.6 para protesgluleanos
sulfatados

h. tincian de Kinyvounh
i. tincidn argéntica de Comori-Grocott
bR tincién Brgéntica para fibras de reticulina

2. csiructura de & granulosrs por microscopio electranice

Pl
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B.

inmunalocalizacidon de 1oz fracciones antigénicas
1. preparacicnes histoldgicas
2, antisuercos empleadas

a, conservacion de los antisucros

3. inmunelocalizecidn por microscopia dptica

a. pretratamiento de las gecciones histolopicas

(1) desparafinado de las sesoiones

[(Ratmilwdi

(2} blogueo de la oetividad peroxiddsica enddgenn

de lon tejidos

(1) desenmeasceramiente de los determinantes

antigédnicos
(4} blogueo de lag unignes inespecificas

b. incubgacitn con Ins antisuaros
{13 dilucidn de los antisucros ¥ titulacion

{2 tiempo de incubaridn ¥ marcha de la reacoitn

c. técpicas inmunoguimicas de deteccidn
(1) inmunoperoxidasa indirecto
%) awvidina-hiotina

d. contracoloracion ¥y montoje de les prepareciones

. taterfo de contrcles
f11] eontrol negativeo
{2} control de conjugado
{3) control de pereoxidasa enddgena
f4} control de especificidad

§f chaervacitan microacdpica

51
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4. inmunolocolizacidn por microscopia electrédnica
a. pretratamicents de los seccionics vltrafinne
1) hidratado de las secricnes
{2) blogueo de las uniones inespecificas
b. incabacion con lo:s antisueros
(1) dilucidn de los antisucros ¥ titulacidn
£2) tiempo de incubacién ¥ marcha de la repcsign
€. contrestado de las preparaciones
d. baterieg de coentroles

1} control de conjugado
(2} control de especificidad

e. ohservacitn microscopica

g



MATERIAL % METOLOS

La preparacidn de todas las soluciones vy tampones gque se reficren an
este apartarlo, asi come 'a casa comercial de los reactives empleados
para 511 gomposicitn, gquedan detallandor en el apdndice,
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MATERIAIL PARASITARICO)

Como materinl parasitario se ha emplendo

EIQUrDO HIDATIDICOOG OVING o fin doe caracterizar ¥ parifiear los
antigencs selubles de interés diagmdstico, y obtencr antisucros especi-
ficos por inmunizacidén experimental,

ARENA HIDATIDICA OVINA, Los protoscélex se han separado del

resto de la arena hidetidicn, ¥ se han mantenido in vitro para estudiar
ln produceidn de antigenos de seecccidn-exerecidn.

FPROTOSCOLEX, VESICULAS PROLIFERAS ¥ MEMBRANAS
QITISTICAS ITITAANAY, Se han emplesdo como antipanos particulados

£n Ia inmunalocaliracion de las fracciones Antigénicas por mMicrcsgopia
gptica y elecirdnica.

i1



MATERIAL Y

OBTENCI

METODOS sMatcerial parasitacio

ON DEL MATERIAL PARASITARIO

OBRTENCION DEL LIQUIDG FHDATIDH D BIRLTO
El1 ligquido hidatidico bruto se obtiene de guistes hidatidicos de

ganadao ovino mayor =acrificedn en e] metadero Municipal de
Zaragorn.

Todos

Todae aqueline vifaceraa en las que s¢e evidencia la presencia de
formaciones quisticas se separan de 1o calona de despoace ¥ ae
rFACORen poare s puladcion.

Traa 1a loculizacion mocrpacadpica de las farmacionea guiaticas
(Fig 12 ¥ 13) ae seleccionan preferentemsente aguellas de mayor
tamofio, s esteriliza su superficie externa con unn solucidsn
nntiséptice o base de povidona Yodoudn ol 1% {Topionic;, KIUS) ¥
¢ recoge el contenide gquisticn por puneidn con aguja y jeringo
catdril. Dicha contenide quistics, s guarda de forma
individualirzada en tubos estériles de 50 ml con fondo cdnico
(PACISA), se transporta en contenedores hipotérmicos hosts &}
lnboratorio ¥ se conserva n 4°0C haste s posterior procesamicn-
Lo, gui nunes 50 retrasord mads de 18-24 Horas.

anquellos guistes con evidencia eclara de sobreinfeceidn o

calcificndos, son despreciadoes.

ORTENCION DE ARLENA HIDATHRICA
La arena hidatidica, s¢ recupera del liguido hidatidico bruto o se

recoEe

dircctamente del interior de 12 cavidad quistics.

En ¢l primer caso el procoso se realiza en el laberatorio,

El liquido hidatidico brute o centrifuga a 1.000-1.600 r.p.m.
dursntes 10 minutes & 4'C (centrifups; KOKLITSAN He103N) ¥y e
recoge ¢l sedimento gue ee procesan de inmediato.

L)



MATERIAL % METODOS Material parasitario

Figura 12 Hidatidosis hepdtica - higade ovine con maltiples quistes vniloeulares
de diferentes tamnihos.

Figura 1% Hidatidosls pulmenar - pulmén ovine con miltiples quistes

uniloculares de diferentes tamafios,
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En algunos de los guistes fértiles de mayor tamano se pudo
obtener la arena hidatidica en el mismo matadero. En el proceso
de obtencidén se siguen las recomendaciones dadas por Smyth
(1967, 19856).

Una vez extrafida la mayor parte del contenido liguido de los
quistes, dstos son abiertos con material quirdrgico en condicio-
nes de mdxima asepsia y los restos de arena hidatidica recogidos
con pipeta Pasteur y conservados hasta su posterior procesa-
miento en medio de cultive celular (ver : [.C.2.a.).

OBTENCION DE VESICLULAS PROLIFERAS Y MEMBRAMNAS
QUISTICAS

Las vesiculas proliferas ¥ las membranas guisticas se obtienen
de guistes hidatidicos fértiles de procedencia humana extirpados
quirurgicamente en los Servicios de Cirugia del Hospital de la
Santa Creu 1 Sant Pau de Barcelona (HSCSP).

o

Figura 14. Quiste hidatidico pulmoenar de procedencia humana, extirpado
quirurglcaments an ol servicio de sirugia tordcica dol HSCHP,

-

a7y



MATINIIAL Y MIDTTODOS Malcrial parasitario

Trasa la extraccidn gquirirpgica de la formareidn guiatics (Fig 14) 1n
pieza es inmediatamente remitida al Servicic de Microbiclogia ¥
procesadn,

Siguiendo Ins miamas puutos antes deaceitas, ke eXtraoe el ligui-
do hidatidieo ¥ la arenas hidotrdica.

Por microacopia, se comprueba In presencia de vesiculas prolifarns
¥ la viabilidad de las protoacdlex (ver : 1.C.1.a.),

Se aeleccionan Ines guistes fértiles aonos ¥ se toma una porcitn
reprosentntive de codn exlruclura porasileria, gue as introduse
inmediotamente en los svluciones MMindoras apropudas (ver

I.Ix . 1.},
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PROUESAMIENTO DEL LIQUIDO HIDATIDICO
ERUTO

El liguido hidetidice bruta se procesa para obtener un figuide hidatidico
likre de pearticulas en suspensidn, a partir del cual =e obtigncen, puarifi-
cados, los antigenos parasitarios solubles.

OBTENCION DE LICUTII0D HIDATIDINCO

El liguide hidatidicoe bruto se¢ purifica eliminende, por
centriflupgacién, las particulas e suspensidon. Posteriormente se
concerntra por dialisis.

Lias diferentes alicuntas de ligquido hidatidicn, une vez purifica-
das ¥ concentradas, se vunifican en un poef inico, ¥ 58 congervan
a -20°C hasta su utilizacidn.

SEOIMENTACION 2 1.AS PARTHOULLAS 2N SUSPENSHON
Las particulas en suspensidn se sedimentan mediante dos
centrifugaciones consccutivas: la primera centrifugacién
congigue seporon los poarticules de mEeyosr tamafio gue
componcen g arena hidoatidica ¥ gue se procesan indepen-
dientemente (ver : 1.0 ). Lo scgunda consigue sedimentar
el resto de particulas, que son deecchadas,

Centrifugacién a 1.000-1.5600 r.p.m. durante 10 minutes a 450G
fcentrifuga: KOKUISAN H-103N).

Centrifugneisn n 10.000 r.p.m. durante 30 minutoa a 4°0 (cen.
trilfuge: KONTRON analytical, rotor de angule fijo: AB.24, com-
pensacidn: +2)

CONCENTRACHGIN PO IDIALISIS
El Iiquido hidetidico purificado se conecntra aproximada-

mente dicz voces respecta al volumen inisigl,

Bc ofcetde uno dialisis frente n polictilen glical 20000 (FEG
20,000 FI.UUKA), ¢n mombranns tubularea de celuloan {Dinlveis
Tubing-¥isking aize 5.32/3%2"', MEDICELL INTERNATIONAL
LTD.),
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CALCULG DI LA CONCENTRACION FROTENRCA

Le concentracisén proteica del liquido hidatidico puro, entes
¥ después de concentrar, e calculo por el método de
Bradford (Bradford 1976}

La abaovrbancia del complejo proteino-colorante (Protein Asssy
Dye Reagent, BIG-RAD) sa lee a 635 nm en espectrofatdmetro
(UIvikon 860, KONTROINY, ¥ In concentrocidon proteica sae caleula
acgin una rcta de ¢colibroacidn glaborada con weronlbumina bao-
vinun {(BSA: albumin fractiaon ¥V, MERCHK).

