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RESUMEN EJECUTIVO

La equinococosis, en una enfermedad zoondética que se presenta en la mayoria de los
continentes, desarrolldndose especialmente en paises con produccion ganadera. Las
caracteristicas del ciclo vital de E. granulosus predispone a que el ser humano se vea
afectado por éste desarrollando uno o varios quistes hidatidicos, pudiendo llevarlo incluso
a la muerte. En la Region Metropolitana, la comuna de Melipilla se encuentra en segundo
lugar en cuanto a la tasa de egresos hospitalarios de hidatidosis comprendida entre los
afnos 2001 y 2008. El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de
equinococosis en perros pertenecientes a predios asesorados por el Programa de
Desarrollo Local (PRODESAL) en el area rural del sector sur de la comuna de Melipilla,
Region Metropolitana, Chile, en el afio 2012. Se utilizaron muestras de heces frescas de
perros pertenecientes a 64 usuarios con produccion ganadera asesorados por
PRODESAL distribuidos en 7 localidades de la comuna de Melipilla. Las muestras fueron
procesadas por la técnica de reaccion de polimerasa en cadena (PCR) en el laboratorio
clinico “CAMPVS” ubicado en Santiago. De 234 perros muestreados, 17 de ellos (7,2%)
resultaron positivos a la presencia de E. granulosus, por lo contrario en 217 perros
(92,8%) no se identifico la presencia de dicho parasito. Ademas, de un total de 7
localidades muestreadas, en 4 de ellas se identifico presencia de E. granulosus en perros.
También, se comprobd que no existe relacién entre la presencia del parasito y el sexo
(p>0,05) ni edad (p>0,05). Es importante contar con esta informacién para poder
establecer programas de prevencion y control de esta parasitosis en la poblacién canina
de la comuna de Melipilla y asi, disminuir el nimero de animales y personas afectadas por

ella.

Palabras claves: Equinococosis, E. granulosus, perros, PCR, Melipilla.



ABSTRACT

Echinococcosis is a zoonotic disease that occurs in most continents, especially in
developing countries with livestock production. The lifecycle of E. granulosus
characteristics predisposes to humans to develop one or more hydatid cysts, which may
lead to his dead. In the Metropolitan Region, the Melipilla commune is the second place in
terms of Hydatidosis hospital discharges rate between 2001 and 2008. The aim of this
study was to determine the prevalence of echinococcosis in dogs belonging to farms
advised by the Local Development Programme (PRODESAL) in rural southern of Melipilla
commune, Metropolitan Region, Chile, in 2012. We analized fresh fecal samples of dogs
belonging to 64 users with livestock production advised by PRODESAL distributed in 7
location of Melipilla commune. Samples were processed by polymerase chain reaction
technique (PCR) in the clinical laboratory “CAMPVS” located in Santiago. 234 dogs were
sampled, 17 of them (7,2%) were positive for the presence of E. granulosus, oppositely
217 dogs (92,8%) did not identify the presence of the parasite. In addition, a total of 7
location were sampled, in 4 of them were identified the presence of E. granulosus in dogs.
Also, it was found that there is no relationship between the presence of the parasite and
sex (p>0,05) neither age (p>0,05). It is important to have this information in order to
establish prevention and control programmes of Echinococcosis in dog population of the
Melipilla commune and thus reduce the number of animals and people affected by this

disease.

Key words: Echinococcosis, E. granulosus, dogs, PCR, Melipilla.



INTRODUCCION

La equinococosis, enfermedad zoonética causada por Echinococcus spp., presenta un
hospedero definitivo (HD) canido el cual se infecta por consumir visceras infectadas por la
forma larval del parasito que afecta a ovinos, bovinos, caprinos y porcinos (FAO, 2007).
La equinococosis quistica, conocida como hidatidosis, la forma mas comun de la
enfermedad en personas y animales domésticos, es ocasionada por Echinococcus
granulosus (OIE, 2009) y se adquiere al consumir alimentos contaminados con huevos de
este parasito o por contacto directo con huevos presentes en las heces o en el pelaje del
canido. El ciclo evolutivo del parasito se realiza generalmente a través del ciclo del perro,
ovino y el hombre (FAO, 2007)

La zona altamente endémica latinoamericana la constituyen Argentina, Brasil, Chile,
Bolivia, Per y Uruguay, provocando pérdidas en la produccién agropecuaria, un elevado
indice de morbilidad y mortalidad humana, crecientes pérdidas por rendimiento laboral y
elevados gastos de hospitalizacion por intervenciones quirargicas e incapacidades fisicas
(FAO, 2007).

La provincia de Melipilla cuenta con 141.800 habitantes, de los cuales el 42,8% pertenece
al area rural. Estd compuesta por cinco comunas: Alhué, Curacavi, Maria Pinto, Melipilla y
San Pedro (Ministerio del Interior y Seguridad Publica, 2012). Con respecto a los sistemas
productivos en la comuna de Melipilla se presentan predios de bovinos y ovinos con un
total de 31.497 y 2.014 cabezas de ganado, respectivamente (INE, 2007).

De acuerdo a la tasa de egresos hospitalarios de hidatidosis comprendida entre los afios
2001 y 2008 en la Regién Metropolitana (DEIS, 2008), Melipilla, es la segunda comuna
con los indices mas altos de esta parasitosis en humanos con una tasa de 71,3 casos por
cada 100.00 habitantes. Asi mismo la comuna de San Pedro es la que presenta la mayor
tasa (430,7 casos por 100.000 habitantes) y la prevalencia de equinococosis canina,
obtenida mediante la técnica de PCR, bordea el 10% (Sanchez, 2012).

