Reporte de caso

Herramientas moleculares en la identificacion de Echinococcus spp, en quiste
hidatidico hepatico. Reporte de caso

Beddn-Galarza Ricardo
https://orcid.org/0000-0003-2293-8879
Universidad Central del Ecuador,
Facultad de Ciencias Médicas, Quito,
Ecuador.

Hospital General Docente de Calderdn,
Servicio de Medicina Interna, Quito,
Ecuador.

rgbedon@uce.edu.ec

Carrazco-Montalvo Andrés
https://orcid.org/0000-0002-3581-7761
Instituto Nacional de Investigacion en
Salud Publica, Centro de Referencia
Nacional de Gendmica, Secuenciacion
y Bioinformatica, Quito, Ecuador.
acarrazco@inspi.gob.ec

Gutierrez-Pallo Diana
https://orcid.org/0009-0009-2025-3164
Instituto Nacional de Investigacion en
Salud Publica, Centro de Referencia
Nacional de Gendmica, Secuenciacion
y Bioinformatica, Quito, Ecuador.
dgutierrez@inspi.gob.ec

Estévez-Toscano Kevin
https://orcid.org/0009-0006-9569-5547
Universidad Central del Ecuador,
Facultad de Ciencias Médicas, Quito,
Ecuador.

Hospital General Docente de Calderdn,
Servicio de Medicina Interna, Quito,
Ecuador.

ksfabri217@gmail.com

Montalvo-Varela Eduardo
https://orcid.org/0000-0002-6294-1215
Hospital General Docente de Calderdn,
Servicio de Laboratorio Clinico Micro-
bioldgico, Quito, Ecuador.
Edu1989_ec@hotmail.com

Nuiez-Ortiz Giovanni
https://orcid.org/0000-0002-7131-9866
Hospital General Docente de Calderdn,
Servicio de Laboratorio Clinico Micro-
bioldgico, Quito, Ecuador.
giovamicin@yahoo.es

Vicuna-Almeida Yosselin
https://orcid.org/0000-0003-4230-3213
Instituto de Investigacion en Biomedi-
cina, Carrera de Medicina, Facultad de
Ciencias Médicas, Universidad Central
del Ecuador, Quito, Ecuador.
yavicuna@uce.edu.ec

Resumen

Introduccidn: La Equinococosis o hidatidosis es una enfermedad parasitaria
zoondtica que afecta al hombre por la ingestion accidental de fases
larvarias de cestodos del género Echinococcus. El humano es huésped
intermediario, por lo tanto el parasito no se desarrolla a fase adulta, pero
suelen producir quistes en el higado u otros érganos. La Equinococosis
es una enfermedad tropical olvidada, de distribucidon cosmopolita. En
humanos no presenta sintomas especificos. El diagnoéstico se basa en
estudios de imagen por ultrasonido o por tomografl'a axial computarizada,
aunque el diagndstico parasitolégico y/o seroldgico también son opcion
diagnostica. Las técnicas moleculares pueden ayudar para un diagnostico
especifico de la infeccion.

Objetivo: Describir un caso clinico de quiste hidatidico hepatico en un
paciente de Ecuador, resaltando la utilidad de las herramientas moleculares
en la identificacion de Echinococcus spp.

Presentacion del caso: Paciente ecuatoriana, 37 afos, originaria de
San Antonio de Pichincha, acude a un hospital publico de Quito con
sintomatologia inespecifica: dolor abdominal a nivel de epigastrio e
hipocondrio derecho y malestar general. La Tomografia Axial Computarizada
de abdomen evidencia lesiones sugestivas de abscesos hepaticos, se
realiza drenaje y el andlisis revela formas larvarias de Echinococcus spp
que se confirma como Echinococcus granulosus mediante secuenciacion
de la regiéon 18S rADN.