SREPARACION DE ANTIGENDS SOLLUE]LLES

Por técnicas fisico-quimicas 5 comgigue una primers SepArAcion
de los antigenas lipoproteicos de E. gronwiosus respeecto o la
mayer parte de los proteinas séricas del hespedador gue conta-
minan la mezcla gntigénica (fundamentalmente albimina e

inmunoglobulinas)

En una segunda etapn, In electroforesis en geles de poliacrilamida
en prosencia de dodecilsulfate sddice (SDS-PAGE} separma, en
funcidn de su pesoe molecular, los diferentes polipéptidos que
componen la mezela antipénica purificada.

Finalmente, dichos compenentes polipeptidicos, son vizualizadas
por tincién con colorontes proteicas, o transferides 3 membranag
de nitroceluloso (Electrobloffing) sobre las que se podréin aplicar
técnicas de enzimoinmunoensaye (fnmunoifof],

PUIRIFFICACION FlsCO-CHIMICA DE LOS ANTIHGERNOS
MAYORITANIOS

En el procoediminntn se siguc la metodologia descrita por
2rial e gf. {(Orinl, Williams, FPerez-Esandi & Griol 1871)
{(Tabln I}, fundamentada en &l conocitmiento del! punto
isnoléctrien de los antipenos mayoritarios de &, granulosus
¥ Ins dilferencins de snlubilidad entre cskos ¥ las proteinas
del hospedador.

0
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El Ifquidn hidatidico purificade se dinliza durente 36 horas fren-
te a tampdn acetato 0006 M, pH &, 8 4°C v an agitacidn. En el
procesc, la albvdimina ¥ lns seudoglobulinoa gquedan en auapen-
sidn ¥ 1o mayerin del antigens poresilorio predipitn junto son
laa inmunoglabulinas. Bl precipitado ea recupera tras
centrifugecidsn a 20,000 r.p.m. durante uyna hora B 442 (centrifu-
gn: KONTRON analylical, rotor de dngulo Ajo: AR 24, compen-
Baoion: +2) 3 a0 resuspende en tampats fosfinte 2N, pH B (PB).

Liow antfgenns paransitorion se sepornn de las inmunaglohalines,
por precipitacién de eatas tltimas en una solucidén de sulfato da
omonio [SC (NH (3 ] al 40 % ; El precipitado resuspendido an PR
ve muozcladoe (viv) con una seluedn de SO NN 3 0l 80% y deindo
a temperalura ambiente en agitpcidén. Traz una hara de reac-
cidn, laa inmuneglobulinae precipitadas son zeparadas por
centrifugacidn a 12.000 r.p.m. durante 15 minutos (centrifugs:
Eppendorf 54145}, v loa antigenos parasitarios son recuperados
en el sobronednnte. Ln eliminacicén de=]l SO {MNH,», del
pobranndonte se realize por didlisizs o tempdn PB hasta que
na ae detestan trazna de sulfots (50 ) en el Ifquido de dilisis
al afiadir una solucidn saturada de clorure bdrico {C1 . Ba 2H 0}
Ewrivd,

Le concentracidn proteice de cada una de las fracciones
cbtenidas se calcula por o] métedn de Bradford {(I.LB. 18] v

s& coneservan g -20°C hasta su postarior utilizacidn,

LIQUIRC HIADITICD
mnmn}rﬂdﬁ 10x

Didlisia fremte tampon seeisato 00350 pH B

i |
SOBRENADANTE _FRECIFITADC
Anfirenos parnstiociog
1

sn|ubilizacidn
tampdn (osfalo 0206 pH 8
1

Precipitacidn
gullnto Ampiniee 40%

t -
SOBRENADANTE

FPRECIFITADO
didlizin tompdn foslalo galmao

TARLA IT: Puribemciény Haien-quimicn 1@ 108 nibigemos moyorintorios da E graaciour
segdn Criel et wl. 1971,

7L
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ELECTROIMORESIS EN GELES Dz POLIACRILAMIDA
En PRESENCIA THD DCIENECIL SLH FATO S00000 (5035
FAGE)

Lan sepuracién electrofordtion e ios szomponentes
polipeptidicos de Ia mezcla antigénica se realize adaptan-
do la metodologin de tampones discontinuos descrita por
Loemmli (1970

Todo el procean de montaje de geles ¥ separacién electroforética,
se Tenlize con el sistemn de electroluoresis wverticn] Protenm 11
(BIO-RAIY, conecindo o un alimentadoy pare a@lectraforeais
(ATON 5020

En Iln preparoacidn de loe geles. se porte de unno aclucién madra
de ncrilamida-bizacrilnmidn (BIO-RAD) del 40 % (p/v), con un
porcantojs de hisncrilumido (N N methylencfig-neryinmide) del
Z.6%, que ea dilufda convenicntemente en agua bidestilada y el
pertinente tampdén {ver Tabla III).

La polimerizneién gquimico de Jox gelea, ae venlizn o temperatura
ambiente, por la adicidn de un 0.1% (vivi de TEMED (MW N N -
tetramethylethylene-diamine) como catnlizador, ¥ un 0.1% {(p/v)
de porsulfota de nmonic como ipiciador.

Corn tampadn de electroforeaia s emplea Tria-HEl (SIGMAS
0.026M, glicina 0.192%, SDS 0.1%. pH 8.3.

Lo mezeclo antigénica, diluida convenienlomants on tampdn
Mesloto sealinag .20 pH 7.2 {(PBZ), ez mezclada {(v/v) en tampin
de mueatra 2x, para obtener una dilucidén final : Tris LOGESH.,
EDTA.Na (Ethylenediaminetetraacetic ecid, disedium salt)
O0.001M, pH 6.8, S 285, glicerol 100%, azul de¢ bromofenol
O0025%, Loz muestras proceendes ep condiciones reductoras g
tratan de]l mismae modoe pere adicionando un BS de 2-
mercaptoostonol y sometidndeolae o un bono Maorin ¢ challician
durarnte 10 minutlos.

Lo migracidn e¢lectrafnrética se renlizm w potencial conetante
{100 V), v ar da por Analizoda cuando el frontoe de migrocién
nlooanzon ol Bltimo centimelro del gel de freparachdn (eproximnda-
ments: 1G¢ harns),

T
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GEL APILARIOR GEL SEPARADOR
Trie.HCl 0.125 M pH 6.8, SDS 0.1%  Tris-HCI 0.375 M, pH 8.8, 3DS 0.1%

3 B 1w Hrm
Acrilamids bisscrilamids 40% 12.6% 18.8% 0% MHE Bir%
Tampén Trin-HG| 1.EM - 250 26 25% Ah%
pH £.8 5D5 4%
Tampdin Treoww.HC| 0.6M 5% . - - -
pH 6.8 505 0.4%
Agum deatilede Hl-4% €] 4% E1.3E 43.9% 20%
TEMED 0. 1% a, 1% 0. 1% O 1% 0.1
Periulfaio ambnico 1¥E 1% 1% 1'% 1'% 1%

TABLA IT1, Preparacion £e 1ns gelep de prlicrilamida segin ¢} siktema de Lempones discaplinuas
dr Leammli.

Geles analiticos : se emplean geles de poliacrilumida de
O.756 x 160 x 200 mm, en 1os gue pueden sembrarae de una
a diez muestras simultincamente. Suelen emplearse parn
el egtudio onalitico de una Muestra proteica, peneralmen-
te medinnte tincidn.

Gelss preparativas @ son geles con mayor espesor de

poliacrilamida (1.5 x 160 x 200 mm]), por lo que aceptan un
mayor volumen de muestro ¥ vwna mayver cantidad de pro-
teina. Suele sembrarse una sola muestra por gel ¥ gene-
ralmeante e emplean para separar protainns gue sordn
posteriormente transferidas o0 membrenas.,

FE
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THANSFERENCIA A MEMDBIRANAS DE
MNITROCELLLOSA ((ZLECROBLAGTTING)

Loa polipéplidos separsedos por SDS-PAGE, son transferi-
dos a membranas de nitrocelulose por eiectroelucidn, ae-
gian el procedimients desecrite por Towbin ¢ gl. {Towhin,
Stachelin & Gordon 1979).

El gel ¥ la membrane de nitrocelulosa (HMC} (MILLIPORE,
045 pm?Y se gquilibran durante: 30 min. por inmoersidn en tam-
pon de tranaferencia { Trise 0.0Z26M, glicina 1928 metancl
20%, pH 8.4}, s5¢ ponen en intimo contacte an el interior del
“casselie”™ de transferonein {Fig 15), ¥ sv sumorgen en tampdn de
tranaferencgin om Ia eybetna de electrofaresis (Trana-Blot
Electrophoretic Transler Cell, BID-RADY.

La eloctroelucidn se consigue con wna Muentd de alte valitsjo
(Power Bupply 280/2.5, BIO-RAIY) gque sometle Al pel  un comps
tléetrico perpondiculnr de 70 'V durante dh.