El objetivo de este estudio es determinar la prevalencia de E. ganulosus en la poblacion
de perros de los predios que desarrollan produccion pecuaria del sector sur de la zona
rural de la comuna de Melipilla, pertenecientes a Programa de Desarrollo Local
(PRODESAL).



REVISION BIBLIOGRAFICA

La equinococosis, es una enfermedad parasitaria zoonética de distribucién mundial (OIE,
2009). El agente etioldgico descrito en Chile es Echinococcus granulosus (E. granulosus),
siendo el perro el hospedador definitivo de mayor importancia epidemiolégica (Gonzélez
et al., 1998).

Echinococcus sp., pertenece al Reino Animalia, Phyllum Platyhelminthes, Clase
Céstodos, Subclase Eucestoda, Orden Cyclophyllidea, Familia Taeniidae, Género
Echinococcus y Especie granulosus, multilocularis, vogeli, oligarthrus y shiquicus (Dwight
et al., 2004).

Los hospederos definitivos tales como los perros y otros canidos, son portadores de los
céstodos adultos en forma subclinica. Los hospederos intermediarios (HI) son al principio
asintomaticos; sin embargo, el crecimiento del estado larval, forma quistes en 6rganos
vitales como el higado y los pulmones, pudiendo llevar a la enfermedad y a la muerte del
individuo afectado (OIE, 2009). Los humanos, en tanto, también pueden ser infectados
albergando uno o mAas quistes hidatidicos y son considerados HI aberrantes o
accidentales (WHO/OIE, 2001; Vera et al., 2003).

Caracteristicas generales y ciclo vital de E. granulosus

El parasito requiere dos hospederos mamiferos para completar su ciclo de vida: la de
adulto, que se desarrolla en el intestino del perro y de otros carnivoros (como el zorro), y
la larvaria que se desarrolla en forma de quiste, quiste hidatidico, en las visceras de
animales ungulados, especialmente ganado ovino, caprino, bovino o porcino (Larrieu et
al., 2004).

La forma adulta corresponde a una tenia blanca microscépica que mide de 3 a 7 mm de
longitud, pudiendo existir cientos de ellas en el intestino delgado del perro (especialmente
en los primeros 30 cm) sin que este sufra dafios o sintomas. El tiempo de vida del adulto

se encuentra comprendido entre diez meses y cuatro afios (Larrieu et al., 2004).

Con la materia fecal del perro se elimina periédicamente el Gltimo de sus tres segmentos
0 proglétidas conteniendo un promedio de 587 huevos. Estos huevos, son de
caracteristicas ovoideas, de 30 a 40 micras de diametro, conteniendo un embrion

hexacanto (oncésfera o primer estado larval) envueltos en varias membranas, incluyendo
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una gruesa pared queratinizada y de alta resistencia, son dispersados por el viento y los
insectos contaminando grandes extensiones de campo, el agua de arroyos y pozos de
bebida, verduras, etc, pudiendo también permanecer adheridos a los pelos y ano del
perro. Los huevos son muy resistentes a las condiciones climéticas pudiendo permanecer
viables un afio en un amplio rango de temperatura (4 a 15 °C). Por el contrario son
sensibles a la desecacién pudiendo morir en cuatro dias a una humedad ambiente de 0%.
(Gemmel y Lawson, 1986.; Gemmel et al., 2001).

La equinococosis quistica, es la forma mas comun de la enfermedad en personas y
animales domésticos, ocasionada por E. granulosus. Dado que las larvas de este
organismo se desarrollan como quistes Unicos e independientes, es la forma menos grave
y mas tratable. No obstante, quistes grandes o multiples pueden producir dafio irreversible
a los 6rganos, y la ruptura o perforacién del quiste puede causar reacciones anafilacticas.
Por lo general, los humanos manifiestan sintomas muchos afios después de la infeccion
(OIE, 2009). Asi también, en el caso de herbivoros y personas que padecen
equinococosis quistica pueden permanecer asintomaticos durante toda su vida (Larrieu et
al., 2004).

Los herbivoros (ovinos especialmente) ingieren los huevos al pastorear en campos
contaminados. Los huevos eclosionan liberando el embrién hexacanto en el intestino
delgado del animal. A través de las vellosidades intestinales, pasan a la circulacion
venosa y se alojan en el tejido hepatico o pulmonar donde forman una o varias hidatides

(metacestodo o segundo estado larval) (Larrieu et al., 2004).

Esta parasitosis, provoca pérdidas econémicas por el decomiso de los érganos internos
en la inspeccién de la carne. En algunos casos, también puede ocasionar una disminucion
en la produccion de carne y leche, o una disminucién del valor del vellbn a causa del
debilitamiento (OIE, 2009).

Animales parasitados pueden ser faenados por el hombre con fines de alimentacién o
pueden morir en el campo por otras causas. Si sus visceras son ingeridas por un perro o
por otro canido (zorro, dingo, etc), los cientos de embriones hexacanto contenidos en un
quiste hidatidico son liberados en el intestino del animal dando lugar a la formacion de

nuevas tenias (Larrieu et al., 2004).
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El periodo prepatente es corto, aproximadamente siete semanas, momento en que
comienza la liberacion de huevos fértiles, dando lugar a un nuevo ciclo de contaminacion

ambiental (Larrieu et al., 2004).