Discusion y conclusiones: La hidatidosis humana es una entidad
parasitaria que puede ser comun en el Ecuador. En el presente reporte se
demuestra que las técnicas moleculares junto a técnicas de imagen son
Utiles para el diagndstico especifico de hidatidosis. Se requieren campanas
de educaciéon para prevencion, diagnostico, tratamiento y control de
Equinococosis en Ecuador.
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Molecular tools in the identification of Echinococcus spp,
in hepatic hydatid cyst. Case report

Abstract

Introduction: Echinococcosis or hydatidosis, a zoonotic parasitic disease
that affects humans by accident due to ingestion of larval stages of
cestodes of the genus Echinococcus, humans are an intermediate host, the
parasite does not develop into an adult stage but usually produces cysts
in the liver or other organs. Echinococcosis is considered as neglected
tropical disease with a cosmopolitan distribution. In humans, it does not
present specific symptoms and the diagnosis is based on imaging studies
by ultrasound or computed tomography. Parasitological and/or serological
diagnosis are also a diagnostic option. Molecular techniques can help for a
specific diagnosis of the infection.

Objective: To describe a clinical case of hepatic hydatid cyst in an
Ecuadorian patient highlighting the usefulness of molecular tools to identify
Echinococcus spp.

Case report: A 37-year-old Ecuadorian patient from San Antonio de
Pichincha was admitted to the Hospital General Docente de Calderon
with nonspecific symptoms: abdominal pain in the epigastrium and
right hypochondrium and general malaise. Computed Tomography of
the abdomen showed lesions suggestive of liver abscesses, drainage
was performed and the analysis revealed larval forms of Echinococcus
spp., which were confirmed as Echinococcus granulosus by 18S rDNA
sequencing.
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Discussionand conclusions: Human hydatidosisis a parasitic entity that may
be common in Ecuador. This report demonstrates that molecular techniques
together with imaging techniques are useful for the specific diagnosis of
hydatidosis. In Ecuador, health education campaigns are required for the
prevention, diagnosis, treatment and control of Echinococcosis.

Key words: Hydatidosis, hydatid cyst, Echinococcosis, Ecuador.

Introduccion

La Equinococosis, enfermedad parasitaria
zoonodtica causada por larvas del cestodo
Echinococcus spp, afecta a los humanos
de manera accidental y los infectados se
constituyen huéspedes intermediarios en
los que se pueden desarrollar quistes en
diferentes o6rganos, principalmente en el
higado. Esta parasitosis se considera por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como
una enfermedad tropical desatendida, ya que
las poblaciones afectadas suelen ser aquellas
mas empobrecidas de areas tropicales y sub-
tropicales, aunque se han reportado casos
en humanos en todo el mundo excepto la
Antartida'. En el Ecuador se han descrito casos
en humanos desde 1926, en todas las regiones
geograficas del pais incluidas zonas urbano
marginales®3. La transmision del parasito al
humano ocurre por ingestion de alimentos y/o
agua contaminada con larvas de Echinococcus
spp, el humano al ser huésped intermediario
accidental, no transmite la enfermedad.
Las formas de Equinococosis con mayor
importancia médica y de salud publica para
el humano son: quistica o hidatidosis causada
por Echinococcus granulosus Yy alveolar
causada por Echinococcus multilocularis.
El rango de hospedadores de Echinococcus