LIna vez transferidas, las tmembranns de NOC ee congervan
enyueltas en papel de aluminio ¥ congeladas a -20°C,

&

eheetrados

% “srinth brile”

papel de Gltro

A
AT T
T EHTHHE

o = L

EII

nitroeeulosa

gel peliecrlamida

+ 1 =2 -

Fleura L5 Esguanis dot tnentale dol “cosrstie” do tropsferenele emplaado an e

alogstronlucién ¢ mambrapnae de nlircenlyuloee da lis pruim‘nll soparsdes por
EDE.PAGE.

T4
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PROCESAMIENTO DE LA ARENA HIDATIDICA

Le arena hidatidica, de procedencia ovina, se ermnplea en la obtencidn de
profoscalex, que seran mantenidos {7 vitre con el fin de estudiar su
desarcallo v valorar la produccion de antigenos de sccrecidn-excrecidn.

QBTENCION DE PROTOSCOLEX

Pare la obtencién de protoscdlex se seleccionan aquellas muea-
tras de arenn hidotidica ricas en farmas parasitaras viables »
con ausaneia de contaminaecian bacteripne evidente,

Las membranas quisticas v los erganismos muertos son digeri-
dos por tratemientos engimaticos.

VALORACION N2 LA VAN DAL

La viabilidad dec los protoscdlex se walora micros-
cipicameaentes (Miceoscopio! Laborlux 11, LEITSE, aumen-
tooc: 40 =),

Examen en fresco. Be reconocen como viables las formas
parasitarias méoviles yfo aguellas en las gque se cbhaerva
actividad vibratil a mivel de las células Mamigeras.

Tincipnes vitales Los protoscdlex vigbles, no se tiften ason

colorantes vitales.

Se prapara una aplucitgn acuoss de ecsina ol 0.017%, Sobre un
portackjetoa, se afiaden unas gotas de o so]luctdn A una macskre
de la arenc hidatidica. S= dejo wetonr 5 min. ¥ s= cbserve ol
MICroscopPio.

VAIORACKIN DE LA CONTAMINACIN BACTIERIANA
Le conteminacion hacteriana de Ias mueestras se valeorg
moediante ¢l examen microsegpico (mMicroscopior Laborlux
11, LEITE; sumentos: 100 x] despuds de una tingidén de
Ciram (Bartholomew 1962
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TRATAMIEBENTCO ENIIMMATICE

Las muestras previamenie seleccionadas, son lavadas,
diluidas en FBRS, ¥ sometidas repuidamente A un prooeso
de digestion enzimdtica con iripsina.

La crena hidatidica lavada en PBS, ¥ sepavada por centrifugacidn
iver:1.4.2] sc somets B un process de digestidn enzimdtica en
una solacién de PES-tripsina 0.25% (Tripaina (1:280)), & tempea-
rontura ambiente, durante 20 min. con agitacién intermitente.

Los protopcdlex wiables liberodoe, ae recuperan por centrifugacidn
Ccontrifugn: RKOKUSAN H-103N), ¥ se volore micropscépicaments
el efecto enzimidtica, repiti¢ndaose ¢l proceso en enao do acr insu-
ficientr. Fipalmente, ae lnvan ap PBS ¥ fe introducen ¢n meadio
de cultive.

MANTENINIENTO DE PROTOSCOLEX 1IN VITROG
Loa protoscdlex se mantichen on cultivoe en frascos estériles {Cell
Culture Flasks, 70 ml; COSTARK) con 10 ml de medio.

MEDNC [ CLILTINVD
Sc emplea Medieo Minimo Esencial de Eagle {(MEM) sin
suplemontar con sucra boving Metal.

I.n preparacidn del medio e ranliza en edmars eatéril

En su preparacién se emplea MEM 10x (Minimum Esesential
Medium Eagie (Modified) with Eorle’s Salts), qua ¢s supleomen-
ledo con aminuacides no escaciales ¥ uwn 29 de L-glutomina,

El medio se tampona con una ariucidn acucsn de HHEPES (MN-2-
hydroxyothylpiperazina-N'-Z-ethonexullonic acid), ¥ s ajuoste o)
eH & T.4 can una galucitdn g CIH 1M

Con e cdicidn de selucianes antibidticns 3e conaigue una ¢on-
cenirnsidn finnl do 400 UI.IT./ml de penicilina, 400 pgfml de
catreplomicina ¥ 1.5 g g/mi de Neomiciona,

T
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CONDICIONES DIE NOCUBACTOMN
L.o3 frascos de cultive sc mantienen ¢n estufa (HERAEDS)
a 37°C.

La periodicided de la renovacion del medio de cultive epth
en funcidon de lp acidificacitn detectada por el cambio de
coloracidn en ¢l indicador de pH.

Tr
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PROCESAMIENTO DE LAS MEMBRANAS
QUISTICAS

Lea veaiculas proliferas ¥y membranas quisticas de procedencia huma-
na, son estudiadas histoldégicamente por técnicas microscspicis, obaar-
vandose su cstructura v empledandoze como antigenos particulados en
les patudios de inmunolocalizecidn.

En lag dos técnicas microscopicos empleadas (microscopie dptica:; MO ¥
micrascopio electrénica: ME) los principios de procesamiento del mate-
rigl son iddnticos (fyoeidn de los tejidos, tratemiento de los tejfidos v
obtencidn de cortes), pero la metedologia empleads varia ¥ debe de ser
trajads individualmente.

PROCLESAMIENTO PARA MICROSCOFFIA OFPTICA

FITACIN D LS TENDOS

El procesa de Ajacidn se inicia inmediatamente despuds
de la extroccion del material perasitaria por Inmersidn £n
una 2ojucien de formalina tamponada.

A portir de ung solucién nouosn do formaldehide ol 35-.40%, ac
prepars unre entocidn do formoaline ol 10% en tompdén fosfato
0.1M. pH 7.3,

El material parasitaric se togmentn en irezos de tamadte noe
superior o 10 x 10 x 4 mm, ¥ s sumerge en un volumen de
arducisn Mjpdora digz veces suporior.

El procesa de Mindo se oficttia durante 15-24 horas y a tempe-
ratura ambiente.

TRATAMENTO DE [LOS TENDOS

Trne wez Ninalizodoe el proceso de Njacidn, los tejidos se
someten g un procesg de doshidratacidn y clarificade gque
pormite sustituir 2] apus per parafina, con el fin de con-
gepueir un hlogue firme del gque poder obtener cortes
histoldgicos.

TH
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Inclusidnen arar. Eil material parasitario g2 menor tame-
fio {vesiculas proliferas ¥ protoscdlex) debe sor previamen-
te compactads para facilitar su manipulacidn ¥ posterior

procesmmiento.

Laa vesfeulns preliferas y protoscdlex fijados en {ormalina, sa
aeparan par centrifugacidn (10 min. 1.000-1600 r.p.m. )

Se prepara una solucidn de agar al 65, se deja enfriar ain que
llegue s sclidilicar, se vierte scbre el sedimento ¥ se daja
solidificar en agitucidn abteniéndase Analmente un bhlogue com-
prcto qui ko fragmenta en cuboa de 1 em?,

Deshidratacidén.clarificacién e impregnacidn. Toda el pro-
¢eso de deshidratacidn on concentracienes crecientes de
aleohel, clarificacion en xileng e impregnacidn en parafina
(Faroplast plus; TZASAY se renliza al vecio, mediantec un
procesador Eutomdatico de tejideos {(Vasuum InRfiltratio
Frocessor, VIP 2.000, Tissuc-Tek: MILES SCIEMTIFIC),
a ung temperatura mbixima de GO

Inclusidn e¢n parafina. El material paresitario embebido
en parafino, es incluide en blogues de parafina de los que
gc podran ohtener cortes histolagicos,

El procesc de inclusidn ae renlizn con parafinn fundida a 60,
schry unn plataforme enbiente (Tissve Embedding Console
Eyatem, Tizsue-Tek; MILES SCIENTIFIC), dejidndoac enfriar el

kloque & temperolura nmbicnte,

R TENCIHON I CORTES FASTOLOGH O

Tras lan inclusitdn de el material parasitario, sa procode a
la vbtencidn de cortes hisloldgicos que son montados sobre
portachjetas pretratados con solusiones adherontos.

Proetroatamijento de log portaobicles, Los portackjetos son

iratndps con una solucidn de pelatina aluinbre de eremo
(Bourne JA. 1983) pora foacilitar la odhesidén del tejido
evitar al gue fste e dosprends con tratamientos
crnEimiticos.

il
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En agun hirviente se prepara una sojucisn al 3% de gelatinn, as
deja enfriar a temperatura ambiente, se afiade cramso al 006
¥ 80 guards en nevara un maxime de 24 horas.

Los portachictos, deatngrasadna previaments en alcohol de BE-
se sumergen 2-3 min. en la solucifn de gelatina-cromo, as dajon
pariar ¥ se guardan protegidor del polvo hawto ser omplendos.

Obtencidn de cortes histoldricos. El material parasitario
incluide en blogues de parsfing, se sccecione an finas ldmi-
nas de 4-5 prm de grosor mediante microtomo [(LEITE
15127

Antes de inicinr la oblenocidn de caries, los blngques de parafina
g€ congelnn o S2050C.