El humano es considerado hospedero intermediario accidental, ya que no participa en la
transmisién del ciclo parasitario dando término a éste (WHO/OIE, 2001; Vera et al., 2003).
Se infecta al ingerir huevos fértiles adheridos al ano o pelos de perros parasitados o por la
ingestion de verduras o aguas contaminadas con materia fecal canina. Los huevos
eclosionan liberando el embrién hexacanto en el intestino delgado del hombre, los que
pasan a la circulacion venosa hasta alojarse en el higado (principal localizacion), pulmon
(segunda localizacion de importancia) u otra viscera o tejido, donde se formara la hidatide
0 quiste hidatidico (generalmente solo uno). El crecimiento dependera del potencial
evolutivo del embridon hexacanto, del tejido circundante y de la resistencia del hospedero.
Puede ser muy rapido (5 a 10 cm en pocos afios) y generar sintomas graves con riesgo
de muerte para el portador o puede comportarse en forma benigna, crecer no mas de 2 a
7 cm y envejecer con su portador sin producir dafio a la salud (Frider et al., 1999).

Epidemiologia

La equinococosis quistica es una enfermedad endémica descrita en casi todos los
continentes, excepto en la Antartica, afectando asi a varios paises del mundo,
especialmente en aquellos con gran actividad agricola y ganadera. En Sudamérica las
mayores prevalencias reportadas corresponden a Argentina, Brasil, Uruguay y Chile
(FAO, 2007).

En Chile, las regiones mas afectadas son la Regién del Maule, Region de Los Lagos,
Region de Aysén y la Region de Magallanes y la Antértica chilena. (FAO, 2007). La
existencia pecuaria en la comuna de Melipilla alcanza cifras de 31.497 bovinos y un total
de 2.014 ovinos (INE, 2007).

En Chile, la hidatidosis humana es una enfermedad de notificacion obligatoria diaria. Se
notifica una vez confirmado el diagndstico por el respectivo establecimiento asistencial o
por médicos particulares, envidndose al servicio de salud de la zona el formulario de
"Enfermedades de Notificacion Obligatoria” el mismo dia de la confirmacion; luego esta

informacion es remitida al Ministerio de Salud semanalmente (MINSAL, 2004).
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Durante el afio 2011, se realiz6 un estudio de equinococosis en perros de la comuna de
San Pedro, obteniéndose una prevalencia mediante la técnica de reacciéon de polimerasa
en cadena (PCR) de 9,89% en un total de 273 perros muestreados (Sanchez, 2012). Este
antecedente de alta contaminacion por heces de perros que contienen huevos de
E.granulosus y contaminan el medio ambiente se relacionan directamente con la alta tasa
de egresos hospitalarios de equinococosis quistica en dicha comuna la cual registra 430,7
casos por cien mil habitantes durante el periodo comprendido entre los afios 2001 y 2008.
En el caso de la comuna de Melipilla, la zona presenta todas las condiciones para la
circulacion del parasito (zona rural, poblacién de perros numerosa, produccién pecuaria) y
ademas, registra la segunda tasa mas alta de egreso hospitalario de hidatidosis, durante

el mismo periodo, la cual es de 71,3 casos por cien mil habitantes (DEIS, 2008).

En cuanto a la presencia del parasito en el hospedero definitivo, es importante mencionar
que distintos autores describen que no existe relacion entre la presencia del paréasito y la
edad del perro ni el sexo de éste (Eslami, 1998; Trillo et al.,2003).

Técnicas diagndsticas

El diagnéstico de la equinococosis en los perros y otros carnivoros requiere la
demostracion de los cestodos adultos de Echinococcus spp. en las heces o el intestino
delgado, la deteccibn de antigenos mediante serologia o la deteccion de los

coproantigenos especificos o del copro-DNA (OIE, 2008).

Las pruebas de diagndéstico que tienen mayor validez al identificar el parasito adulto en los
perros son la necropsia y la técnica de sedimentacion y recuento (TSC). Son pruebas con
un 100% de sensibilidad y especificidad pero su limitante principal es que deben ser
realizadas en animales muertos, sin embargo, su uso no es viable debido a que requiere
la muerte del animal y por el riesgo bioldgico que involucra la exposicion a los huevos

altamente infecciosos por parte del personal (Eckert, 2003; Varcasia, 2004; OIE, 2008).

Uno de los métodos mas utilizados en la deteccion de E. granulosus y como técnica para
establecer programas de control para la equinococosis canina, corresponde al empleo del
tenifugo bromhidrato de arecolina. La arecolina, es un agente parasimpatico-mimético que
genera la purga entre 30 a 60 minutos después de su administracion en los perros lo cual
permite identificar la muestra de heces correspondiente a cada perro posibilitando la

observacion directa de las tenias mediante el empleo de una lupa manual y/o microscopio.
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Este método ha sido utilizado en todas partes del mundo ya que posee un 100% de
especificidad, pero tiene ciertas limitaciones, como la sensibilidad, debido a que no todos
los perros responden a la purga (15 a 25% de los perros no resultan purgados) y no
siempre es efectiva en la expulsion de los parasitos, por lo cual su sensibilidad varia entre
un 60 a 80%, por esta razén la prueba de arecolina puede ser util para estimar la
prevalencia, identificar areas de riesgo y medir el impacto anual de programas de control
de las enfermedades sélo en lugares altamente endémicos, ya que en areas con bajos
niveles de transmisién de la enfermedad, la prueba tiene bajo valor predictivo positivo
impidiendo realizar una ajustada evaluacion de la prevalencia. Ademas, la arecolina
requiere de personal calificado para su aplicacion, debido al riesgo biolégico que implica

Su uso tanto para los operadores como para el ambiente (Varcasia, 2004; OIE, 2008).

