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RESUMEN

La equinococosis quistica constituye una zoonosis de importancia en salud publicay
sanidad animal en la regidén Ayacucho, donde la crianza extensiva de ganado, la
convivencia estrecha entre perros y animales de produccion, y las limitaciones en el
diagnéstico oportuno favorecen la persistencia de la enfermedad y dificultan su
vigilancia epidemiolégica. El presente trabajo tuvo como objetivo estandarizar la
técnica de la Reaccion de la Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QPCR) para la
deteccion de Echinococcus spp. en quistes hidatidicos obtenidos de pulmones de
ganado vacuno (Bos taurus) de la regién Ayacucho. Para ello, se realiz6 la obtencién
y purificacion de ADN parasitario, la optimizacién de las condiciones de amplificacion

y la evaluacion del desemperio de la técnica mediante curvas estandar.

La investigacion fue de tipo basico, con enfoque cuantitativo y disefio experimental.
Se analizaron 22 muestras de quistes hidatidicos recolectados de bovinos
beneficiados en el matadero del distrito de Carmen Alto. EI ADN fue extraido a partir
de protoescdlices utilizando un kit comercial, evaluandose su concentracion y pureza
mediante espectrofotometria UV. Posteriormente, se realizé la estandarizacion de la
gPCR utilizando cebadores especificos, aplicando diluciones seriadas del ADN para
la construccion de curvas estdndar y la determinacion de la eficiencia de

amplificacion.

Los resultados evidenciaron una amplia variabilidad en la concentracion y pureza del
ADN, las curvas de amplificacibn mostraron un comportamiento sigmoide
caracteristico, con una clara relacion inversa entre los valores de Ct y la
concentracion de ADN. La curva estandar present6 una alta linealidad (R = 0,99872),
una pendiente de -3,574 y una eficiencia de amplificacion del 90%, indicando una

adecuada precision y reproducibilidad del método.

Se concluye que la técnica de gPCR estandarizada constituye una herramienta
altamente sensible, especifica y confiable para la deteccién de Echinococcus spp. en
ganado vacuno. Su implementacion en el contexto local representa un aporte
significativo para el fortalecimiento del diagnéstico molecular y la vigilancia

epidemioldgica de la equinococosis en la regiéon Ayacucho.

Palabras Clave: gPCR, Echinococcus spp., diagndéstico molecular, estandarizacion,

sensibilidad, especificidad, equinococosis.
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.  INTRODUCCION

La equinococosis, también conocida como hidatidosis, es una zoonosis parasitaria
de distribucion mundial causada por céstodos del género Echinococcus,
principalmente Echinococcus granulosus y Echinococcus multilocularis. Esta
enfermedad constituye un importante problema de salud publica y sanidad animal,
especialmente en regiones donde prevalece la ganaderia extensiva, como ocurre

en diversas zonas de América Latina, incluido el Peru (Craig et al., 2017).

El ciclo biolégico de Echinococcus spp. involucra hospederos definitivos,
generalmente cénidos, y hospederos intermediarios, como el ganado vacuno (Bos
taurus), ovino y otros herbivoros. En estos Ultimos se desarrollan quistes
hidatidicos en érganos como higado y pulmones, generando pérdidas econdmicas
significativas en la produccién pecuaria, ademas del riesgo de transmision al ser
humano (WHO, 2020). En regiones altoandinas como Ayacucho, factores como el
manejo inadecuado del ganado, la convivencia cercana con perros y las

limitaciones en el control sanitario favorecen la persistencia de esta zoonosis.

Tradicionalmente, el diagnoéstico de la equinococosis en animales se ha basado
en métodos post mortem, como la inspeccién macroscopica de 6rganos durante
el faenado, asi como en técnicas seroldgicas. Sin embargo, estas técnicas
presentan limitaciones en cuanto a sensibilidad, especificidad y a su capacidad
para detectar la infeccién en etapas tempranas (Lightowlers, 2013). En este
escenario, los métodos moleculares se consolidaron como herramientas de gran

precision para la identificacién del ADN parasitario.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real, conocida como qPCR,
es considerada hoy una de las herramientas mas sofisticadas dentro del
diagnostico molecular. Su principal ventaja radica en que logra, en un solo paso,

tanto la amplificacion como la deteccion del ADN, alcanzando niveles altos de



sensibilidad, especificidad y rapidez. A esta capacidad se le suma la posibilidad
de cuantificar el material genético del parasito, un dato muy util para los estudios
epidemiolégicos y para calcular la carga parasitaria presente en la muestra
(Kubista et al., 2006). Numerosas investigaciones han evidenciado que la gqPCR
resulta eficaz para detectar Echinococcus spp. en diversos tipos de muestras

biologicas, superando asi las limitaciones propias de las técnicas convencionales.

No obstante, la implementacién de la qPCR requiere la estandarizacion de
condiciones especificas, tales como la seleccion de cebadores, concentraciones
de reactivos, temperaturas de amplificacion y parametros de validacion, con el fin
de garantizar resultados reproducibles y confiables. En el contexto local,
particularmente en la regidon Ayacucho, existe una limitada disponibilidad de
protocolos estandarizados adaptados a las condiciones de laboratorio y a las

caracteristicas epidemioldgicas de la zona.

En este sentido, la presente investigacion se orienta a la estandarizacion de la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real para la
deteccidn de Echinococcus spp. en ganado vacuno (Bos taurus), con el propésito
de contribuir al fortalecimiento del diagnéstico molecular, mejorar la vigilancia
epidemiolégica y aportar al control de esta importante zoonosis en la region,

teniendo como objetivos:
Objetivo general

Estandarizar y determinar la eficiencia de la técnica de PCR en tiempo real para

la deteccién de Echinococccus spp. en ganado vacuno “Bos taurus”.
Objetivos especificos

1. Obtener el ADN gendmico de Echinococcus spp. a partir de quistes
hidatidicos provenientes de ganado vacuno “Bos taurus”.

2. Purificar el ADN gendémico de Echinococcus spp. proveniente de quistes
hidatidicos obtenidos de ganado vacuno “Bos faurus”.

3. Estandarizar la técnica de PCR en tiempo real para la deteccién de
Echinococcus spp. a partir de quistes hidatidicos provenientes de ganado
vacuno “Bos taurus”.

4. Determinar la reproducibilidad de la PCR en tiempo real para la deteccion
de Echinococcus spp. de quiste hidatidicos obtenidos de ganado vacuno

“Bos taurus”.



II. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES
2.1.1. Antecedentes internacionales

Diversos estudios a nivel internacional han demostrado la utilidad de la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (JQPCR) como herramienta altamente
sensible y especifica para la deteccibn de parasitos zoonéticos como

Echinococcus spp. y otros helmintos de importancia veterinaria.