Las l&minas obtenides ze extienden scbre un batnio de flotacidén
(BElectric Tiasue Float: LIPSHAW) con agua o 50°C, sc montan
gobre los purtachjelos prelratadoes, ke dnjon secar durante 24.48
horpa en gatufo p 37°C, ¥ se conservan a temperatura ambiente
protegidas del polve hesta au posterior utilizacidn.

FPROCESAMILNTO PAIRA MICHOSCORLA ELIECTHRONICA

FIIACION DE OS5 TENDOS
Con ¢l fin de prescrvar al maximo la antigenicidad nl
igurl gque la estructura, so empled come fijador una solu-

cién de parzfoermaldehideo ¥y glutaraldehido (Karnovesky
MJ. 1985,

Lo fijucidn do los tofidos ae consipgue por inmersidn en una
aalyeiton de paraformnldehide sl 4% ¥ glutaraidehido ol 4.3% on
Y85 0.1M pH 7.3, durante dos horas o 4%,

Trae In fijncidn, so lavan Ins musstras en PBS (3 x 16 min), e
Eloguenon los grupos nldehidaos 1ibres por inmersion en cloruro
armdnice 60mM duronte 30-G0 min, ¥ se vaolve o lovnr en PRS
2 x 16 min},
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THATAMENTO 13E LLOS TEXNDOS

UUna vex finalizodo el proceso de fijacidn los tejidoe son
dechidratados ¢ impregnados con una resinag de tipo
metracrilato (Lowicryl* K4M3, 1a curl al polimerizar dars
lapar & un blogue firme del que s& obtienen fog cortes
histolagicos,

Deshidrotacidn. El proecsgo de deshidratacidn ae realiza
o etancl a concentracioncs crecientss ¥y a baja tempeara-
turn, siguiendo ¢l protocele de Coarlemalm y Roth {Roth,
Bendayun, Carlemzalm, ¢f af, 19581; Carlemalm, Villiger,
Hobot, ef af. L8385} (Tabla IV

Ei{gnol Temprratura Tiempao
J0%e 3 30 main
5 -20eC 61 mmin
Tz -A5°C &0 min
S5 -35e &0 min
10075 A5 60 min
1 e SAC G0 min

TALLA IYV. Prelocols de devhidrutatcedn pora inclusidn con Lowieryl

Impregnacidn on Lowicery]l® K4a4h, En el procese de

impregnacisgn, el etanel del material previamento
deshidratado o5 sustilaide progresivamente por Lowieryl
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Lin preparncidn de la résina de Lowicryl, se alectita bnjo campn-
ne ¥y con nitrdgeno flvyente parn ¢ovitor Ja presancis d¢ axigeno
gue inhihe la polimerizocidn.

La propaoreidn de crossfinfer respecto ol mondmero ea del 13 .59
E!l inicindor ses afiade o 1a mezcln en uno preporcién del G.67%.

¥l proceao de impregnocidén se renlizo por inmersidn: primero on
do= bafica de resina-etenol de L hore ¢endo uno (relocidn 1/1 «n
1a pritnera hova ¥y 271 en Io segundal ¥ finalmoents en tres hafics
de resina pura {una hora, doce horas ¥ oche horas regpectiva-
mante), Tedo el procese se realize o -35*C,

Inclusidén v polimerizaeidn Finalizadsa la impregnacion,

las muestras serdn incluidas en resinn, ¥ se obtendredn los

blegques por la polimerizacidn de esta.

Fore la obtencidn d« lox blogues se emplean edpesulas d¢ geloti.
na {(FPOLABRCOH) completnmentg llenas de resina pre-enfriade o
=35°C, n las cualea ae trapafiere 1a muestra.

Lu polimerizocién se constgue por wlecta de la radingidn witravialeta
fMlambda=280 nm) (ATOM), durante 72 hornz a -35°C.

Los blogues s& conscervan a temperatura embiente libres
de hurmnedad .

OBTENCIKIN DE CORTES (HISTOLOGK OS

El material parasitano incluids en blogues polimerizados de
Lowiecryl* KAM s5e secciona con un nltramicrgtorno Ultracut E,
Reichert pare obtener cortes ultrafinos de unas &0 nm de cspesar.

Fara la obtenciédn de los cartes se omploon suchillos do vidriao o
dinmanta,

Debe ovitorse gque el agun del receptdcule de la cuchilla maojo
tstan, pues la hidratncidn de 1o resinn, debido 6 sw gran hidrohlio,
dificultord la posterior olitencidn de buenas secciones.

Las scccicnes se recogen del npua del roceptacule de 1a cuchilla
lo sntes pasibile, ¥ xe manton sobre rejillas de oro. S cmplean
rejilles de 200 mesh, recubiertas con una membrana de formyar,
gobre Ja cusl e vaoporiza una delgnda copm de corbono para
mejorar sus coarncleristicons lisicos de resiatencia Mvente al haz
electrénico,
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ARACTERIZACION ELAS P TEI
INMUNOQGENICAS DI E. granulosus

Los distintos gcomponentes antipénicos del liguide hidatidico son sepa-
rados clectroforceticamente ¥ visualizados tras tincidan proteica adecua-
da,

Le identificacidn de las proteinges inmunogénicas de £, granulosus, se
realizn estudiande 1a reactividad gue presentoan las diferentes fraccio-

nes, frente a suaeros de pacientes afectoz de hidetidoais.

Una vez identificadns, se caracterizarin en funcidn de su peso maolecular.

28]
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SEFARACION DE LOS COMPONENTES
FROTEICOS

SEFARACION ELECTROFORETICA

Los componentes polipeptidicoz de la mezcla antigénice se rRepa-
ran mediante SDS-PAGE segun la metodologin antcs degerita
(ver: I.B.Y.

Como mezela antigénica e emplea el Mguide hidatidice ¥ la
fraccidn antigénica purificeda por precipitacidsn a baja fuerza
idnica.

Las muestras mon prtevioments dinlizadas frente o PRS, ¥ proce-
seados en condicionea reductoras ¥ no reductoras.

Lo separacidn s¢ realizn on geles preparntivos o ansliticor, ¢rme-
pleande goles cony in porcentaje de policcrilamida del B v 12%,
aaf ¢ompo gelos con gradiente.

GEILES PN GRADHTNTIE,
Se emplean geles con gradiente lineal de peliacrilamida entre &l
& v el 207

La formecidn del pradicnte de poliacrilamida, 8¢ coneipgue por Ia
dilucidén progresivo de uno solucidén de peoliacrilamide al 5% en
otrn ol 209 {ver Tabla 1110

Lo aclucidn de polincrilamida al 20%, es conectadn con 1o sclu-
cién al &% o través de un sistemu de voasos comunicentea
(Grodient Foarmer 385; BIO-RAD) Un yistempa de agitacisn
{Agimatic-N; SELECTA) permite 1o mezeln de ambae seluciones
v la dilucidn progresiva de la mda concentrada a medide gua es
drennda por 1a necidn de wna bombo peristiitios o Aujo conatnn-
ti: (Poristoltic Poump -1, PHARMACIA) (Fig 1],

TINCIONES FROTEICAS LN SkR&E-TFAGE

Las frascioncs palipoptidicas separadas en loa geles analiticos,
ap evidencian por tineidn con ealerantos proteicos,

B4
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[

Formsedor de gradientes Bombe periatdllics Soporte y gel

Py solucidn al 5% m solucion al 20 “ solucidn en gradients

Figura 16. Preparacids de gelos de pollacrilamide con gradiests lines] dal 5 ul 206,

LIna vez teftidas, los geles sen secades por ealor en un sccador de
geles (Slab Dryer 443, RIO-RAD} conectado a una bombe de
vaclo (MILLIPORE 230 V/50 =),

TAPNCION COMN AL, COOMASSHS

La tincidn eon azul Coomassie (CBE RKH-250) (Ouchterleny O,
Milsorr 1573} es la tnds difundida, v la gque s¢ hr emplerdo de
forma preferentes en tode la experiencia,

Su Iimite de deteceidin es de aprodximadomente 100 ngfmm?®
{Tijsecn 1585) La intensidad de tineidn es proporcional o la

concentracitén proateica.

I.a tincidn s8¢ remlizoa por inmersidgn durante 185 horns en una
eclucidn de CTBDR R-250 n] ¢.2% en motanod-agua-scido ac6lio
glucin] e¢n I proporcion 4.5/4.5/1, aeguida de una decoloracidn
con nlietonol-ngun-deide acético glocinl 2.6/5,.6/0.8,
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TINCION CON NITRATO DE IPI_ATA

La tincion con nitrate de plata #8 mas zensible, con urt limite de
deteceidn de 0.01-1 ngfmm® (Tijssen 1985), pero no ao cuantito-
tiva ¥y existon proteinas que neo 5om tefidas (Goeldman, Sedman &
Ebert 1981; Morrigsey 1321; Heukeshoven & Dernick 198863,
En eata experiencin se siguid la metodolepia de Heukeshoven y
Dernick (12856},

Se sumerge &} gel durante 30 min. en una solucidn de etancl al
5%, Acida acético 12%, ¥ seguidomentea se lava en etanol al 10%
{2 x 10 min) ¥y agun destiladn {3 x 10 min) Postericrmente o
sumerge ol gel 30 min, an 1o solucidn argéntica nl 0.1%), se lava
con apan destilnda, se revela por inmeraidn en (res batios de
solucidn reveladora (Na OO0, 2.689%, HCHO 0.025%) de 10", 30-60",
5-10 min, respectivemente, ¥ se elimine Ja eolorocidn de Tonds
por inmersidn darante 30" en reductor de Former al 0.6%.