Con respecto a las técnicas de diagnéstico realizadas en laboratorio, las pruebas de
deteccién de coproantigenos se basan en la deteccién del antigeno parasitario presente
en las heces utilizando anticuerpos afines purificados contra los antigenos de las
proglétidas. Los coproantigenos se pueden detectar mediante la técnica de ELISA de tipo
sandwich antes que Echinococcus sp. libere sus huevos (Malgor et al., 1997; OIE, 2008).
Se ha estimado que la especificidad y sensibilidad de la prueba para detectar los
coproantigenos de Echinococcus sp. en los perros, es del 92% y 70% respectivamente
(Buishi et al., 2005).

Con respecto a los HD, las pruebas seroldgicas no se consideran totalmente practicas ya
que no diferencia entre las infecciones actuales y las previas, por lo tanto, pueden
producirse falsos positivos con las infecciones y produccion de anticuerpos en contra de

otras especies de Taenia sp. (Varcasia, 2004; OIE, 2008).

La técnica de PCR (Reaccibn de polimerasa en cadena), tiene una especificidad del 100%
y una sensibilidad de 94% (Mathis et al., 1996). Ademas, es Util para diagnosticar la
presencia de E. granulosus en los casos en que la presencia del parasito en la poblacion
canina es relativamente baja (Christofi et al. 2002), asi como, para discriminar entre los
perros positivos a equinococosis canina y aquellos que presentan una parasitosis

causada por otro tipo de Taenia spp. (Varcasia, 2004).
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de E. granulosus en la poblacion de perros de los predios bajo
el programa de asesoramiento de PRODESAL del sector sur de la zona rural de la

comuna de Melipilla, Regién Metropolitana el afio 2012.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la prevalencia de equinococosis en la poblacion total de perros en

estudio.
2. ldentificar perros positivos a presencia de E. granulosus por localidad.

3. Evaluar relaciéon presencia de E. granulosus segun sexo y grupo de edad.
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MATERIALES Y METODOS
Disefio del estudio

La obtencién de la prevalencia de equinococosis en la poblacion en estudio se realizd
mediante un estudio de prevalencia (descriptivo, observacional y transversal).

Area de estudio

Este estudio se realiz6 obteniendo muestras de heces frescas de la poblacién de perros
perteneciente a predios sujetos a PRODESAL que desarrollan producciéon de ganado
(bovino, ovino, caprino y porcino), ubicados en 7 localidades del sector sur de la zona

rural de la comuna de Melipilla, Regién Metropolitana.
Universo y muestra

Se trabajé con los médulos I, 1l y IV de PRODESAL los cuales asesoran al sector sur de
la comuna de Melipilla (Anexo 1). Ademas, se contd con el apoyo del area de Zoonosis de

la llustre Municipalidad de Melipilla.

Cada médulo de PRODESAL asesora a 115 usuarios, obteniéndose un total de 345
usuarios, de los cuales 64 de ellos trabajan con produccion de ganado. En el anexo 2 se
detalla el nimero de usuarios con produccion de ganado por localidad correspondiente a

cada médulo. El muestreo se realiz6 en el total de estos predios.
Recoleccion de la informacion

El muestreo de las heces de los perros pertenecientes a los usuarios sujetos a
PRODESAL se realiz6 durante los meses de Septiembre y Octubre del afio 2012. Se
muestrearon todos los perros pertenecientes a los predios previamente establecidos en el

anexo 2.

Se efectuaron visitas los dias martes, miércoles y jueves de cada semana realizando un
muestreo diario de perros el cual dependié del nimero de animales presentes en cada

predio.

Previo a la realizaciéon del muestreo, se le explicé al usuario de PRODESAL la importancia
de esta parasitosis y se le entregd una ficha de consentimiento informado, la cual fue
leida y firmada por el duefio del predio, autorizando la recoleccién de muestras de heces

de los distintos perros pertenecientes a su propiedad (Anexo 3).
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Los datos de los perros fueron recopilados en un formulario de registro de perros que se
cred para este estudio (Anexo 4). En la ficha se registré el nombre del duefio, direccion y
coordenadas tomadas por GPS, localidad, nombre del perro, sexo y edad. Los perros
fueron clasificados segun su edad en cachorro (menores de 12 meses), adulto (entre 12
meses y 7 afos) y senil (més de 7 afios) (Debraekeleer et al., 2000).

Toma de muestra

Las muestras de heces frescas fueron recolectadas del medio ambiente donde se
encontraban los perros. Dos dias antes a la visita se les avisé a los usuarios PRODESAL
que participaron en este estudio que se realizaria la visita acordada previamente para
realizar el muestreo, indicandoles que tuvieran a sus perros amarrados y asi poder

colectar e identificar las muestras de heces perteneciente a cada perro.

Dentro de las normas de bioseguridad el personal encargado de manipular muestras de
heces utiliz6 guantes, botas, overol y mascarilla facial desechable. Se prest6 especial
atencion a las préacticas de higiene del personal, por ejemplo, correcto lavado de manos
luego del trabajo (OIE, 2009). En el anexo 5 se detallan los materiales utilizados para la

realizacion del muestreo de heces.