En este contexto, la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo
real, ha sido ampliamente empleada para mejorar el diagndéstico temprano y la

vigilancia epidemioldgica.

Uno de los avances mas relevantes fue reportado por Zhang, X. et al. (2022),
quienes desarrollaron un ensayo triplex de gPCR tipo TagMan capaz de detectar
simultdineamente Echinococcus granulosus, Echinococcus multilocularis y
Echinococcus shiquicus en muestras fecales de hospedadores definitivos. Este
estudio demostrd una alta sensibilidad (limite de deteccién de 10 copias/uL) y
excelente reproducibilidad, evidenciando la eficacia de la qPCR en estudios

epidemiol6gicos de equinococosis.

De manera similar, Knapp et al. (2023) disefiaron un ensayo de PCR en tiempo
real multiplex para distinguir distintas especies de Echinococcus en muestras
clinicas humanas, con una especificidad del 100 % y una alta sensibilidad incluso
cuando el material genético era escaso. Este trabajo resalta el valor de la qPCR
como herramienta de diagnéstico diferencial frente a las infecciones parasitarias

zoonoticas.

Dentro del &mbito veterinario, investigaciones como la de Hoglund et al. (2013)

comprobaron la utilidad de la gPCR para detectar y cuantificar nematodos



gastrointestinales en ganado bovino, empleando las regiones ITS2 del ADN
ribosomal. Los hallazgos mostraron que esta técnica permite una identificacion y
cuantificacidn precisa de la carga parasitaria, superando las restricciones de los

métodos microscépicos tradicionales.

Del mismo modo, los estudios sobre enfermedades infecciosas en bovinos han
confirmado a la gPCR como una técnica de gran fiabilidad. Asi, por ejemplo, las
investigaciones realizadas sobre Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
en ganado vacuno evidenciaron una alta sensibilidad (con deteccion de hasta 2
copias de ADN/uL) y una especificidad del 100 %, lo que hizo posible identificar
infecciones subclinicas que pasan inadvertidas con los métodos convencionales
(Logar et al., 2012).

Ademads, la aparicion de nuevas estrategias moleculares, como la amplificacién
isotérmica en tiempo real aplicada a la equinococosis quistica, ha puesto en
evidencia el papel clave de estas técnicas en el diagnéstico parasitario,
destacando su rapidez, precisién y aplicabilidad dentro de los programas de

control de la salud publica a nivel mundial (Ahmed et al., 2016).
2.1.2. Antecedentes nacionales

En el Perd, el empleo de técnicas de biologia molecular, como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y su version en tiempo real (qQPCR), ha crecido de
manera notable en los Ultimos afios, sobre todo en el diagnéstico de enfermedades

infecciosas del ganado bovino.

Uno de los trabajos mas relevantes se llevé a cabo en la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, donde Zuluaga (2025) desarrollé una investigacion titulada
"Deteccion del virus de la leucosis bovina mediante PCR en tiempo real en
muestras de sangre". En ella se utilizé la gPCR para amplificar el gen pol del virus,
lo que permitié detectar con precision el ADN proviral y contrastar los resultados
con pruebas serolégicas como el ELISA. Se comprob6 que esta técnica ofrece
una elevada sensibilidad y especificidad, siendo capaz de identificar la infeccion

incluso en etapas subclinicas.

Ademas, dentro del pais se ha empleado la PCR en investigaciones orientadas al
estudio de la diversidad genética y a la caracterizacion molecular del ganado
bovino. Un ejemplo es el trabajo de Risco, R. (2024), quien analizé la diversidad

genética del ganado criollo peruano (Bos taurus) mediante PCR-SSCP vy



secuenciamiento de ADN mitocondrial en diversas regiones del Perd, incluyendo
Ayacucho. Este estudio puso en evidencia la utilidad de la PCR para identificar la
variabilidad genética y caracterizar molecularmente a las poblaciones bovinas,
sentando asi una base importante para futuros estudios epidemiolégicos y de
diagnéstico (Risco, 2024).

En el terreno de las enfermedades parasitarias, la investigacion desarrollada por
Reyna Cotrina (2014) sobre Fasciola hepatica en Cajamarca empled los
marcadores moleculares ITS-1, ITS-2 y COX, amplificados mediante PCR, lo que
permitié caracterizar la estructura genética del parasito en distintos hospedadores,
entre ellos el ganado bovino. Este trabajo demostré que las técnicas moleculares
constituyen herramientas eficaces para comprender la epidemiologia y la

transmision de los parasitos zoondéticos en el Per (Reyna, 2014).

Asimismo, en lo que respecta a la estandarizacidn de técnicas moleculares, se ha
avanzado en el pais en el disefio de protocolos de RT-PCR en tiempo real para la
deteccién de patégenos en animales. Es el caso del estudio sobre el virus de la
necrosis pancredtica infecciosa en truchas, en el cual se optimizaron las
condiciones de amplificacién, asi como la sensibilidad y la especificidad del
ensayo. Estos trabajos evidencian la importancia de la estandarizacion de técnicas
moleculares para garantizar resultados reproducibles y confiables en el

diagnéstico veterinario (Castro, 2010).

En conjunto, los estudios nacionales demuestran que la PCR y la qPCR son
herramientas ampliamente utilizadas en el Peri para el diagnéstico,
caracterizacién genética y vigilancia epidemioldgica de agentes infecciosos en
animales. Sin embargo, aun existe limitada evidencia especifica sobre la
estandarizacion de qPCR para la deteccion de Echinococcus spp. en ganado
bovino, lo que justifica la necesidad de desarrollar investigaciones orientadas a

este campo.
2.1.3. Antecedentes locales

En la regiébn Ayacucho, la equinococosis quistica constituye un problema
importante de salud publica y veterinaria debido a las condiciones
socioeconémicas y al sistema de crianza tradicional de animales, donde coexisten
hospedadores definitivos (perros) e intermediarios como bovinos, ovinos y

camélidos.



Un estudio realizado por Zarate, Y. (2014) en el distrito de Hualla, provincia de
Victor Fajardo (Ayacucho), evalué la seroprevalencia de equinococosis en
poblacion escolar, evidenciando que esta zoonosis se encuentra estrechamente
relacionada con factores ambientales y de convivencia con animales domésticos.
El estudio resalta que la enfermedad es endémica en zonas altoandinas donde
existe contacto directo entre humanos, perros y ganado, lo que favorece su

transmision.

Asimismo, investigaciones desarrolladas en la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga han abordado la caracterizacién molecular del parésito en
animales de produccién. Huamani, N. (2012) realiz6 la genotipificacion de
Echinococcus granulosus en alpacas procedentes de Ayacucho, empleando
técnicas de PCR y secuenciamiento de ADN, lo que permitié identificar variantes
genéticas del pardsito en la region. Este estudio evidencia la presencia activa del
agente etiologico y la aplicabilidad de técnicas moleculares en el diagnostico

parasitario local.