CALCLULT DE LA CONCENTRACION PROTEINCA OFTIMA
PAaRA SDYS-FPAGE

L.a separacian electroforética de diferentes concentraciones
proteicas de una misma muaestra on un gel de polirerilamido
pralitics, rnos permite seleccionar la concentracidn dptimao de
trebajo, siendo aguella gque consigue la médxima resslucidn entre
las diferentea handas, con 1lp minima perdida pozible de bandas
correspondientes A protefnas minoritarias.

La proteina total por muestra, se caleula on geles analiticos con
copacidad paro 10 muestras diferentes. En caso de geles anali-
ticos en los que se gicmbra nhe dnica mucstre la oroteina total
presenta an dstg es ~15x, Cusnndo se emplean geles preparativos
la proteina total sembrada es en ecnalguiera de los dos casos €1
doble.

Todas las cuantificaciones proteicas se reulizan por el méteda de
Bradford (ver : I.B.1.c.}.
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ELVCION DE LAS FRACCIONES PROTEICAS SEPARADAS
FOR S5DSPAGE

Loa componentes polipeptidicos del Hguido hidatidieo son aepa-
rados por BDS-PAGE en geles preparativos al 8% y las diferentes
bandas proteicas son localizadas mediante la tinesidn, de ambos
extremaos del gel, son CBB T-250.

Seguidamente la zona del gel correspondiente a las diferentos
kandes es recortAda ¥ homogenizado en tampdén Tris-salino,
recuperandose la fraccién proteica iras centrifugaeidn.

Homogenizor la poreidn de gel recortadn en 3 ml de tampdn Tris
20mM-CINA 0.13M, centrifugar o 15.000 r.p.m. durante 30 min.
¥ recupcrar el scbkrenadanta.

Repetir e] procexo trea veces, homogenizoar las diferontes
acbrenadantes, calcular la concentracidn proteica ¥ concentrar
convgnientemente por ultrafltrocion (Concentrodor Minicon
B, : AMICON)

Lag proteings correspondicntes a 15z diferentes bendas proteicas,
una v=z eluides ¥ concentradas, scran tratadas con Z2-Me ¥ sepa-
radas nuevamente en geles de polinceilamida con ¢l fin de cono-
cer su perlil electrofordtico en condisiones reductoras.

ar
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IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS
INMUNOGENICAS

Trag la separacidn electroforstica, la transfercencia a membranas de
nitraceiuzipas permite, mediante la aplicacidén de técnicas de enzimo-
inmuno-ensaye (EIA), g identificacién de las proteinas inmunogénicas
con interés diapnostica,

ENZIDVMOINMUNOBENSAY O SORRE NITROCELLLOSA
(INMUNCELOT)

SERCARACION ELECTROFORETICA

Se emplean gelez prepovatives (ver @ ILB.2.B.(2Z)), en los
gue B+ separa ligquide hidotidioo purificadn, sembréndoses
un volumen de muestra equivalente a 0.5 mg de proteina
total.

TRAMNSFEREMNCIA A MEMBRAMAS DE NITROCELL-
LOSA (EIECTROBLOTTING]

Los polipéptidos separedos por STHS-PAGE, son transferi-
dos 8 membranas de nitrocelulosa por electroelucidn, se-
gian ¢l procedimicnto descrito previamente {ver 1 1. B3.2.¢.)

TECWNICAS DE ENFIMOINMUNCOENSAYO S5OBRE RRO-
TEIMNAS TRANSFERIDAS A MEMIIRANASZ DE NITROCE-
LULOSA (INMUNORBILLOT)

L.as proteinos antipdénices transferidas & las membranas
de nitrocelulosa, s& hacen reaccicnar con sus anticuerpoa
esperifices. La unién antigeno-anticuerps se evidencis con
lea anti-intmmunoglobulinns adecunades pare cada gntisuern
que, moarcodas enzimoticamente, Boctian aochre uan
cromidgeno doando Jlupar o un precipitado coloreado,

Lo nitroceolulosa e corta en tiras de 2-3F mtn, que s¢ coloonn an
unn cubetn molticanal {Small Incubation Tray: BIO-RAD). Toda

¢l proceao se deaarrolla en agitacidn (Rotative Shaker Atom-86;
ATOM, 100 r.p.m. )
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L stitrocolulosn ae bloquea con lvche dascremadn (REGILAIT)
al! 5% en ‘Tris saline (TS: Tris 20 mM, ClNa .13 M, pH 7.6}
(Spincla & Cannon 1585: Coll, Mufice, Queralt & Prats 18587,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Poateriormente 1o NC
ae incuba, con los antiauveros humaneca diluideoa convenienteman-
to on lo scluciéin de blogues, duranle 18 horee & 4°C, Comoe
diluecidn de trabojo se gt In de 17100, por aer agueila mda
concentrada gue no presentaba uniones ineapecificas [(Coll,
Mutioz, Queralt, ef ol. 19B9; Queralt, Meadico, Mercader, £ zi.
1988}, Seguidamante se lnva tres vaoes con TS-golatina (TS con
gelatina al . 75%) ¥ ae incuba 1 hara con un conjugade anti-Ig
G humanas obtenido en conejo ¥ marcado con peroxidasa (Anti-
Human IgG (H+LMrBHRP Conj Lg; ICN BIOMEDICALS, vod
61-231-10, a In dilueidn 12000 &n TE-gelatina aegin indicacidn
de la cnan comercial.

Lpa reaccidn ae evidencia por la precipitacidn enzimdtica de la
dinminobencidina (DAE: 3. .3'dismincbhenzidine-tatrabhydro-
chloride) an una solucién al C.08% (p/vien Trs 0.10 pH 7.6 con
an 00157 de H O,

AMNTISUVEROS EMPLEADOS

FPara la identificacidn de las proteinas inmunogénicas se ernplea-
ron antisuerces de procedencia humana phtenidos de 1a sergtaca
del Bervicio de Microbiolepgia del ITospital de la Santa Creu i
Sant Fauv de Barcclona (HECS5P) (Queralt, Madico, Mercader, of
al. 19848),

l.as proteinos inmunoresctivas g2 evidenoiaron ach sueros solec-
sionados de pacientes afectos de hidatidosis ¥ su especificidad se
extudid con suerps de donentes sanes ¥ afectos de otras parasitesins,

SUERDS DE PACIENTES AFECTOS DX HIDATINRGSIS
Se seleccienaron 19 sueres de pocientes con sospechs cli-
nica de hidatidesis, confirmoda serologicamente por inmu-
noelectroforesis (1EF) (ver: II1.B.Z.h.), hemzglutinacidn
indirecta (HAI) (ver: III.BE.2.a.%L

SUEROS OE DONANTES S5ANDOS

Cormo sucros control negativos, sc escogieron 25 sueros de

poacientes seronegatives, sin sospechn clinica de hidatidosis.
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SUBROS DFE PACIENTES CONW OTRAS PARASITOSS
Para la valorocidn de reacciones cruzedes con otros
antigenos, e emplearon 33 sueros de pacientes on los gue

¢ habia disgnosticado vune parasitosis distinta a la
hidatidosis (Tabla V)

[nfiecioned por e atodos
5 Trichuriz frichiura
2 Nrcalor americanus
1 Aacaris fumbricordes
1 Strangyluides sterenralis
1 Eaterobius vertnicalaris
1 Trichinella apiralis

2 fifarios

Infeceiones por Lrematados
1 Faseiole hepatics

2 Echistosoma app

lnfecciones por protozoos
5 Leizhamenia donavani
& Toxaplasmta gonde
4 Entamorda histolytica

2 Plaarmodiumt app

TARLA Y. Sueron de pocicntes mipciodos por oires parasilosis
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DETERMINACION DEL FPESO MOLECULAR

El peso moleculer (PM)} expresado en Kilodaltona (kIDal, 5e determina
comparando la movilidad eleetroforética de las bandas proteices respec-
to a lpg de unes proteinas estdndar de PM concocida, que han sido
gometidas pimultdneamente a las mismas condicienes electraforéticans.

CAaLCULY DE 1A MOVILIDAD BELATIVA

La movilidad relativa (Ef es el cociente antre la distRncia reco-
rride per 1a proteina problems, ¥ 1a distancia mAexima recorrida
por la muestra.

La distonein midxima recovrida por la muestra, e la diatancia
exigtentie entre el inicio del gel separndeor ¥ el frente de migro-
cidn electrolorética, visualizado este dltimo por =] azul de
Lromofenol del tampdn dc muestra,

Lo modidn de In distoneia recorrida por ona protefna precizoa de
su visualizacidn por tincionca proteicas {var : II.A.2.} o raaccio-
e inmuneenzimaticas (ver - ITLE.1.,

TIMCION BRTOTEICA SOBRIE MNITROQCELLHT OSA

I.as proteinas transferidas o membronas de WO se tifien
por inmersidn en una salucisn de nepgro amido 8] G55 (pf
¥l cn metanol-agua-deido acético glacial 4.5/4.5/1, semida
de una decoloracidn en ol mismo solvente.