Se muestrearon aproximadamente 30 gr. de heces frescas las cuales fueron depositadas
inmediatamente en un frasco limpio y seco de 50 ml. Las muestras fueron rotuladas de
acuerdo a la procedencia del animal. Las muestras fueron depositadas y transportadas
adecuadamente en bolsos refrigerantes a Santiago, para ser analizadas en el Laboratorio

Clinico Campvs.
Anélisis de laboratorio

Una vez entregadas las muestras al laboratorio éstas fueron procesadas por la tecnélogo
médico especialista en el andlisis de muestras del area de medicina veterinaria del
Laboratorio Clinico Campvs mediante el uso de la técnica reaccion de polimerasa en
cadena (PCR).

Extraccion del DNA

Para la extraccion del DNA genomico se utilizd una adaptacion del protocolo del kit
comercial de extraccion de DNA WIZARD® GENOMIC PROMEGA (Anexo 6) realizada
por Mathis et al., 1996 y Mathis y Desplazes, 2006. Este procedimiento comprende tres
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pasos para lograr la obtencion del DNA. La primera etapa comprende la purificacion
mediante la lisis de la pared celular y la pared nuclear para logra exponer el DNA. Luego,
las proteinas celulares son removidas por una etapa denominada precipitacion de sales
dejando asi el DNA en suspension, ya que éste es de mayor peso molecular que las
proteinas. Finalmente, el DNA gendmico es concentrado y purificado al realizarse una
precipitacion de sales mediante el uso de Isopropanol (Promega, 2010).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Las condiciones de la técnica de PCR correspondieron a un protocolo estandarizado en el
area de bioquimica del laboratorio, modificado del protocolo WIZARD@ GENOMIC
PROMEGA, el cual fue complementado segun lo descrito por Mathis et al., 1996 y Mathis
y Desplazes, 2006.

El programa de la técnica PCR para E. granulosus utilizado en el laboratorio se realiz6 de
la siguiente forma: Se dio curso con una denaturacion inicial a 94°C x 5 minutos, para
luego continuar con la realizacion de 40 Ciclos, cada ciclo estd compuesto por una
denaturacion a 94°C x 30 segundos; un alineamiento a 56°C x 30 segundos y la extension
del material genético a 72°C x 35 segundos. Posterior a esto, se realizé la extension final
a 72°C x 10 minutos. Al finalizar el procesamiento de la muestra se conservé a 4°C x 1

hora. Los materiales utilizados para la realizacion del PCR se mencionan en el Anexo 7.

La lectura de los resultados se realizO en un gel de agarosa al 1,5% utilizando

espectrofotometria.
Procesamiento y andlisis de datos

Los datos fueron digitados en una planilla Excel. Se realiz6 una depuracion de la
informacion, utilizando distribuciones de frecuencia y diagramas de caja para identificar
valores errados o perdidos. El andlisis de los resultados se realizé con el programa

Statistica v.7.

La prevalencia de equinococosis canina en los predios asesorados por PRODESAL en el
sector sur de la zona rural de la comuna de Melipilla, RM. se obtuvo utilizando la férmula
de prevalencia puntual (P;) que expresa la cantidad de individuos (C;) que presentan una
determinada caracteristica de una poblacion total (N;) en estudio en un tiempo t (Armigon

y Jiménez, 2004). Donde, P, = C,
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RESULTADOS

De un total de 234 muestras analizadas 17 resultaron positivas a la presencia de

E.granulosus (figura Nro.1).

Figura Nro. 1. Perros segun diagndstico de E. granulosus en el sector sur rural de la
comuna de Melipilla, RM., 2012.

N=234

m Positivos a presencia de
E.granulosus

m Negativos a presencia de
E.granulosus

Al analizar los resultados a nivel de localidad se observo que 4 de ellas (57%) presentaron

positividad a presencia de E. granulosus, destacando el sector de Culipran, el que tuvo la

mayor cantidad de perros infectados por el parasito, evidenciandose un 18,4% del total de

perros muestreados en dicha localidad (Tabla Nro.1).

Tabla Nro. 1. Perros segun diagnéstico de E. granulosus, por localidad en el sector sur

rural de la comuna de Melipilla, RM., 2012.

Localidad Perros muestreados Perros positivos a Proporcion de perros
por localidad E.granulosus positivo a E. granulosus (%)
Codigua 22 1 4.5
Los Maitenes 53 5 9,4
Culipran 38 7 18,4
Popeta 37 4 10,8
Tantehue 50 0 0,0
Los Guindos 32 0 0,0
Mandinga 2 0 0,0
Total 234 17 7.3
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Al evaluar la presencia del pardsito por usuario PRODESAL, en la localidad de Culipran

se encontré la mayor proporcién de usuarios con perros positivos a la presencia de E.

granulosus, evidenciandose un 66,6% del total de usuarios visitados en dicha localidad.

Tabla Nro. 2. Usuarios segun diagnostico de E. granulosus en sus perros por localidad en

el sector sur rural de la comuna de Melipilla, RM., 2012.

Localidad Usuarios con perros Usuarios con perros Proporcion de usuarios con
muestreados por positivos a E.granulosus perros positivo a E.
localidad granulosus (%)
Codigua 14 1 7,1
Los Maitenes 13 3 23,0
Culipran 6 4 66,6
Popeta 10 2 20,0
Tantehue 10 0 0,0
Los Guindos 9 0 0,0
Mandinga 2 0 0,0
Total 64 10 15,6

Tal como se observa en las tablas nimero 3 y 4, la prueba de independencia utilizando la

distribucién de Chi® mostrd que no existe diferencia significativa segin sexo ni edad a la

presencia de E. granulosus en los perros estudiados.

Tabla Nro. 3. Perros segun diagnéstico de E. granulosus y sexo en el sector sur rural de la
comuna de Melipilla, RM, 2012.