Por otro lado, estudios recientes en Ayacucho también han analizado la situaciéon
epidemiolégica de la enfermedad en humanos. Huarcaya (2024) estimé la
seroprevalencia de la equinococosis quistica en adultos del distrito de Puyusca
(Ayacucho), y hallé una relacién significativa con factores como la ausencia de
desparasitacion de los animales domésticos, las deficiencias en la higiene de los
alimentos y el limitado acceso a los servicios de salud. Estos resultados evidencian

que la enfermedad continta siendo un problema vigente en la region.

Ademas, investigaciones locales sobre parasitismo en animales, como el estudio
de Janampa, J. (2021) en alpacas del distrito de Paras (Ayacucho), demuestran
una alta frecuencia de infecciones parasitarias en sistemas de produccién
extensivos, lo que refleja condiciones favorables para la persistencia y transmision

de zoonosis parasitarias como la equinococosis.

En conjunto, estos estudios locales evidencian que la equinococosis y otras
enfermedades parasitarias contindan siendo un problema relevante en Ayacucho,
con presencia tanto en humanos como en animales. Sin embargo, existe limitada
evidencia sobre la aplicacién y estandarizacién de técnicas moleculares como la
PCR en tiempo real para la deteccién de Echinococcus spp. en ganado bovino, lo

que justifica la necesidad de desarrollar investigaciones en este campo.



2.2.  MARCO CONCEPTUAL
2.2.1. Equinococaosis

La equinococosis es una enfermedad parasitaria de tipo zoonético, originada por
céstodos del género Echinococcus, que se manifiesta mediante la formacién de
quistes hidatidicos en los 6rganos internos de los hospederos intermediarios. Por
su impacto representa un problema relevante tanto para la salud publica como

para el ambito veterinario. (Craig et al., 2017)
2.2.2. Echinococcus spp.

Este término alude a un conjunto de especies de helmintos que pertenecen a la
familia Taeniidae. Entre las de mayor relevancia se encuentran Echinococcus
granulosus y Echinococcus multilocularis, responsables, respectivamente, de la

equinococosis quistica y de la equinococosis alveolar (Deplazes et al., 2017).
2.2.3. Hospedador definitivo

Se trata del organismo en el que el parasito alcanza su fase adulta y lleva a cabo
su reproduccion sexual. En el caso de Echinococcus spp., el principal hospedero

definitivo es el perro (Moro y Schantz, 2009).
2.2.4. Hospedador intermediario

Es el organismo que alberga la fase larvaria del paréasito. En la presente
investigacion, el ganado vacuno (Bos taurus) cumple el papel de hospedero
intermedio, ya que en él se desarrollan los quistes hidatidicos en érganos como el

higado y los pulmones (Thompson, 2017).
2.2.5. Quiste hidatidico

Es la estructura larvaria del parasito que se forma en los tejidos del hospedero
intermediario. Se compone de una capa externa (periquiste), una membrana
laminada y una capa germinativa, responsable de generar los protoescélices
(Eckert y Deplazes, 2004).

2.2.6. Protoescodlex

Es la forma infecciosa que se encuentra dentro del quiste hidatidico y que, al ser
ingerida por el hospedero definitivo, tiene la capacidad de transformarse en un

parasito adulto (Craig et al., 2017).



2.2.7. Reaccion en Cadenade la Polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica molecular que permite amplificar fragmentos especificos
de ADN mediante ciclos térmicos controlados, facilitando la deteccién de material

genético incluso en bajas concentraciones (Bowles et al., 1992).
2.2.8. PCR en tiempo real (QPCR)

Es una variante de la PCR que permite detectar y cuantificar el ADN en tiempo
real a partir de las sefales fluorescentes. Se distingue por ofrecer una elevada
sensibilidad, especificidad y rapidez en comparacion con los métodos

convencionales (Bustin et al., 2009).
2.2.9. Cebadores (primers)

Son secuencias cortas de ADN que se unen de manera especifica a la region de
interés del genoma y dan inicio al proceso de amplificacion durante la PCR (Bustin
et al., 2009).

2.2.10. Sondas fluorescentes

Son moléculas marcadas con fluorocromos que se acoplan a secuencias
especificas del ADN durante la qPCR, lo que permite detectar la amplificacién en

tiempo real (Knapp et al., 2014).
2.2.11. Umbral de ciclo (Ct)

El Ct (Cycle threshold) es el numero de ciclos necesarios para que la sefial
fluorescente supere un nivel de deteccion. Es inversamente proporcional a la

cantidad de ADN presente en la muestra (Bustin et al., 2009).
2.2.12. Sensibilidad diagnéstica

Es la capacidad que tiene una prueba para reconocer de forma correcta a quienes
se encuentran infectados. Al alcanzar una sensibilidad elevada, disminuye la

cantidad de resultados falsos negativos (OIE, 2019).
2.2.13. Especificidad diagndstica

Es la capacidad de una prueba para reconocer de manera acertada a los
individuos no infectados. Cuando la especificidad es elevada, se reduce la

aparicion de resultados falsos positivos (OIE, 2019).

2.2.14. Estandarizacién



Es un procedimiento mediante el cual se ajustan y validan las condiciones de una
técnica de diagndstico, con la finalidad de asegurar que los resultados sean

reproducibles y confiables (Bustin et al., 2009).
2.2.15. ADN (Acido desoxirribonucleico)

Es la molécula que guarda la informacidon genética de los seres vivos, y
precisamente sobre ella se enfocan las técnicas moleculares como la PCR, ya que

es el material que se amplifica durante el proceso (Bustin et al., 2009).
2.2.16. Zoonosis

Es la enfermedad que puede transmitirse de los animales hacia el ser humano. La
equinococosis constituye una zoonosis de considerable importancia, sobre todo

en contextos rurales (Craig et al., 2017).
2.2.17. Diagnéstico molecular

Es el conjunto de técnicas que se apoyan en la deteccidén del material genético de
un patogeno, lo que permite identificar las infecciones de forma precisa y temprana
(Knapp et al., 2014).

2.3. BASES TEORICAS
2.3.1. Definicién y generalidades
2.3.1.1 Echinococcus spp.

El género Echinococcus comprende un grupo de céstodos (helmintos planos)
responsables de la enfermedad zoondtica denominada equinococosis o
hidatidosis, la cual afecta tanto a animales como al ser humano. Esta enfermedad
tiene distribucion mundial, especialmente en regiones ganaderas donde existe

estrecha interaccion entre animales domeésticos y humanos.