spp, determina el riesgo de infeccion vy
patogenicidad. Por lo general, la infeccién es
asintomatica y esta fase puede durar varios
anos hasta que se desarrollen quistes en
uno o en diversos organos, de preferencia
en el higado y/o en el pulmén. Cuando el
quiste hidatidico se localiza en el higado, los
pacientes suelen presentar dolor abdominal,
nauseas y vomito; por el contrario, si la
localizacién es pulmonar puede presentarse
tos crénica, dolor toracico y disnea.
Adicionalmente, se pueden observar sintomas
inespecificos como anorexia, pérdida de peso
y debilidad*®. El diagnéstico de Equinococosis
quistica se basa en los hallazgos clinicos,
estudios de imagen con ultrasonido, serologia
y si es posible observacion microscépica del
parasito. En base a los estudios de ultrasonido
la OMS ha propuesto que el analisis de las
imagenes permitiria elegir diferentes opciones
de tratamiento: a) percutaneo, b) quirdrgico, c)
con farmacos antiinfecciosos o, d) observar y
esperar. Estas recomendaciones incluyen un
sistema de clasificacién de la Equinococosis
quistica basado en imagenes y la toma de
una decision clinica depende del contexto de
la infeccion. La morfologia de los quistes en
Equinococosis es variable y se clasifican en
estadios correlacionados con la viabilidad de
los quistes y su subsecuente tratamiento. Por
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lo tanto, los quistes se pueden clasificar en:
CE1-CE2-CE3b como quistes biolégicamente
viables, CE4-CE5 como quistes inactivos o no
viables, existen excepciones con los quistes
clasificados como CE3a los cuales pueden ser
viables o no viables y, unos pocos quistes CE4,
que podrian volverse viables. En los casos de
excepcion, se requiere de monitoreo constante
con imagenes para Vvisualizar cambios
morfoldgicos que reflejen viabilidad®®7. Sin
embargo, aunque el ultrasonido es una
excelente herramienta para un diagnéstico
inicial, se pueden presentar problemas en
pacientes obesos, aquellos con excesiva
presencia de gas intestinal o en pacientes
que haya tenido cirugias previas. En estos
casos, la Tomografia Axial Computarizada
(TAC) tiene una sensibilidad cercana al 94%
en el diagndstico de hidatidosis quistica con
hallazgos bastante similares a los que se
encuentran con el ultrasonido®.

Por otro lado, la identificacion molecular de
las especies causantes de Equinococosis
quistica es importante para comprender la
epidemiologia, la patologia y el curso de
la infeccion. En el caso de Echinococcus
granulosus, existe diversidad genética
asociada a hospedadores intermedios y a la
distribucién geografica, por lo que conocer
los diferentes genotipos permitira un mejor
disefio y desarrollo de vacunas, reactivos
para diagndstico y medicamentos con mayor
eficiencia para este parasito®.

En el Ecuador, pese a que hay reportes aislados
de casos?3, no se conoce la prevalencia real
de la Equinococosis en humanos. Tampoco se
dispone de métodos diagnosticos validados
con muestras del pais y el diagndstico se ha
basado en aspectos clinicos, de imagen y
parasitarios. El objetivo del presente estudio es
describir un caso clinico de quiste hidatidico
hepatico en un paciente de Ecuador, resaltando
la utilidad de las herramientas moleculares
en la identificacibn de Echinococcus spp.
hasta el nivel de especie, para obtener datos
que permitirian una mejor comprensién de le
epidemiologia de esta enfermedad parasitaria
en nuestro pais.

Con estos antecedentes el presenta articulo
tiene como objetivo describir un caso clinico
de quiste hidatidico hepatico en un paciente
de Ecuador, resaltando la utilidad de las
herramientas moleculares en la identificacion
de Echinococcus spp.

Presentacion de caso

En el mes de enero del 2024, paciente
femenina, de 37 afos, originaria de San
Antonio de Pichincha, acude al servicio de
emergencia de un hospital publico de Quito
con cuadro clinico caracterizado por dolor
abdominal a nivel de epigastrio e hipocondrio
derecho, acompafado de alza térmica no
cuantificada y malestar general con evolucién
de 8 dias. El paciente refiere que fue sometido
a cirugia para apendicectomia 28 dias antes
de la consulta en Emergencia. Debido a este
cuadro clinico y al antecedente referido se
decidi6 el ingreso al servicio de Medicina
Interna del mismo hospital publico el 19 de
enero de 2024 para evaluacion mas detallada.
El examen fisico al momento del ingreso reveld
presion arterial 100/80mmHg, frecuencia
cardiaca de 90 latidos por minuto, frecuencia
respiratoria de 19 por minuto, saturacion
de oxigeno de 90%, temperatura de 39,5°C,
abdomen suave, ruidos hidroaéreos normales,
dolor a la palpacion superficial y profunda a
nivel de hipocondrio derecho. En base a estos
antecedentes se indicd terapia antibidtica
a base de metronidazol mas ceftriaxona,
analgesia y antieméticos, ademas se indicaron
examenes de laboratorio y de imagen.