Diagnéstico de E. granulosus

Sexo Positivos Negativos p*
Macho 10 131 p>0,05*
Hembra 7 86

*No significativo con un a =0,05.
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Tabla Nro. 4. Perros segun diagnéstico de E. granulosus y grupo de edad en el sector sur

rural de la comuna de Melipilla, RM, 2012.

Diagndstico de E. granulosus

Grupo de edad Positivos Negativos p*
Cachorros 6 60

Adultos 10 134 p>0,05*
Seniles 1 23

*No significativo con un a =0,05.
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DISCUSION

Del total de muestras de heces analizadas, un 7,3% resultaron positivas a la presencia del
parasito en estudio, demostrando que la poblacién de perros pertenecientes a predios
asesorados por PRODESAL presenta un riesgo potencial para la salud publica del sector
rural sur de la comuna de Melipilla, RM. La prevalencia de equinococosis canina obtenida
en este estudio es similar a la encontrada en la comuna de San Pedro, Provincia de
Melipilla, RM., la cual fue de un 9,89%, ya que las condiciones sanitarias, de crianza de
animales y poblacién de perros son similares entre ambas comunas (Sanchez, 2012). Asi
mismo al comparar los resultados con informacion de Chile se encuentra que la
prevalencia del sector en estudio es mayor a la encontrada en la Region de Magallanes y
la Antértica chilena, donde en el afio 2005 se describe un 1,8% de equinococosis en
perros a nivel regional. Esta baja tasa de prevalencia se logré6 obtener por la
implementacién de un proyecto de control de la hidatidosis en la dicha region impulsado
por el Servicio Agricola y Ganadero desde el afio 1979, ya que al iniciar este plan de
control la prevalencia de equinococosis en esta regién era de 71, 4%. Por el contrario, el
porcentaje obtenido se encuentra en un valor menor con respecto a la tasas presentes en
las provincias de Argentina, como Rio Negro la cual presentd una tasa de prevalencia de
esta parasitosis de un 42%, asi mismo, en Neuquén se estim6 una tasa de 28,8% de

eguinococosis en perros segun lo descrito por Larrieu, 2004.

Por otro lado, se debe considerar que la prevalencia de equinococosis obtenida en el
sector en estudio podria ser mayor, ya que como lo describe Thompson (2001), la
descarga de proglétidas y huevos es irregular, lo cual influiria directamente en la
identificacion y amplificacion del DNA del parasito, y en la determinacion de la frecuencia
de esta parasitosis a través de las heces de los perros. Otro de los aspectos que influye
en el resultado obtenido de la prevalencia de equinococosis en este sector es que la
técnica de PCR tiene una sensibilidad de un 94% (Mathis et al.,, 1996), lo que esta
determinado principalmente por dos factores, el primero hace referencia a que una de las
fases criticas de la realizacion de la técnica de PCR es la extraccion del DNA a partir del
material biolégico. Esta etapa contempla a) lisis celular, b) degradacion de la fraccion
proteica asociada al DNA vy c) purificacion del DNA (Radstrém, 2009). El segundo factor
que influye en los resultados finales es que en las muestras de heces existen sustancias
inhibidoras que interfieren con las DNA polimerasas mediante el bloqueo de su actividad

catalitica o mediante la union directa al DNA de cadena doble impidiendo la amplificacion
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del DNA (Promega, 2010), por lo tanto, es importante la consideracion de estos aspectos
al analizar los resultados obtenidos. Cabe mencionar, que el hecho de que existan
localidades negativas a la presencia de E. granulosus, como Tantehue, Los Guindos y
Mandinga, se explica por los antecedentes mencionados.

A su vez, la prevalencia obtenida en este estudio podria ser menor, ya que el kit comercial
utilizado para realizar la técnica PCR no esta indicado especificamente para extraccion de
DNA de huevos de parasitos. El kit de purificacion de DNA WIZARD® GENOMIC
PROMEGA esta certificado para extraccion de DNA de células sanguineas humanas,
células sanguineas de ratones, lineas celulares de monos, humano y ratones, de tejido
animal de ratones, insectos, tejidos de plantas, bacterias Gram negativas, bacterias Gram
positivas y levaduras (Promega, 2010). Dado lo anteriormente descrito es que cabe
mencionar la existencia de Kkits comercial certificados para la extraccion de DNA
parasitario como el QlAamp DNA mini kit del laboratorio Quiagem (Quiagem, 2012) que
ademas de ser utilizados especificamente para la extraccion de DNA de parasitos,
eliminan las sustancias inhibidoras de la amplificacion del DNA presentes en las heces
(Quiagem, 2012), por lo tanto, se plantea que al utilizar este kit comercial del laboratorio

Quiagem los resultados de prevalencia en el sector en estudio serian mayores.

Ademas, se debe mencionar que este tipo de muestras establecen un buen sistema
biol6gico para obtener DNA a partir de huevos de E. granulosus como lo describen;
Mathis et al., 1996; Monnier et al., 1996 y Dinkel et al., 1998, a pesar de que resulte muy
trabajoso el aislamiento del DNA segun lo descrito por Varcasia, et al., 2007. De esta
manera, los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que es factible
obtener DNA desde heces de perros con el uso del protocolo de kit comercial indicados
para la extraccibn de DNA a partir de huevos de E. granulosus y asi lograr definir la
situacion zoosanitaria a nivel de predios asesorados por PRODESAL en el sector sur rural

de la comuna de Melipilla, RM.