Los términos hidatidosis y equinococosis suelen emplearse de manera indistinta
para referirse a la zoonosis causada por céstodos del género Echinococcus. No
obstante, existe una distincion conceptual importante que conviene precisar: el
término "enfermedad hidatidica" hace referencia, de manera especifica, a la
afeccion provocada por la fase larvaria del parasito en los hospedadores
intermediarios, mientras que "equinococosis" se emplea para designar la infeccion
del hospedador definitivo, en la que el parasito se encuentra en su forma adulta

(Armira, 2004). En este marco, los perros constituyen la principal fuente de



contagio hacia los seres humanos en la transmision de la enfermedad hidatidica
(Reyes et al., 2012).

2.3.2. Agente Etiolégico
2.3.2.1 Clasificacion Taxondmica

Taxondmicamente Echinococcus sp, ha sido clasificado de la forma siguiente
(Eckert, J. y Desplazes, P. 2004)

Phylum ; Platyhelminthes

Clase : Eucestoda

Orden : Cyclophyllidea

Familia : Taeniidae

Género : Echinococcus

Especies : E. granulosus, E. multilocularis, E. oligarthrus y E.
vogeli.

2.3.3. Estructuray morfologia
2.3.3.1 Huevo

El huevo de Echinococcus spp. constituye la forma infectante del parasito para los
hospedadores intermediarios, incluyendo al ser humano. Estos huevos son
eliminados al ambiente a través de las heces de los hospedadores definitivos,
principalmente céanidos, y presentan una alta resistencia a condiciones
ambientales adversas, lo que favorece su persistencia y diseminacién en suelos,

agua y alimentos contaminados (Eckert y Deplazes, 2004).

Desde el punto de vista morfologico, los huevos de Echinococcus spp. son
esféricos u ovoides, con un diametro aproximado de 30 a 40 um, y poseen una
estructura similar a los huevos de otros céstodos de la familia Taeniidae, lo que
dificulta su diferenciaciobn microscépica. Estan rodeados por una gruesa pared
embrioférica que protege al embrién interno, conocido como oncésfera o embrién

hexacanto, caracterizado por la presencia de seis ganchos (Thompson, 2017).

La oncosfera es la estructura responsable de iniciar la infeccion en el hospedador
intermediario. Una vez ingerido el huevo, este eclosiona en el intestino delgado,
liberando la oncésfera, la cual atraviesa la mucosa intestinal y accede al torrente
sanguineo o linfatico, migrando hacia érganos como el higado y los pulmones,

donde se desarrolla la fase larvaria o metacéstodo (Craig et al., 2017).
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Desde el punto de vista epidemiolégico, los huevos de Echinococcus spp.
desempefian un papel crucial en la transmisién de la equinococosis, debido a su
elevada resistencia ambiental y su capacidad de adherirse a superficies como
vegetales, agua y pelaje de animales. Esta caracteristica incrementa el riesgo de
infeccién en poblaciones humanas expuestas a condiciones sanitarias deficientes

y estrecho contacto con perros infectados (Eckert & Deplazes, 2004)
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Figura 1. Descripcion general del huevo y la oncésfera de Echinococcus spp., segun
Vuitton et al. (2020). (A) Diagrama esquematico de una oncésfera que ilustra la estructura
y la simetria bilateral en el patron de ganchos y la organizaciéon celular del embrion
hexacanto. (B) Organizacién celular de la oncosfera. Las oncosferas miden

aproximadamente 25 x 30 um. Adaptado de Jabbar et al. (2010).
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2.3.3.2 Quiste hidatidico madre

El quiste hidatidico madre corresponde a la forma larvaria o metacéstodo de
Echinococcus spp., que se desarrolla en los hospedadores intermediarios, como
los herbivoros y el ser humano, tras la ingestion de huevos embrionados. Esta
estructura quistica representa la fase patogénica del parasito y se localiza con
mayor frecuencia en érganos como el higado y los pulmones (Eckert & Deplazes,
2004).

Desde el punto de vista estructural, el quiste hidatidico madre esta constituido por
tres capas bien definidas: una capa externa o adventicia, formada por tejido fibroso
del hospedador; una capa laminada acelular, de naturaleza quitinosa y altamente
resistente; y una capa germinal interna, que es metabdlicamente activa y

responsable de la produccién de estructuras reproductivas (Craig et al., 2017).

La capa germinal da origen a las vesiculas proligeras, dentro de las cuales se
desarrollan los protoescélices, que constituyen las formas infectantes para el
hospedador definitivo. En condiciones favorables, estas vesiculas pueden
desprenderse y dar lugar a quistes hijos dentro del quiste madre, incrementando

su complejidad estructural y su capacidad infectiva (Thompson, 2017).

El contenido del quiste esta conformado por el denominado liquido hidatidico, una
sustancia clara, rica en nutrientes, proteinas y antigenos parasitarios, que
favorece el crecimiento y desarrollo del parasito. Desde el punto de vista clinico,
el quiste hidatidico madre puede permanecer asintomético durante largos
periodos; sin embargo, su crecimiento progresivo puede generar efectos
compresivos sobre los tejidos circundantes, asi como complicaciones graves en
caso de ruptura, como reacciones anafilacticas o diseminacion secundaria (Eckert
y Deplazes, 2004).

En términos epidemiolégicos, esta fase es de gran importancia, ya que representa
el eslabon clave para la transmision hacia el hospedador definitivo, el cual se
infecta al ingerir visceras que contienen quistes fértiles con protoescolices viables,

perpetuando asi el ciclo biolégico de Echinococcus spp. (Craig et al., 2017).
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Figura 2. Esquema de una porcién de quiste hidatidico de E. granulosus. MA: membrana
adventicia, ML: membrana laminar, MG: membrana germinativa, VPj: vesicula prolifera
joven, VPf: vesicula prolifera fértil, VPe: vesicula prolifera estéril, P: protoescélex (Reus et
al., 1992).

2.3.3.3 Liquido Hidatidico

El liquido hidatidico es el contenido intracavitario del quiste hidatidico en la fase
larvaria de Echinococcus spp. y constituye un componente esencial para la
supervivencia, nutricion y desarrollo del parasito. Este fluido es producido
principalmente por la capa germinal del quiste y se encuentra contenido dentro de

la cavidad delimitada por la capa laminada (Eckert y Deplazes, 2004).

Desde el punto de vista bioguimico, el liquido hidatidico es una sustancia clara,
incolora o ligeramente amarillenta, rica en proteinas, lipidos, carbohidratos,
electrolitos y metabolitos del parasito. Ademas, contiene una elevada
concentracion de antigenos parasitarios, lo que le confiere una alta
inmunogenicidad y lo convierte en un elemento clave en el diagndstico serolégico

de la equinococosis (Craig et al., 2017).

En su interior se encuentran suspendidas diversas estructuras parasitarias, como
protoescdlices, vesiculas proligeras y detritos celulares, que en conjunto

constituyen la denominada arena hidatidica. La presencia de estos elementos
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indica la fertilidad del quiste y su potencial infectante para el hospedador definitivo
(Thompson, 2017).