Los andlisis de laboratorio reportaron
leucocitosis (14 200 /mm3), a expensas de
neutrofilos (12 040 /mm3), elevacién de
proteina C reactiva: 12,2 mg/dl (rango normal
0,5 - 5 mg/dl), elevacién relativa de enzimas
hepaticas: alanina aminotransferasa 105 U/I,
aspartato aminotransferasa 48,1 U/l, fosfatasa
alcalina 119 U/I. La ultrasonografia de abdomen
mostré una lesidbn de bordes definidos y
paredes gruesas Yy contenido liquido anecoico
con escasos ecos internos con un volumen de
8ml. Los resultados de la TAC trifasica de
abdomen evidencian dos lesiones adyacentes
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entre si, en segmento V y VI de higado,
heterogéneas, con medidas de 38x36x39mm y
17x11x16mm respectivamente, que presentan
realce periférico tras administracion de
contraste sugestivos de abscesos hepaticos.
Se realiz6 drenaje de absceso guiado por
imagen, en donde se obtuvo 15ml de liquido
amarillo claro que se envio6 al laboratorio para
analisis microbioldégico. La observacion
microscoépica directa del liquido drenado,
previamente centrifugado, revelé formas
similares a ganchos del proto escolex de
Echinococcus spp. (Figura 1).

Para determinar la especie del parasito, se ex-
trajo ADN a partir de liquido obtenido en el dre-
naje hepatico con un kit comercial (PureLink
Genomic DNA Kit, K1820-01; Thermo Fisher,
USA) de acuerdo a las indicaciones del fabri-
cante, se determiné la calidad y concentracion
del ADN con el equipo NanoDrop One (Thermo
Fisher, USA). Para la secuenciacién se prepard
una libreria genémica con el protocolo Covid-
Seq Test (lllumina, San Diego) y cebadores es-
pecificos para la regién 18S ADNr se amplific-
aron por Reaccion de Polimerasa en Cadena
(PCR) fragmentos de ADN de 400 a 500 pares

Panel A) o/

S/

de bases secuenciados en un equipo MiSeq
(Ilumina, San Diego). Se realizaron analisis bio-
informaticos de los archivos FASTQ crudos
para evaluar la calidad de las secuencias, el
ensamblaje del genoma de novo permitié ob-
tener una secuencia consenso de la region
conservada 18S que se analizdé con el pro-
grama BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) y corresponde a Echinococcus granulo-
sus, identidad de 98,74% y cobertura de 96%
(Figura 2).

Con estos resultados se suspendieron
los antibidticos antes descritos, 72 horas
después de no presentar fiebre se decidié el
alta hospitalaria y continuar tratamiento con
Albendazol 400mg via oral cada 12 horas por
un mes y control en consulta externa. En
el seguimiento en consulta externa luego
del tratamiento, la paciente se presenta
asintomatica, no refiere efectos adversos del
tratamiento. Ademas, en la analitica de control
se evidencian niveles normales de leucocitos
(5 800 /mm?d y neutréfilos (3 080 /mmd) vy
disminucién de la proteina C reactiva 1,05 mg/
dl (rango normal 0,5 — 5 mg/dl).

» Panel B)

.}

Figura 1. Restos de parasito Echinococcus spp compatibles con ganchos del proto escélex d. Panel A) Amplificacion

10X. Panel B) Amplificacion 40X.
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Panel A)