En cuanto a la distribucién geografica del parasito en 4 de 7 de las localidades donde se
realizd el muestreo para este estudio, se evidenci6 presencia de E. granulosus sin
privilegiar un &rea geogréafica determinada, lo que demuestra que la distribucion de este
parasito en el sector sur rural de la comuna de Melipilla, no cumple con un patrén

geografico establecido. Ademas, al evaluar la presencia del pardsito por usuario
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asesorado por PRODESAL, se evidencié que en la localidad de Culiprdn se encuentra el
66,6% de los usuarios con perros positivos a la presencia de E. granulosus. Esto ultimo,
plantea que al realizar planes de control y erradicacion de esta parasitosis principalmente
en esta localidad determinaria el éxito de la eliminacion del parasito de esta zona. La
informacién anteriormente mencionada se explicaria principalmente, segun la informacion
entregada por los usuarios, a que la cantidad de perros en cada localidad y usuario y los
manejos ganaderos son similares dentro del sector sur de la comuna de Melipilla, RM. La
presencia del parasito en areas rurales donde se trabaja con animales de ganado se
deberia principalmente a que la comunidad conserva usos y costumbres culturales que
acentlan el crecimiento y la persistencia de esta parasitosis en la comunidad como la
costumbre de alimentar a sus perros con visceras crudas, estrecha convivencia con ellos,
alta poblacibn canina con permanencia en el ambito doméstico, esto debido
principalmente al desconocimiento de la patologia de la hidatidosis, ya que tienen poco
acceso a salud y educacion respecto al tema (Remis et al., 2009; Santivafiez et al., 2010).
Con respecto al aspecto social mencionado en el parrafo anterior, aunque la
equinococosis sea una enfermedad zoonotica que puede llegar a generar un cuadro grave
en el ser humano e incluso la muerte (OIE, 2009) hay un aspecto social de suma
importancia a considerar y es que la perspectiva antropolégica propone que la
enfermedad méas alla de su existencia como fendmeno fisico, existiria cuando se la
reconoce desde la cultura, como se plantea en el estudio de “Vulnerabilidad social frente
a hidatidosis humana” realizado por Osorio y Godoy el afio 2008 en la Region de Aysén,
en donde se concluyé que la poblacién campesina reconoce que la presencia del parasito
es un problema de sanidad animal que afecta de manera indirecta la salud humana y que
este padecimiento, la hidatidosis, es también comdn y en general no inhabilita por mucho
tiempo a la persona afectada, que si sigue el tratamiento adecuado, puede volver a su
estado de salud normal en poco tiempo. Por lo tanto el ambito de educacion ambiental a
los habitantes del sector es un aspecto importante de considerar al momento de realizar

planes de control y erradicacion de esta parasitosis.

Por otro lado, al evaluar los resultados obtenidos en cuanto a que no existe relaciéon entre
la presencia del parasito con el grupo etario del perro o el sexo de éste, cabe mencionar
que se debe a que en el ciclo biolégico de E. granulosus no existe transferencia vertical ni
predileccion por sexo del perro (Larrieu et al., 2004, OIE, 2009). Es asi como se confirma

la informacién entregada por distintos autores respecto al tema, donde Trillo et al. (2003)
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plantean que no existe relacion entre el sexo del perro en estudio y la presencia de
helmintos enteroparasitos zoonéticos. Ademas, especificamente en cuanto a la presencia
de E. granulosus en perros Eslami (1998) declara que no existe relacion entre la edad del
perro y la presencia del parasito, ni entre el sexo de éste y la presencia de E. granulosus.

Fortalezas/Debilidades y Recomendaciones

Al analizar las fortalezas y debilidades del presente estudio se identific6 que la principal
fortaleza de esta memoria de titulo es que se realiz6 el muestreo a la totalidad de la
poblacion de perros pertenecientes a los usuarios de PRODESAL del sector rural de la
comuna de Melipilla sur, RM., por lo tanto, esto establece un resultado de la prevalencia
de equinococosis canina del sector bastante cercana a la realidad de esta zona
geografica.

Es importante mencionar que para la realizacibn de un estudio similar a éste se
recomienda considerar la forma de obtencion de las muestras de heces de los perros, la
cual idealmente pudiese ser mediante tacto rectal para asi disminuir el rango de error de
los resultados obtenidos, ya que al obtener las muestras de heces frescas del medio
ambiente donde se encuentra el perro se corre el riesgo de muestrear mas de una vez las
heces de un mismo individuo, no asi, al realizar el muestreo mediante tacto rectal
asegurando la obtencién e identificacibn de cada muestra y asi lograr aumentar la
exactitud de la prevalencia en estudio. Ademas, se debe considerar la utilizacion de un kit

comercial descrito para la extraccion de DNA parasitario.

Finalmente, se propone la realizaciébn de este estudio en predios no asesorados por
PRODESAL para asi poder obtener la prevalencia total del sector rural de la comuna de
Melipilla sur, RM y ademéas evaluar la situacion sanitaria en los animales de abasto y la

poblacién humana.
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CONCLUSIONES

- Se identific presencia de E. granulosus en perros de predios sujetos a PRODESAL en
el &rea rural del sector sur de la comuna de Melipilla, Regién Metropolitana, obteniéndose

una prevalencia de equinococosis canina de un 7,2%.

- Se evidencid que la presencia de E. granulosus se encuentra ampliamente distribuida en

el sector rural sur de la comuna de Melipilla, Region Metropolitana, Chile.