CALCULD DEL PFPESO MOLECULAIR

Be extrapola ¢l Hf de la protefno probhlema en una curva
semiloparitmica gue relaciong €] Ef de las diferentes proteinas
taldindur con su Ph.

Forp =] céaleculo de las diferentea curvns do P, s¢ emplen unn
mezrcle proteica estinder ¢on baja range de PM (SDS-PAGE
Stonndarde, Low Raonge: BE1IO-RAT)); que ostd compucosta por las
sipuicntes proteinns  rabbit muscle phosphoryiose b (97,9 kDa),
bowine zerve alfrprmen (640,.2 kDea), fien o white npvoalfliemen
(F2F LI}, bovine carbonic anhyorose (31 0 &Da), soybean trypain
inhibitor (2158 kDg), hen cpg white Ivsoryme (14,9 kDalt,

1
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ANTISUEROS

Para los estudios de caracterizacidn e inmunolocalizacion de loz ant{igenos
meyoritarios de E. granulosus se emplearoan antisueres poli y
monocspecilicos,

Los antisuercs humanos se emplean on la caracterizacion de las protei-
nas inmuanopdnicas {ver P [II. B 2.}

Los antisuecres poli ¥ monecespecificos obtenidos por inmunizracidn de

grnimales de experimentacion sc emplean on o inmunaolocelizacidn
antigénica.

*2
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ANTISUEROS HUMANOS

S¢ emplearom anticuercs obtenidoz de 1o seroteca del Servicio de
Microhiglogia del HSCSE (ver @ IILB.2.):

Sueros de pacienics afectos de Ridalidosis ; 1% sueros de paclientes con
goepocha ¢linica de hidatidozis confirmadie serologicamente.

Suergs de donanicy saans ; 25 sparos de pacientos seroncgativos.,

Suercos de pacicnies con oirgs parasilosiys - 33 sueres de paeichtes afec-
tos de una parasitosis distinta a la hidatidokis.

B3
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OBRTENCION DE ANTISUEROS POR
INMUNIZACION EXPERIMENTAL EN CONEIOS

Loz antigueres polieapecificos diripides contra el liguido hidatidico ¥ 1a
totalhidad de los entigenos parasitarics, asi cemo los Antisueros
monosspecificeoz dirvigido=s contra los dos antipenos mayoritaries de B
gronulasus (Ap B y Ap B) se abtuviersn por inmunizacidn experimeaental.

IS NUSLZACION

ANTIGENOS EMPLEADOS YV PREFANRACION DE
INMUN OGNS

LIGUIDO HIDATIRICSD - Como fuente antigénice se
emplea liquide hidatidico centrifugado ver @ 1LE.1.), quec
26 un comnplejo proteico de procedencin mixte (pardsito v
buédésped) gue contiene en forma nativa Lodes las antipenos
parasitarios (mayoritariamente Ag § ¥ Ag B), ¥ algunas
proteinas del hospedador {fundamentalmente inmunaplo-
bulinps ¥ slbaminal,

AMTIGENOS PARASITARIOSE MAYORITARIOS - Se
obtiencen por purificacion del ligquide hidatidico mediante
métodos fisico-guimicos (ver @ I.B.2.a.), zeparandoese los
antigenops paragitarios mayoritaries (Ag 5 y Ag B) de las

proteinas del hospedaodor,

Parg la posterior inoculacitn, se procedid a la preparacidn
de ambos inmunogenos sepan la paute gque se detalls A

continuacidn -

Se calewln g concenlrucidn proteics de ambas mezclas Antigdnican
¥ Be diluyen convenientermente en suere hsicldgmico (SF: ClNa
GBS para conscpuilr unn concentrncicn final Jde 1 mygfml,

el



MATEIRIAL Y MESTODDHNOS Antisucros

Se procede a le ernulsidim de 1 ml de solucidn mmtigénica con 1 ml
de adyvuvante complete de Fround's (ACF, Freund's adjovent,
eomplety; SIGWMAY, apadiende progrezivimente, con feringa, pe.
querias alicuoctaas de la galucidn antigénice ackbre el adyuvante
hnslw consoguir una amulsion homogdnan.

Proteinna parnsitarins purificadas por SDS-PAGE. L.a ca-
racterizacidn de las proteinas inmunogénicas de E
granulosus permitid identificar los antigenes parasita-
rios, abtenerlos de Forma individualizade v emplearlos
come inmuneogenoss #n A obtencidn de antisueros, Y2 gue
lIa presencia de poliacrlamidn o SDS ne modifica la res-
puesta inmune (Boulard & Lecroisey 1982; Marahall,
Pongparit & Kaufman 1587, Madico, Mercader, Parda, ef
af. 189887

Loas proleinos antigénicns ae separan por SDS-PAGE, en geles
preparativos al 12%, sipuisendc In metodologio antes descrita
iver : 1.BE.2.0b.}

FEn cadn gl sae siembre nno dnica muestra de Nguido hidacfdico
de una concentracidn de 1 mg de proteina total.

Luax proteimnns separondas se visualigan por tincidn con CBAB R.
2L ([1.A 2. a.)y se recortan del gel aquellos de FM coincidentes
con el Ap 6 vy el Agp B,

Lna bandns proteicas regovtadas se hamogenizan en 5F, pora

obtener un volumen final de 1 ml que e emulsiona en 1 ml de
ACF.

ANTIGENC & - De entre laz dos handas proteicas con un
FM de 65 klda ¥ 56 kDa reconocidas por maltiples auteres
oo la ferma fe reduacida del e 5 (D1 Felice, Pint, Afferni
& Viecar 198G6; Shepherd & MelManus 15887a; Shepherd &
MehManus 19876h: Shepherd & MehManus 1988 Queralt,
Madicn, WMercader, et @f. 1989; Coll, Mutfioz, Cueralt, ef al,
1589), en la prescnte experiencia sec amplea 1a banda
profteiceg de 65 kDa ghtenida e un pol de poligerilamida al
124%.
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ANTIGENQ B - Al sgparar la mezcla antigénica en un gel
de polipcrilamida al 12%: , se escogid como Ag B la banda
proteica de 16 kDa, por ser 1R gue mejor s& visualiza de
entre las difcrantes formas mono ¥ poliméricas {8, I6, 24
¥ 3% kDa)l reconocidas comoe Ap B {(Shopherd & MoeManas
1987a; Shepherd & McecManuzs 19837Th: Shepherd &
McManue 1985: Queralt, Madice, Merecader, ef af. 1989:;
Cpll, Mudoz, Quergzlt, &f gf. 1989; Lightowlers, Liu,
Tiaralambous & Rickard 1339,

FPALUTA DE INMUMNTZACION

Antes de iniciar la pauta de inmunizacién se obticnhe une Mues.
tra de sangre de los diferentes conejos, gque eorresponderd al dia
0, ¥ gue debe de estar libre de anticuerpos frente a los antigenos
de la cxporiencia.

La inmunizfcidn es semanal v por via intramuscular,

En cada inmunizacién se inoculan por animal 2 ml de los
antipenea emulsionadeoa en ACEF, a razén de 0.6 mil por axtrarm-
dad.

Antoes de cada nueva inmunizacién se ohilicne una muacstre de

sangre para control de la cinética de produccién de anticuearpos,

B¢ rosura lo nrejn ¥y desinfects con aleohol de 7O

Se estimula lo yozodilataciéon arterinl con Xilal ¥ maspje vigora.
g0 de la zonn.

Con una aguja intramuasculoar (08 x 25 mm; IO} s eannlice 1o
arterin ccntral de lo orcja ceren de 5w base, y Be recogen entes
5.10 il o sangre disectnmente on un tabo.

La inmunizacién se proloapga un minimo de cuatre semanass y un
midximeoe e achp, en funcidn de la cinético de produccidn da
anlLicucrpos de cada gnimal frente a cada antipone, sanprandoles

cuando se aleenwo la respuesta deseada.
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CINETICA DE PRODUCCIKON DE ANTIHCLUERPOS Y ESTLIDICO
GE LA ESPLECIFICIDAD

La cindtica de produccicn de anticnerpos frente a laa antigenos
complejoa se evalud por hemaglutinacidn indirecta (Varela-Erneasz,
Caigantes, Ricardes, ef af. 1975: Ambraoise-Thomase & Desgeorges
1979}, inmunoclectroforesis (Chordi & Kapan 1965 Kien, Molet
& Ball 1980} ¢ inrnunediod como control de expecificidad.

FIEMAAGE L TINACTON INTCHEIL T A
Be valora 1a aglutinheion de eritrocitos sensibilizados con
liguido hidatfdico, al enfrentarse con ios sueras prabhlema,

Fara la experiencia se empled an Aif comercial
fAgglutinotitre® Echino; [ISMTIINIT).

En placuna de microtitulacidn de 96 pocillax de fondo redondo
{(NIRCO S.A), ae realizon dilucianea dobles progresivas de lan
auernsd problema en una anlucién abesorbente que contiene com-
puestos solubilizados de membrana des hematies ¥y proteinas
vvinas., Se incubn 15 min o temperatura nmbients en cdmara
hdmeda.

e anpden hematics de aveja senzibilizados con 1iguide hidatrdico
ovino, ¥ 82 incuba dos horns a temperatura ambiente ¢n cdmars
humeds.