Desde el punto de vista clinico, el liquido hidatidico tiene gran relevancia debido a
gue su liberacion, ya sea por ruptura espontanea o durante procedimientos
quirargicos, puede desencadenar reacciones de hipersensibilidad, incluyendo
anafilaxia, debido a su alto contenido antigénico. Asimismo, la diseminacion del
contenido quistico puede originar la formacién de nuevos quistes secundarios en

diferentes érganos (Eckert y Deplazes, 2004).

En términos bioldgicos y epidemioldgicos, el liquido hidatidico actia como un
medio de soporte que favorece el crecimiento del metacéstodo y la viabilidad de
las estructuras infectantes, contribuyendo asi a la perpetuacién del ciclo de vida

de Echinococcus spp. (Craig et al., 2017).
2.3.3.4 Vesiculas proliferas

Las vesiculas proligeras son estructuras derivadas de la capa germinal del quiste
hidatidico en el ciclo biolégico de Echinococcus spp. y representan unidades
reproductivas fundamentales dentro del metacéstodo. Estas vesiculas se forman
por gemacion endégena a partir de la capa germinal, la cual es la Unica porcion

viva y metabdlicamente activa del quiste (Eckert & Deplazes, 2004).

Desde el punto de vista morfolégico, las vesiculas proligeras son pequefias
estructuras vesiculares que se proyectan hacia el interior del quiste, suspendidas
en el liquido hidatidico. En su interior se desarrollan multiples protoescolices, que
corresponden a las formas infectantes para el hospedador definitivo. Cada
protoescolex presenta una organizacion similar al escélex del verme adulto, con

ventosas y ganchos, aunque en estado invaginado (Thompson, 2017).

Cuando las vesiculas proligeras maduran, pueden desprenderse de la capa
germinal y quedar libres dentro del liquido hidatidico, contribuyendo a la formacién
de la denominada arena hidatidica, compuesta por protoescdlices libres, capsulas
proligeras y detritos celulares (Craig et al., 2017). Este material es altamente
infectante si es ingerido por el hospedador definitivo, lo que permite la continuacion

del ciclo bioldgico del parasito.

Desde una perspectiva biolégica y epidemiol6gica, las vesiculas proligeras son
esenciales para la multiplicacion asexual del parasito dentro del hospedador

intermediario, incrementando significativamente la carga parasitaria y la capacidad
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de transmision. Su presencia también tiene implicancias clinicas, ya que la ruptura
del quiste puede liberar estas estructuras, favoreciendo la diseminacién

secundaria de la infeccion en el organismo (Eckert & Deplazes, 2004).
2.3.3.5Protoescoélex

El protoescdlex constituye la forma infectante del estadio larvario de Echinococcus
spp. para el hospedador definitivo y se desarrolla en el interior de las vesiculas
proligeras del quiste hidatidico. Estas estructuras representan una fase clave en
el ciclo biolégico del parasito, ya que son precursoras del escdlex del verme adulto
(Eckert & Deplazes, 2004).

Desde el punto de vista morfologico, el protoescélex presenta una organizacion
similar a la del escélex adulto, aunque se encuentra en estado invaginado. Esta
conformado por una region apical que incluye un rostelo armado con ganchos y
cuatro ventosas musculares, estructuras que le permitirdn fijarse a la mucosa
intestinal del hospedador definitivo una vez que se evagine tras la ingestién
(Thompson, 2017).

Los protoescolices se originan por gemacion a partir de la capa germinal del quiste
hidatidico, dentro de las vesiculas proligeras. Cada vesicula puede contener
numerosos protoescolices, los cuales, al desprenderse, pasan a formar parte de
la denominada arena hidatidica, suspendida en el liquido del quiste (Craig et al.,
2017).

Desde el punto de vista funcional, el protoescolex es altamente infectante para el
hospedador definitivo. Cuando un canido ingiere visceras infectadas que
contienen quistes hidatidicos fértiles, los protoescolices son liberados en el
intestino delgado, donde se evaginan, se fijjan a la mucosa intestinal y se
desarrollan progresivamente hasta convertirse en vermes adultos, completando

asi el ciclo biologico del parasito (Eckert y Deplazes, 2004).

En términos epidemioldgicos, la viabilidad y cantidad de protoescélices dentro de
un quiste determinan su capacidad infectiva, siendo los quistes fértiles aquellos
que contienen protoescolices viables. Esta caracteristica es fundamental en la
transmisién de la equinococosis, especialmente en sistemas ganaderos donde

existe acceso de perros a visceras crudas infectadas (Craig et al., 2017).
2.3.3.6 Verme adulto
El estadio adulto de Echinococcus spp. corresponde a la fase sexualmente

15



madura del pardsito, la cual se desarrolla en el intestino delgado de los
hospedadores definitivos, principalmente canidos domésticos y silvestres, como el
perro. En esta etapa, el parasito presenta un tamafio reducido en comparacion
con otros céstodos, alcanzando generalmente entre 2 y 7 mm de longitud, lo que
le confiere una morfologia caracteristica adaptada a su nicho intestinal (Eckert &
Deplazes, 2004).

Desde el punto de vista estructural, el verme adulto est4 constituido por un
escolex, un cuello corto y una estrobila formada por un numero limitado de
proglétides, usualmente entre tres y cinco segmentos. El escélex presenta cuatro
ventosas musculares que facilitan la fijacion a la mucosa intestinal del hospedador,
ademas de un rostelo armado con una doble corona de ganchos en especies como
Echinococcus granulosus, lo que refuerza su capacidad de adherencia
(Thompson, 2017).

La estrébila del parasito estd conformada por proglétides inmaduras, maduras y
gravidas. La proglétide gravida es funcionalmente relevante, ya que contiene un
Utero repleto de huevos embrionados, los cuales son liberados al ambiente a
través de las heces del hospedador definitivo. Estos huevos poseen una alta
resistencia a condiciones ambientales adversas, lo que favorece su dispersion y
la infeccibn de hospedadores intermediarios, como los herbivoros v,

accidentalmente, el ser humano (Craig et al., 2017).

El estadio adulto cumple un rol fundamental en el ciclo biolégico de Echinococcus
spp., debido a que en esta fase ocurre la reproduccion sexual del parasito y la
produccién de huevos infectantes. La eliminacién continua de estos huevos al
medio ambiente permite la perpetuacion del ciclo parasitario y la transmisién de la
equinococosis, constituyendo asi un importante problema de salud publica y
sanidad animal, especialmente en regiones donde existe estrecha interaccién

entre perros, ganado y poblaciones humanas (Eckert & Deplazes, 2004).
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Figura 3. Diagrama adulto de E. granulosus (Camicia, 2011).
2.3.4. Ciclo biolbgico

El ciclo biol6gico de Echinococcus spp. es indirecto o heteroxeno, ya que requiere
la participacion de dos tipos de hospedadores: un hospedador definitivo,
generalmente cénidos (principalmente el perro), y un hospedador intermediario,
como herbivoros (ovinos, bovinos, caprinos) y, de manera accidental, el ser

humano (Eckert y Deplazes, 2004).