- Se evidencid que la mayor cantidad de usuarios asesorados por PRODESAL con perros

positivos a la presencia de E. granulosus se concentran principalmente en una localidad.

- Se confirma que no existe relacion entre el sexo del perro y presencia del parasito
(p>0,05) ni entre el grupo de edad y la presencia de E. granulosus (p>0,05).
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ANEXOS

Anexo 1. Georeferenciacion de predios donde se realiz6 el muestreo de los perros.
Sector Sur de la Comuna de Melipilla, Provincia de Melipilla, RM, Chile.

DISTRIBUCION GEOGRAFICA TOMA DE MUESTRAS | leyenda o o Pdb e
DE EQUINOCOCOSIS CANINA ®  Muestra de equinococosis quistica :"':"":’ it s g b
COMUNA DE MELIPILLA e e e e

REGION METROPOLITANA, 2012 R et S

49 S
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Anexo 2. Detalle de Médulos PRODESAL con sus correspondientes localidades y

numero de usuarios participantes en este estudio.

Modulo Localidad N° Usuarios PRODESAL
1 Los Maitenes 13
Culipran 6
3 Tantehue 10
Los Guindos 9
Mandinga 2
4 Codigua 14
Popeta 10
Total 64

31




Anexo 3. Ficha de consentimiento informado

Ficha de consentimiento informado

La Hidatidosis/Equinococosis es una enfermedad ocasionada por un parasito que se
encuentra en el intestino del perro y es liberado al medio ambiente a través de sus heces.
Bovinos, ovinos y otros herbivoros adquieren el parasito al ingerir agua o alimento
contaminado, afectando principalmente al higado. El ser humano puede contraer la
enfermedad directamente, al tener contacto con perros infectados o a través del consumo
de agua o alimentos infectados con los huevos de este parasito, poniendo en riesgo su
salud.

Y O Rut ...
propietario del predio ubicado en ..o , localidad
A Coordenadas : X ...covcvviiiinnn... Y o , he sido

informado de la importancia para la salud Publica de este problema, y estoy consciente de
la necesidad de efectuar el estudio de “Prevalencia de Equinococosis Canina en la zona
rural de la Comuna de Melipilla, Region Metropolitana” y autorizo la toma de muestras al
(los) siguiente (s) perro (s), perteneciente (s) a mi predio:

Firma Propietario

Fecha:
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Anexo 4. Formulario de registro de perros en terreno

FORMULARIO DE REGISTRO DE PERROS EN ESTUDIO DE EQUINOCOCOSIS CANINA EN LA COMUNA DE MELIPILLA, RM.

Ne

MUESTRA NOMBRE PROPIETARIO DIRECCION LOCALIDAD COORDENADA X | COORDENADAY | NOMBRE PERRO
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Anexo 5. Materiales utilizados en terreno para recoleccion de muestras fecales y
sanguineas

- Guantes desechables de latex.
- Mascarilla desechable.

- Overol o delantal.

- Frasco desechable de 50 ml.

- Cucharas plasticas.

- Bolso refrigerante.
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Anexo 6. Extracciéon del DNA gendmico mediante una adaptacién del protocolo del kit
comercial de extraccion del DNA WIZARD® GENOMIC PROMEGA.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Se tomaron 0,5 - 0,7 g. de heces y se diluyeron en 7 ml de PBS 1X (Buffer fosfato

salino) y se afadieron a un tubo Eppendorf de 1,5 ml.

Se afadi6 700 ml de solucion de lisis celular (Cell Lysis Solution WIZARD®
GENOMIC PROMEGA) vy se invirtid el tubo cinco o seis veces para mezclar y se

incubd a 70 °C por veinte minutos.
Luego, se afadio 40 ml de proteinasa K 10 mg/ml y se incubé toda la noche a 56 °C.

Se centrifugd la mezcla a 13.200 rpm por noventa segundos y se elimind el

sobrenadante.

Se afiadi6 300 pl de solucion de lisis de nucleo (Nucleo Lysis Solution WIZARD®
GENOMIC) al tubo con el pellet en el interior.

Se resuspendié la muestra con la pipeta cinco a seis veces para lisar los nucleos, se

dejé a temperatura ambiente por diez minutos.

Se afiadié 100 pl de solucion de precipitacion de proteinas (Protein Precipitation
Solution WIZARD® GENOMIC) y se agitd en el vortex.

Se centrifugé a 13.200 rpm por tres minutos. Posteriormente se transfirio el

sobrenadante a otro tubo Eppendorf con 300 ul de Isopropanol y se mezclo6.

Se centrifugd a 13.200 rpm por cinco minutos, luego se descart6 el sobrenadante y se
afiadié 300 pl de etanol 70% con el objeto de lavar el pellet de DNA y se centrifugé a

13.200 rpm por noventa segundos.

10) Finalmente, se descart6 el etanol cuidadosamente y se dejé secar el tubo Eppendorf

sobre papel absorbente durante diez minutos y se afadi6 100 ul de solucion
rehidratante de DNA (DNA rehidratation Solution WIZARD® GENOMIC).

11) Se almaceno6 el DNA a -20 °C.
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Anexo 7. Materiales utilizados para la realizacion del PCR estandarizados por CAMPVS

Laboratorio.

- Buffer (ul)

- MgCl, (ul)

- Primer 1 (ul)

- Primer 2 (ul)

- DNTPs (ul)

- Tag-DNA Polimerasa (ul)

- H,0 para biologia molecular

- DNA de Echinococcus granulosus

Los partidores utilizados fueron disefiados en el area de biologia molecular de Campvs
Laboratorio.
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