GTATAAGAGACAGATTACCGCGGCTGCTGCACCACTCGTTTAAGTGGCACGAAA-
CATCAAACAATGGACAGCTCAAGTGGCCATCGCCTGGTCGCACGCTTTCAGCACA-
CATCAGGCACGCCAACTTCTGATTGGTTAATAGGTATAGCCTTTCCCAACCGTTAC-
CGATTATACACTGAGGGTAAAGGCATGCCAGAACAAGCGCGCTATCGTAGCTTCTA-
ATGTCAAACGCTTGAGCTAGTAGATACGTGAACAAACTTAATGTGGAAAAAATAGTA-
ACAGAATCTGACGTGAATAGCAACAATAGTGGCCCGTTCATCGAAAACCACACTA-
ATACGACAGCTTCCGTTTTTAATAACACGGGATCTGCCCAGTGATGCATTAAGTAG-
ACATTGTAATGGCCCCAATTCGATTTCAAAACCTAGCAAGCCAAATCAAGATGCTAAAT-
GAATTCATCCCCTTATTATTAATACGATAAATAGCCGGGATTATCTACCAATGACAATATTA-
AAGTTGCCGCGGTGAGCCAAATTTGGTCCATATTTTACTCCAAGAAGAGCAAAAAACG-
GATCAAAAGCAACAGAAGTGAGCCCGAGGGTGAATCTTTAGTAAAGCCAGAGGTCG-
GTCAAACTTTAGAAAAACTGTGAATTGTGGGTCTGGTGAAAGTGTTTGGCGAAGGTCT-
GGGCGACAAGGAGGGGGAAAATGAGGGATGCGTCACCATGGATCTTGACAGGCT-
CAGAGGTATTGCGCAATTTACCCCAGGAGACAGCCTCGTCAGGCTGTGCACCCGC-
GTCTGAGCCATGATCAAACTCTCTGTCTCTTATAC

Panel B)

NCBI Multiple Seguence Alignment Viewer, Version 1.25.2

Sequence ID |start | Alignment

= o o o0 P o o

T Y S - G T CAAACT TTAGAAAAACTGTCGAATTETGEGTCTGETGAAAGTETTTECGCEAAGETCTEGECEGACAR
KC585048.1 Sl lc T cARACT TTACAAAAACTCT CAATTETCEETCTECT CAAACT CTTTCECCAACCETCTCEECEACAR
XM_0244895561 (o 1913 TETCAATTETGEETCTECTCARAACT CTTTGECEARCGETCTEEECEACAR

[End  |Organism
?EIKJ ?‘IIU ?Elﬂ ?EI’.U 7-?0 ??0 ?ﬂﬁ ?64‘

rrrrrrrr|rrrrrrrrr1rfrrrrrrr1r1r[rrrrr1r1rrr|frrr1r1rr 111 [ T T I 1r 1111 [ 111 1T 1T 11T T T ] TTT°]
CCAGCCECAAAATEACECATECETCACCATEGATCTTCGACAGECTCACACETATTECECAATTTACCCCACEANEIE] .
CCACCEECAAAATCACGEEATECETCACCATEEATCTTEACACECTCAGACGETETTECECAAT TTACCCCACE A RIS IV ENITETS
CCAGECECAAAATEAGECATECET CACCATEEGATCTTGACAGECTCAGACETETTEcecAAT TTACC CcCAeeAJRREIRIEe TV EsTEh E T

Panel C)
QOlcllQuery_7945389
Echinococcus granulosus clone Eg-fos-42 sequence, com..
| 0.002 l
| |
Echinococcus granulosus Deoxyhypusine synthase (EGR_00307), ...

Figura 2. Andlisis bioinformatico de la secuencia de ADN obtenida en el programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Panel A) Secuencia de ADN obtenida luego
de la secuenciacion realizada a partir del ADN del liquido del drenaje hepatico. Panel B) Alineamiento de secuencia
obtenida (Query) con secuencias similares. Panel C) Arbol filogenético de las secuencias emparejadas.
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Discusion