La hemaglutinaciém se lee con ayudao de un espejo céncovo
(Titertek®, plate resding mirror; FLOW), conciderindons noga-
tiva cunnde los hematies aporecen frmunde un batdn compacto
¢n & Fondo del pocillo. Las resultedos s¢ expresan en titulaos de
proaitividad, ¥ ac eonsideran nepativos cuando 1a aglutinacidn se
produce a titulos inlferisres del titulo considerade coma dinpnéa-
tico {1/125).

INAUINOEL ECTROISORESTS

Las proteinas de la muestra antigénica son desplazadas
electroforéticamente, posteriormente se coloca en un ca-
nal el oantisuere ¥ omboes 3¢ dejan difundir. La reaccidn
antigenc-anticuerpo 52 evidencin en su punta de equiva-
lencig por la formacicn de boandas de precipitacién.

DT
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Como aoporte se emplenn plocns de ognrosn comerciales
(dmmunehlm - Cep Film - Micro-auchtarlony; SEBRIA) con eais
caneles ¥ riete pocillos.

Lioe placas de agarosa se rehidratan en agun destilada durante
unminimo de 8 horas, se sumergen durante uno horo en tampdn
de electroforeain (tampdn veronnl 0.05M pH B.2), ae vlimina ol
tampdn ashrante y ae montan sobre 2] soporte de la cubetna do
electraforesis (ATOMNM AC-.5} conectadas con al tampdn a través
de una tira de papel de filtro.

El antfgeno (liguids hidetfdico pvinag eoncentrado 10y, en wolit-
men equivalente a .1 mg de protefna totall, ae coloca en loe
pocilleos ¢eon 1 pl de s2ul de Bromofetvol, ¥ e heee migrar me-
diante la aplicacidn gde un wvoltaje congtante de 100 W
{(alimentadaor: ATON 502 durante 60-90 min.

Finalizada la electroforesis, se colocon las placas en cdmara
himedn » ac depositlon en les canules 3 x LOG 41 de los muaros
prablema ¥y cantrel (sueros bumanes positivos), gue s¢ dejnn
difundir durante 48 haras.

Trae la difusidn se sumergen Mag placas durarnte 30 min en una
axlucion de cilrato trisddica o] 57, se lavan duronte 458 horas &n
varios batos de S5F, v fipalmente doe horae ¢pn apua deatitndo.

Loae placas son deshideatadas antre popéel de fltra ¥y secadon e
egtufa a 37C. Loz arcos de precipitacidn son visualizados tras
tincitén' con CRBB R-250 ai 0.5% en ctanol-agun-fAcide ncético
glamnl 4.5/4.51 ¥ posterior decolorasidn en etonol-agua-dcido
acética glacinl /677,

ISNMUNGRILLOT

Las proteings del liguido hidatidicc =an separadas por
S5DE.-PAGE ol 12% v transferidos a membranas de NOC
gegin la metodalopia proviomente deserita (ver (1LB.2 e L

Schre les proteinas tronsferidos =c aplicordan técnicas de
EIA (ver: I1.B.1.¢), para valarar la cinética de produceidn
de las anticucrpns recnte a los antipenos purificados v 1a
especificidad de los antisueros obtenidos.

Come dilucidn de trabajo de loe antisucros se eligid la de 174000,
puesa op exporicncins previns sobre lon corncterizocign

wB
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inmuneogiénics del antigeno hidatidieo (Mufioz, Coll, Quaralt, of
mi. 1888), habla demaostrada aer aquella dilueidn mda concaptra-
da que no presentaba uniones inespecificoa.

DOETENCION OE LS ANTISUERGS
Finalizade la pants de inmunizacidn, y obtenida la respuesta
inmune deseada, les conejos son sangrados,

Lo cone)os 58 snngran poar puncitn cordface con jeringe estdril
de 5O m] (Jena-glass, 00,

Ln sangre so recoge en tubos de comtrifuga (100 x 13), se daja
congular durante dos hores o temporeture ambients, ¥ en ropo-
8 una fache o A7 Posterintmente &8 recupera ¢l RUers por

decantacién vy se clarifica por centrifugacién durante 10 minutos
o 000 r.p.m. (KOKUSAIN H-103HN).,

El suero ag convanicntemente alicuotado ¥ 8¢ concserva congelade
g -20°C haste su uso.

PLRIFICCACION Y LOS ANTISUREROS

Tados aguelles antisueros dirigidos contra protoinas perificedas
de E. granpuiosus gque reaceionafnl con alpuna otroa proteing no
paragitaria pregente en el liquide hidotidieo, se purifican me-
diante cromatoprafia de gfinidad, previz seprracidn de le frac-
cidn inmuneglobulinica.

SIEEFARACION DE LA FRACCION
INAMUNOGLOBLILLINNCA

Las inmunoglobulinas de los concjos inmunizados con el
Az & son separadas del reste de componentes del suero,
por tres precipitaciones consecutivas en sulfate de armeonio
S0 (NH 3] al 35% (Hebert, Pelham & Pittman 1973,

El avers we mezeln (vl can una aolueidn de SO (NH I, 0l 705 ¥
¢ deia una horo o temperatura ambiente en ngitacitn.

Traa la renccidn, lus inmunoglebulinog precipitadas Be separon

poar centrifugoeidn o 12 000 r.p.m. durante 16 minutes (Eppendorf
a4145}), ¥ ol sobhrenadanto ae deosecha, Sepuidamoenteo, lan

L1 o)
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inmunoglobulinae se resuspenden en agua deatilada ¥ ae rapite
el proceso dos vecos,

Finalizadas lna tres precipitaciones, la eliminacidn del S0 (NH ),
ae realiza por didlisie en PBS hasta gue no se detectan trazas de
aulfate (S0 =) en =] Hguido de didlisia ol afndir unn eolueidn
anturada de clorura cdlcice (Tl Bal (v/v)

CUANTIFMC ACION DE INMUNOGILOQEUDLINAS

La concentraciém proteica de la fraccidn inmunaglubu-
linica purificada se ruantifica por efpectofotometria
(Kirschenbaum 1973).

En erpectrafotdmetrn (Uwilkon BED, HKONTROMN)} ze lee 1n
abearbancia de ln srlucidn de inmuneglaobulinas una vez
dializadas.

Lo lecturn si ¢fectila a 280 nm en una edlula de 1 em de: langitud
{(Quarzglaes Suprasil 10mm; HELLMA), el valor de absorbancin
abtenide se divide entre 1.35 ¥ s¢ hore eguivolents a In conesn-
tracigen de inmnunoglebulinas ¢xpresoda en mg'ml,

CROMATOGRAFIA DE AFINIDALD

Las inmunpglebulinas de les eonejos inmunizades con el
Ar 5, proviamente sepgradas por precipitacion, fueron
purilicadas por cromotografin de ofinided con el fin de
eliminar aguellas dirigidas c¢ontra las proteinogs del
hospedador.

En la purificacion se cmpled una columna de sefarosa 4B
activada con bramura de ciahdgenoe (CNBr), guc hobia

aido sensihilizada con susrg oving,

P ¥ bilizaci e ] |

Porn In preparacidn de la enlumna {Econa-column low pressara,
A6 x 10 BIO-BEAD) se emplean 3.4 g de sefnrosa CHNEr en polvo
(CHNEr - activnted Scpharose” 4B, PHARNMNACLAY, U se Fegencs
ran ¥ lavan con OIF 1mM en proporcisn F200 (pdv) (650 ml),
vbienionde un volumen final do el de 12 mil, Que se cquilibra
con tampdn de sensjlbilizacidon (CO HNa 010, ClNa 0.6M, pH
5.3} {6 mt por grame de gel seco @ 17 ml), ¥ seguidamante so
incuba con dosx valamenea doe solucion inrmunondrorbente (24
mlh
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Comao polucidn mmunoadsorbente se emplea suera ovino conve-
nientements: diluido en lempdn de sensibilizocién (2.6 ml de
auero an 215 de tampdn), con ¢] fin de gnfrenter 10 mg de
proteinn por cada ml de gel {120 mg). La incubacidn con &l
inmunoadaorbente s¢ renlizn on rotocidn, dea horas o tempera-
tura ambiente seguidas de 18 horaa a +4°C.

Se caleula el rendimienta de unign del inmunoadsorkente ¥ Be
Elcquean lna grupos activos librea con 2 valdlmenes dwo
etanclamina 2M pH B.C (24 ml), durante tree horaa en rotacidn
& temperaturn aminente.

Fosteripimente se elimina el excesc de inmunocadeorbente can
cuntre lovados gliternativoe en 10 voldmenes de tampén ncetato
010, C1Ne 0.5, pH 4 (120 mil} ¥ 10 de tampdn de sensibiliza-
cidn regpectivamente.

Finalmente se equilibra la columna con 10 voldmenes de fogp-
pornn PES-apline (PBS, ClNa .58, pi %.2) {120 ml}.