El ciclo se inicia cuando el hospedador definitivo alberga el verme adulto en el
intestino delgado. En esta fase, el parasito produce proglétides gravidas que
liberan huevos embrionados al ambiente a través de las heces. Estos huevos
contienen la oncoésfera (embridon hexacanto), que constituye la forma infectante

para los hospedadores intermediarios (Thompson, 2017).

Los hospedadores intermediarios adquieren la infeccion al ingerir alimentos o

agua contaminados con huevos del parasito. Una vez en el intestino delgado, los
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huevos eclosionan vy liberan la oncdcestodosfera, la cual atraviesa la mucosa
intestinal y migra por via sanguinea o linfatica hacia 6rganos como el higado y los
pulmones, donde se desarrolla la fase larvaria denominada metacéstodo o quiste
hidatidico (Craig et al., 2017).

En el interior del quiste hidatidico se forman vesiculas proligeras que contienen
numerosos protoescalices, estructuras que constituyen la forma infectante para el
hospedador definitivo. Cuando un cénido ingiere visceras crudas infectadas con
quistes fértiles, los protoescolices se liberan en el intestino, se evaginan y se fijan
a la mucosa intestinal, desarrollandose hasta convertirse en vermes adultos,

completando asi el ciclo biolégico (Eckert y Deplazes, 2004).

El ser humano actia como hospedador intermediario accidental, al ingerir huevos
del parasito a través de agua, alimentos contaminados o contacto directo con
perros infectados. En este caso, el ciclo no se completa, pero se desarrolla el
quiste hidatidico, lo que genera la enfermedad conocida como hidatidosis, de gran

importancia en salud publica (Craig et al., 2017).

Desde una perspectiva epidemioldgica, el ciclo biolégico de Echinococcus spp.
esta estrechamente relacionado con practicas de manejo ganadero, faenamiento
domiciliario y convivencia estrecha con perros, factores que favorecen la
transmisién y mantenimiento de la enfermedad, especialmente en regiones rurales
(Eckert y Deplazes, 2004).
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Figura 4. Ciclo bioldgico de Echinococcus spp. adaptado de Centers for Disease Control
and Prevention (s. f.). DPDx—Echinococcosis. U.S. Department of Health and Human
Services. https://www.cdc.gov/dpdx/echinococcosis/index.html

2.3.5. Organizacion y estructura del genoma de Echinococcus spp.

El género Echinococcus comprende céstodos de importancia zoonética cuyo
genoma ha sido objeto de intenso estudio en las Ultimas décadas. El genoma
nuclear de Echinococcus spp. tiene un tamafio aproximado de 115 Mb, organizado
en seis pares de cromosomas (n = 6), con un contenido de GC del 42 % y un
namero estimado de 10 000 a 11 000 genes codificantes de proteinas (Tsai et al.,
2013; Zheng et al., 2013). ElI genoma mitocondrial, por su parte, es una molécula
circular de aproximadamente 13 600 a 18 200 pb que contiene 12 genes
codificantes de proteinas, entre ellos cox1, nadl y nad5, 2 genes de ARNr y 22
genes de ARNt (Kinkar et al., 2019).
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Entonces, desde una perspectiva taxondmica, Thompson (2008) estableci6 que el
género Echinococcus esta conformado por especies genéticamente diversas,
cuyo estatus taxonomico ha sido objeto de revisién continua. Los estudios
gendmicos han confirmado la existencia de un complejo de especies cripticas
dentro de E. granulosus sensu lato, lo que ha llevado a una reclasificacion basada

en evidencia molecular.

Es asi que los primeros esfuerzos de secuenciacién del genoma completo
revelaron una notable expansion de familias génicas relacionadas con la evasion
inmune y la interaccién parasito-hospedero, asi como la pérdida de genes
asociados con vias metabdlicas biosintéticas, reflejando una adaptacion evolutiva

al parasitismo obligado (Tsai et al., 2013; Zheng et al., 2013).
2.3.5.1.ADN gendémico del Echinococcus spp.

El genoma nuclear de Echinococcus spp. presenta una organizacion compleja que
ha sido dilucidada progresivamente mediante técnicas de secuenciacion de nueva
generacién. Tsai et al. (2013) reportaron el primer ensamblaje del genoma de E.
granulosus (genotipo G1) con un tamafio de 114,5 Mb, identificando
aproximadamente 11 000 genes codificantes. El estudio reveld una expansion de
familias génicas relacionadas con la evasién inmune y la interaccion parasito-
hospedero, incluyendo genes que codifican para proteinas de choque térmico,
proteasas y antigenos de superficie. Ademas, se identificaron rutas metabdlicas
empobrecidas, lo que refleja la adaptacion del pardsito a un estilo de vida

parasitario obligatorio.

Por su parte, Zheng et al. (2013) secuenciaron y ensamblaron el genoma de E.
granulosus, confirmando un tamafio aproximado de 115 Mb y la presencia de 11
325 genes codificantes. Este trabajo puso de relieve la pérdida de genes
asociados a las vias metabdlicas biosintéticas, coherente con la dependencia
nutricional del parasito respecto de su hospedador, asi como la expansion de
familias génicas relacionadas con el transporte de nutrientes y la modulacion de

la respuesta inmunitaria.

Tiempo después, Korhonen et al. (2022) lograron un avance relevante al publicar
el primer ensamblaje a escala cromosémica del genoma nuclear de E. granulosus
(genotipo G1). Mediante el scaffolding del genoma nuclear contra el genoma de
alta calidad de E. multilocularis, organizaron el genoma en seis cromosomas con

un tamafo total de aproximadamente 173 Mb. Este ensamblaje permitid
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caracterizar en detalle la familia génica Eg95, compuesta por genes que codifican
el antigeno vacunal EG95, un inmundgeno clave utilizado en el desarrollo de

vacunas contra la hidatidosis ovina.

Més recientemente, Wu et al. (2025) llevaron a cabo un estudio de genémica
poblacional de E. granulosus sensu stricto basado en el analisis de 715 521 SNPs
a lo largo de todo el genoma nuclear. Sus resultados revelaron discordancia mito-
nuclear entre los genotipos G1 y G3, evidenciando que estos no pueden
diferenciarse confiablemente solo con marcadores mitocondriales. Ademas,
encontraron evidencia de reproduccion por fecundacion cruzada y sefiales de
seleccion equilibradora en genes relacionados con la adaptacion al ambiente

interno del hospedero.
2.3.5.2.ADN mitocondrial del Echinococcus spp.