La hidatidosis o equinococosis, es una
enfermedad parasitaria causada por el
cestodo Echinococcus spp, el humano es
un huésped intermediario que puede llegar
a infectarse por ingestion de huevos de
Echinococcus spp provenientes de animales
infectados (usualmente perros). El desarrollo
y migraciéon de las fases larvarias en el
humano puede formar quistes en el higado
u otros organos si los quistes se rompen la
infeccion puede diseminarse a conductos
biliares y/o al peritoneo''. En general, la
hidatidosis es asintomatica e inespecifica,
la mayoria de casos se detectan de manera
incidental por estudios de imagen para otras
condiciones clinicas o por complicaciones de
otras patologias, los estudios de imagen por
ultrasonido o por TAC permiten la deteccion de
quistes y la aspiracién o puncién con aguja fina
suele ser util para completar el diagnéstico™.
En el presente reporte se describe una paciente
con sintomas inespecificos y antecedentes de
una cirugia previa para apendicetomia, y en
la cual, los analisis preliminares no permiten
un diagnéstico especifico hasta que la TAC
revela imagenes sugestivas de absceso
hepatico segun el informe radiolégico. El
drenaje del liquido del “absceso” permitid
realizar un analisis microscépico directo del
liquido drenado y tener un diagndstico preciso
ya que se observaron restos del parasito,
dichos restos corresponde a ganchos libres
del protoescolex de Echinococcus spp.
(Figura 1). Sin embargo, la observacion
microscépica no identifica la especie de
Echinococcus causante de la infeccion porque
los estudios morfocuantitativos de los ganchos
encontrados en el liquido drenado presentan
caracteristicas diferentes en humanos, en otros
hospederos intermediarios y entre especies
de Echinococcus™. Por lo tanto, al no tener
acceso al parasito completo, las herramientas
moleculares son muy Utiles para llegar a un
diagndstico parasitolégico exacto, que, pese a
no tener implicaciones en el tratamiento mismo
de la infeccion parasitaria, si tiene relevancia en
la epidemiologia y control de la Equinococosis
debido a la variabilidad genética entre las

diferentes especies de Echinococcus que
solamente pueden ser evidenciadas mediante
el andlisis de secuencias especificas de ADN°.
En el presente caso la infeccion se resolvid
satisfactoriamente con el tratamiento médico
indicado sin necesidad de aplicar tratamiento
quirdrgico y los métodos de diagndstico
aplicados son similares a los descritos en la
literatura revisada.

Conclusiones

El reporte de este caso refuerza la necesidad
de tomar en cuenta que la Equinococosis
puede ser frecuente en el Ecuador, en el
mismo hospital publico en el que se describe
este caso, en abril 2019 se describid otro caso
similar (datos no publicados). Por lo tanto,
el estudio del entorno del cual proviene la
paciente permitiria una mejor comprension
de la transmision y epidemiologia de la
enfermedad mediante campanas de educacién
en salud, desparasitacién masiva periddica
de las personas y mascotas (especialmente
perros) que habitan el sector. Estas actividades
deberan ser complementarias con la limpieza,
desinfeccion de casas y sus alrededores v, sin
duda, elmejoramiento delos servicios sanitarios
basicos. Adicionalmente, las autoridades
sanitarias deberian implementar programas
adecuados de deteccion, prevencion, control
y tratamiento de Equinococosis en el Ecuador.
Por otro lado, la gran variedad de técnicas
de laboratorio basadas en el anadlisis de
ADN que se disponen actualmente como la
secuenciacion de ADN parasitario y la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa o Polymerase
Chain Reaction, facilitan el diagndstico preciso
de esta y otras enfermedades infecciosas.
En algunos casos, las técnicas moleculares
han permitido validar la base genética de
diferencias y/o similitudes morfoldgicas, estas
técnicas se pueden utilizar de una manera
simple y confiable para detectar, identificar y
diferenciar cepas y especies de organismos
infecciosos. Sin embargo, una de las mayores
limitaciones para aplicar la tecnologia utilizada
en este estudio, para identificar la especie
de Echinococcus, es la no disponibilidad en
los laboratorios de hospitales publicos y se
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debe recurrir a laboratorios de referencia para
este tipo de analisis. Por otro lado, también
es una limitacién importante la falta de datos
epidemioldgicos actualizados de la hidatidosis
en el Ecuador.

Consideraciones Eticas

Se obtuvo un consentimiento informado por
escrito de la paciente para publicar el caso,
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no se incluyen detalles personales y el reporte
se limita a presentar datos de relevancia
académica/cientifica.
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