Cromotogralis de olinidad

La aclucidn de inmunoglobulinoa del antisuera & purificar se
enfrentan ron 2] inmunecadsorbente en una proporcidn de 8 mg
de proteina por & ml de gel senaibilizedo (21.6 mg), diluyéndoss
al 12 en tampdn PBS.zaline. Ln incuobacidn g+ realiza en tubnse
de fondoe ¢dnico de B0 ml {PACISA), duronte 48 horns a 47C en
retactan,

Finnlizada 1a incubacidn, las inmunaglabulinrs especifens per-
maenccen libres en la solucitn.

La mayor parbe de Tas inmunoglobulings: purifoadns se recupe-
ren del scbrenndonte, tras una centrifugneidn de 5 min o 500
r.pom. (KOELUTSAN I1-108N), ¥ sepuidarmente se someten a una
segunda coptrifugncion de 6B omin o 12,000 r.p.m. {(Eppendorf
54145) pora eliminar ¢l gel arrastradn. Tras montar 1a colamnn,
€l resto de inmunoglobulinas se recoge por lnvadns sucesivos del
gul gon tnmpén PBS-esline hasta que no se detoctn arrastre da
protefno.

R i Wit e 1 1
Para Ia regeneracidn de In calumnna ae elitminen los inmu-
naglobulinas adzsarbidas divipidans contra protefnas del hospe-

dador por elucién con tampon glicina 028, C1No 0.60, pH 2.5,

Traa lavado con PBS.saline, Ia columna e conaevve n A°C con
PES, Tween 20 gl 5.05% ¥ azida sédica 100 mM,

(e ]
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DESARROLLO DE PROTOSCOLEX CULTI-
VADQS IN VITIRO Y PRODUCCION DE
ANTIGEN DE SECRECCION-EXCRECION

El mantenimiento del cultive in vitro de protoscalex s realiza para
esludiar al dasarrollo del pardsito en la direccidn guistica ¥ la produc-

cidn de antigenos de seocrecitdn-excrecidn.
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DESARROLLO IN VITRO DE E granulosus

El eatudic del proceso de diferenciacién guistica de los protoscslex de £,
Frantdlosus, ¢n gus difercntes fases de crecimientoe, se realizé por chser-
vacisén microsedpica diaria de dichos protoscdlex cultivados in vitra en
un medic monofasica liguide (ver @ I.O.2.0,

El eetnde de loa protoacédlex se obaerva mediante un microscopio
invertide (Olympue Inverted Hesearch hMicroscope - model IMT;
CLYMPIFS), nl que s¢ ha acopladn unw cimare fetografice auto-
mtica {Ovtharmat, LEITAL
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ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE ANTIGENQS
DE SECRECCION-EXCRECION

La likeracidn al medio de cuitive de los antigencs parasiterios de
aecrecidn-excrecidén, permite Il recupevacidén de estos a partir del
sohrenadants ¥ su ulterior estudio.

OBTENCION DE LOS SOBRENADANTES

El sobrenadante del medio de cultive e recupera y consarva
congelado &4 -20°C de forma individualizada, enotando ¢l dia de
recpgids vy el estado de desarrollo de los profoscdlex.

El sobrenndante se recoge, en condicianes estériles, por aspirn-
cidhn gon pipetn Pasteur, eliminandoae 1na ¢lementos formes arras-
traodos, por centrifugneién a 1.000-1.500 r.p.m. durante 10 miinu-
tos a 4°C (KOKLUISAN H-103M}.

FREPARACION DE L5 SOBRRENADANTES

L.a escasn concentroacidn proteica de las diferentes alicuoctas de
sobrenbedentes, indetectable por los meétodos hekiturles
{Bradfvrd), obligé a la agrupacidén de cstns ¥y 4 5a pesterior
concentracion,

L.os soebrenadantes 2 oprupan en funcion del estado de desarri-
lo de los protescdlex, ¢omo se detalla o continuacidn @

- Grupo A primoeres 7 dfas Qe cultiva

- Grupo B perindo de maxima vitalidad, gue
nbarca lasg semanae 2, 3, 4, 5 ¥y &,

« Grupo < petiodo de lisis, comprende Jox

sobrenndantes recogidos entre In
semana T ¥ In 2.

[t
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CONCENTRACKIN POR LLTRAFN_TRACION

Loz scbrenadantes se concentran unas cincuenta veces por
ultrafiltracidn con filtros cuyo limite de peso molecular es de
10,000 daltons {(Immersihble CX-10, Pellicon Type PTG, nmwl:
i0.000; MILLIFPORE CORPORATION),

Loe filtros se sumergen en ¢l modio de cultive ¥ ¢onectan o
traves 4 un makta? con una bBanba de voels (Bomba de vasiod
presidm XX &6 220 YWY BO Hz; MILLIPORE CORFPORATION).

Lus magromoléculos retepidas (PM >10.000 Dad gquedan on @l
recipiente de la muestra criginal, ¥ el ultrafiltrado, tras superar
<l filtro, ae recope en el matrar que conectn con la bomba de
wacio.

COMCENTRACION POR PPRECIPITALCOMN

Las proleinas presentes on Jos sebrenadantes son concentradas
por pregipitacidn con doide tricleoropedtico (Auer, Hermentin &
Asponck 1988),

Fl aobrenadante ae mezecla (wWwv)] can uno solucidn de arcida
tricloroncético ol 40%, ¥ se dejo roaccionar eno befo de hialo
durante 30 min.

El precipitndeo so separa por cenirifupecidan a 12000 r.pom.
(Eppendorl 54145) durusnte vty hora o 450, ¢ Jave dos vocos oon
etancl frin, y se deseea bojo vapores de N

AMNALIELS ELLECTROFORETICO E INMUONOLOGICO 1DEL
SOBRRENADANTIE

Los sobrenedentes concentrados =on separades electro-
foreticamente por SDS-PAGE, ¥ tefiides con CBB B-250 o trans-
feridos o membranas de nitvocelulosa (NC} y revelados con
antisucros especificos,

El onidlisis se completa eon un dof &fof, eon el fin de inevementar
al maxime le sensibilidad de la deteccidn inmunoldigica de loa
anticenos.
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SNG-PAGIE

Lpa compuestos proteicos de los diferentea grupos de
sobrenadantes (grupo A, B, CC ¥y medio sin sembrar como contrel)
e separan por SD5-FPAGE al 5-20% scpun [a metodolomia previs-
mente descrita (ver : 1. BE.2.b.), posteriormente se titien con CBRBH
RB-Z25G (ver : II.A.2.a.) ¥ e celculn €] PM de las handas visualizadas
fver : IT.C.}, con al fin evidenciar las bandas proteicas antipénicas
de PRI conocido,

Ln aeporacidn e realiza an geles analiticoa ol 12%, con capaci-
dad para diez muestras.

Do cadn mucatra se sicmbran 20 41 del sobrenadantie coneeniva-
do, en el qua no 88 pude celecolar la concentracisn proteien por
no tener volumaen sulicienta.

IMNAAUNOB O

Tros le separacidon clectroforética, las diferentes muestras fue-
ron transferidasa por electraelucidn a membranas de nitrocelulesa
iver : I.B.2.¢.), ¥ 3¢ busce lo presencia de los antipgenos parasita-
rios {Ap 5 v Ag B! por téenicas de enzimoinmunoensaye
(verIl. B 1. c. )

I.n Seporacidn electraforética sae realiza en geles preparativos
del 12%, con copacidad porn diez mucsLiros.

De enda myucstre s gigmbran 50 o] del aobrenadante concentra-
dao.

Tres lo tranasforencio se recortan dox tirns de WO de cada mucea-
tra. B recorride de eadn mnoesten ae evidenecia por la visualizacidn
de unn bando superior de piraning v otra inferior. Lia pirenina,
en golucidn, debe hoberre atiadido previamente en 21 gel duran-
te In migracidn de la mueatra, unn vez ho enlrada Ie muaestira on
el gel sopnradar ¥ pocg antea e finalizar 1la electroforesis.

Porn la deteeccidn d¢ Ins protefnas anbligénicos e emplean loa
antirucros monoespecificens previomente obtenidos {rente ol Ag
EyalAg B (ver : ITl.B.1.0.42)).



MATERIALL % METOIDOS Culifvo i wliro

DOT BLOT

Las proteinas presentes en los sobrenadantes son inmovilizades
ggbre memhrangs de N, La presencia de los antigenocs parasi-
tarios se evidencia por técnicas de cnzimoinmunoensayoe, apli-
cAndose Jos mismos principiox motadoldgicos que en el inreroblol
(Hawkezs, MNidey & Gordoen 1982: Zheng, Zhao & Feng 19863

Lasa muestron de Joe diferentes agbrenadoantes (grupos A, B, C ¥
control}) se depositan en varias aplicaciones sobre 1la MNC,
sembrandose varins vecer sobre lo misme 2ono hoaptn un volu-
men iotal de 4D R ], ¥ se revelon com téonicens de EJA procosindase
de igral meadn al descrito previamentse para lasg membranas
tranaferidaa por electrablotting {(ver : I11.B.l.e.}.

Lo detaceidn de los proteinns antigéniens &8 rewlize cmplenando

low nntizucros mounoespeeificos previamente abtenidos frente nl
Ag B ¥y ol Ag B (ver ; ITIL.B.1.0.L{2)).
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