El genoma mitocondrial de Echinococcus spp. es una molécula circular que ha
sido ampliamente estudiada como fuente de marcadores moleculares para la
diferenciacion de especies y genotipos. Kinkar et al. (2019) recurrieron a la
secuenciacion de lecturas largas (PacBio) para analizar el genoma mitocondrial
completo del genotipo G1 de E. granulosus sensu stricto, y asi encontraron una
region repetida en tandem de 4,4 kb que eleva el tamafio total del genoma
mitocondrial a aproximadamente 18 200 pb. Esta zona repetitiva, que pasa
inadvertida para la secuenciacion convencional de Sanger, resulté ser un

componente estructural relevante de dicho genoma.

Un trabajo clave dentro de esta linea fue el de Bohard et al. (2023), quienes
secuenciaron y examinaron genomas mitocondriales completos de E.
multilocularis obtenidos de pacientes con equinococosis alveolar en Francia,
identificando polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) a lo largo de todo el
genoma mitocondrial. Este estudio permitié caracterizar la diversidad haplotipica

y establecer relaciones filogeograficas entre las cepas que circulan en Europa.

Ampliando la perspectiva, Lallemand et al. (2024) llevaron a cabo un analisis
filogenético de gran alcance a partir de los genomas mitocondriales completos de
64 aislados de E. multilocularis procedentes de las principales zonas endémicas
del mundo. Mediante andlisis de maxima verosimilitud y redes de haplotipos,
cuestionaron las relaciones filogenéticas previamente establecidas y propusieron

una nueva estructura poblacional para este parasito.
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Mas recientemente, Biedermann et al. (2025) realizaron la exploracion
mitocondrial completa de los genotipos G6 y G7 de E. granulosus sensu lato a
partir de 222 aislados a nivel global. Mediante secuenciacion de mitogenomas
completos, identificaron nuevos marcadores para la diferenciacion de estos

genotipos zoondticos y descubrieron un nuevo haplogrupo (G6b) en Mongolia.
2.3.6. Epidemiologia
2.3.6.1.Distribucién geogréfica

La equinococosis es una zoonosis de distribucibn mundial causada por especies
del género Echinococcus, con mayor prevalencia en regiones donde predominan

sistemas de produccién ganadera extensiva.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la enfermedad es endémica en:

e América del Sur (Perl, Argentina, Chile, Uruguay)

¢ Asia Central y China

« Africa del Norte

e Europa del Este
En América Latina, la equinococosis quistica causada por Echinococcus
granulosus es la forma mas frecuente, especialmente en zonas altoandinas donde
la crianza de ganado y la convivencia con perros favorecen la transmision (OMS,
2020).
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Figura 5. Epidemiologia molecular global de E. granulosus. Las areas grises indican los

paises done la equinococosis quistica ha sido reportada (Carmena, 2012).
2.3.6.2.Magnitud del problema

La equinococosis representa un problema significativo de salud puablica y

economia pecuaria.

e Mas de 1 millén de personas afectadas globalmente
o Pérdidas econdmicas anuales superiores a 3 mil millones de délares

e Alta carga en sistemas de salud y produccion ganadera

Datos de la Organizacion Panamericana de la Salud indican que el Perl es uno
de los paises con mayor endemicidad en Sudamérica, especialmente en regiones

como la sierra central y sur (OPS, 2019).
2.3.6.3.Epidemiologia en el Pera

En el Perd, la equinococosis es considerada una enfermedad endémica,
principalmente en zonas rurales de la sierra.
Regiones mas afectadas:

e Junin

e Pasco

e Huancavelica

e Ayacucho

e Puno
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Factores predominantes:
e Ganaderia extensiva
o Falta de control sanitario en perros

» Deficiente inspeccion en mataderos
2.3.7. Métodos de diagnéstico de Echinococcus spp. en ganado bovino
2.3.7.1.Métodos de diagnostico clasico

Los métodos de diagndstico clasico de la equinococosis se basan principalmente
en la observacion directa del parasito o en la respuesta inmunoldgica del
hospedador. Estos métodos han sido ampliamente utilizados en medicina
veterinaria debido a su accesibilidad y bajo costo, aunque presentan limitaciones

en sensibilidad y especificidad (Craig et al., 2017).
Inspeccién post mortem

La inspeccion post mortem es el método mas utilizado para la deteccion de
Echinococcus spp. en ganado bovino. Consiste en la revision macroscopica de
6rganos como higado y pulmones en mataderos, donde se identifican quistes
hidatidicos caracteristicos. Estos quistes pueden variar en tamafio, numero y
viabilidad.

Este método permite confirmar infecciones avanzadas; sin embargo, no detecta
infecciones tempranas ni distingue entre especies del género Echinococcus.
Ademds, depende de la experiencia del inspector y puede subestimar la
prevalencia real (OIE, 2019; Moro y Schantz, 2009).

Técnicas seroldgicas

Las pruebas serolégicas detectan anticuerpos o antigenos relacionados con la

infeccion. Entre las mas utilizadas se encuentran:
e ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas)
e Inmunoblot (Western blot)

Estas técnicas permiten el diagndstico en animales vivos, lo que representa una
ventaja significativa. No obstante, pueden presentar reacciones cruzadas con
otros parasitos, afectando la especificidad, y no siempre diferencian infecciones

activas de pasadas (Zhang et al., 2015).
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Examen coproparasitolégico (en hospedadores definitivos)

Aunque no se aplica directamente en bovinos (hospedadores intermediarios), el
analisis coproparasitolégico en perros (hospedadores definitivos) permite

identificar huevos de Echinococcus spp. mediante técnicas de flotacion.

Sin embargo, los huevos son morfoldgicamente indistinguibles de otros céstodos,

lo que limita su valor diagndstico especifico (Deplazes et al., 2017).
2.3.8. Métodos de diagnostico molecular

Los métodos moleculares han revolucionado el diagnostico de enfermedades
parasitarias debido a su alta sensibilidad, especificidad y capacidad para

identificar especies y genotipos (Craig et al., 2017).
2.3.8.1.Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR convencional)

La PCR convencional permite amplificar fragmentos especificos del ADN de
Echinococcus spp. a partir de muestras biolégicas como tejidos infectados o

quistes hidatidicos.

Este método es altamente especifico y (til para confirmar la presencia del parasito,
asi como para estudios de caracterizacion genética. Sin embargo, requiere etapas
posteriores de analisis (electroforesis), lo que incrementa el tiempo de

procesamiento. (Bowles et al., 1992).
2.3.8.2.PCR en tiempo real (qPCR)

La PCR en tiempo real (QPCR) es una técnica avanzada que permite la deteccion
y cuantificacion de fragmentos, regiones especificas del ADN del parasito en

tiempo real mediante el uso de sondas fluorescentes.

Entre sus principales ventajas destacan:
e Alta sensibilidad (detecta bajas cargas parasitarias)
o Alta especificidad (uso de sondas especificas)
o Rapidez en la obtencion de resultados

e Reduccidn del riesgo de contaminacién

Ademas, la gPCR permite cuantificar la carga parasitaria, lo cual es til en estudios
epidemioldgicos y en la evaluacion de la intensidad de infeccion (Knapp et al.,
2014).
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2.3.8.3.Secuenciacion genética

La secuenciacién del ADN permite identificar con precision la especie y el genotipo
de Echinococcus spp., lo que es fundamental para estudios epidemiolégicos y de

diversidad genética.

Este método suele emplearse como complemento de la PCR, aunque su costo y

complejidad limitan su uso rutinario (Nakao et al., 2013).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacibn se desarroll6 en el Laboratorio de
Parasitologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga
(UNSCH), durante los afios de 2024 y 2025, en la ciudad de Ayacucho.

El proceso de extraccion de ADN y estandarizacién de técnica de qPCR, se realizo
en el Laboratorio de Parasitologia de Escuela Profesional de Biologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga, distrito de Ayacucho, departamento de Ayacucho.
3.2. Definicién de la poblacion y muestra

3.2.1. Poblacion
La poblacién de estudio estuvo conformada por bovinos (Bos taurus) beneficiados
en matadero del distrito de Carmen Alto durante los afios 2024 y 2025, de los

cuales se obtuvieron muestras biolégicas para la deteccion de Echinococcus spp..

3.2.2. Muestra

La muestra estuvo conformada por 25 muestras biolégicas (quistes hidatidicos),
obtenidas en diferentes dias y recolectadas del pulmén de bovinos (Bos taurus)
beneficiados en el matadero del distrito de Carmen Alto, provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho, de las cuales 03 muestras bioldgicas fueron
descartadas por no cumplir con los criterios de inclusién; por lo tanto, procedimos

a realizar el andlisis de las 22 muestras que si cumplian estos parametros.
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3.2.3. Muestreo

El tipo de muestreo fue no probabilistico por conveniencia, seleccionando aquellas
muestras que presentaron caracteristicas compatibles con infeccion por

Echinococcus spp..
3.2.4. Unidad Experimental

La unidad de analisis estuvo constituida quistes hidatidicos obtenidas de bovinos
(Bos taurus) beneficiados en el matadero del distrito Carmen alto, provincia de

Huamanga departamento de Ayacucho

Dichas muestras fueron sometidas a analisis molecular mediante la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR) para la deteccion

de Echinococcus spp..

3.3. Metodologiay recolecciéon de datos

3.3.1. Procedimiento paralarecoleccion de datos
Obtencidon de las muestras de pulmones infectados

Se recolectaron muestras de pulmones de ganado vacuno “Bos taurus” con

evidencia visual de hidatidosis en su estructura.

Los quistes hidatidicos pulmonares fueron diseccionados junto a una porcion del
tejido y colocados en un taper de plastico PET (polietileno tereftalato) con solucién
salina fisioldgica al 0.9%y a su vez fue llevado a una caja cooler de conservacion,
empacados con geles refrigerantes, para evitar la accién de las proteasas. Luego
fueron transportados al Laboratorio de Parasitologia para ser procesados dentro
de las 18 a 24 horas.

Obtencion del liquido hidatidico

Los quistes hidatidicos identificados en pulmones y/o higados de bovino se
limpiaron externamente con alcohol al 70% para evitar contaminacion superficial.
Mediante una jeringa estéril de 10 mL acoplada a una aguja N° 18, se punzé
cuidadosamente la pared del quiste y se aspir6é el liquido hidatidico, evitando
perforar el lado opuesto del quiste. El liquido aspirado se deposité en un tubo
Falcon estéril de 50 mL y se trasladé al laboratorio en condiciones de refrigeracion

(4 °C) para su procesamiento inmediato.
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Obtencién y concentracion de protoescolices

El liquido hidatidico aspirado se dej6 en reposo a 4 °C durante 20 minutos para
permitir la sedimentacion pasiva de la arena hidatidica. Transcurrido este tiempo,
se eliminé cuidadosamente el sobrenadante, dejando aproximadamente 10 mL de
sedimento en el fondo del tubo. El sedimento se transfirid a un tubo Falcon estéril
de 15 mL y se centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos. Culminada la
centrifugacion, se descarté el sobrenadante y el sedimento final, rico en
protoescalices, se conservo a 4 °C hasta su procesamiento para la extraccion de
ADN.

Obtencién del ADN del Echinococcus spp.

El ADN de Echinococcus spp. se obtuvo de los protoescolices contenidos en el

fluido hidatidico de los quistes presentes en los pulmones.

Para la obtencion de ADN se tomé en cuenta los siguientes criterios de inclusion

y exclusion respectivamente:
Criterios de inclusion

Se consideraron como 6ptimos los quistes que tienen aproximadamente 3 cm de
didmetro a mas, de consistencia blanda, que presentaron membranas translicidas

ya que ello nos garantizé la presencia de protoescolices.
Criterios de exclusién

Se desecharon los que presentaron degeneracion, calcificacion y aquellos donde
el liquido hidatidico tenga un aspecto turbio, lo cual indica contaminacion

bacteriana.

Con la finalidad de mantener las condiciones de esterilidad, fueron desinfectados
externamente con alcohol yodado y preparados bajo una cadmara de flujo laminar

con instrumental quirdrgico estéril.

La obtencién del ADN parasitario se obtuvo segin recomendaciones del kit

comercial de extraccién y purificacion de ADN innuPRED DNA Mini Kit.
3.3.2. Protocolo de Extraccion del ADN del Echinococcus spp.:

e Se transfirié6 200 yL de sedimento a un tubo Eppendorf y luego se afiadié 400
pl de solucién de Lisis TLS y 25 pl de Proteinasa K, se mezcld vigorosamente

mediante agitacion vorticial pulsada durante 5 segundos.
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e Posteriormente se incub6 a 50 °C hasta que la muestra esté completamente
lisada durante dos a tres horas para una completa digestion.

¢ Se afiadi6 200 pL de Buffer de unién (Binding Buffer) y se mezclé por 4” y luego
se incubo a 70° C por 10'.

e Se afiadio 200 pL de etanol absoluto y luego se homogenizé inmediatamente.

e Se transfirié el contenido a una columna de silica y luego se centrifug6 a 11
000 rpm por un minuto. Se descart6 el contenido del tubo colector.

e Se afadio 500 pL de Wash Buffer | a la columna de silica y luego se centrifugé
a 14 000 rpm durante 1 minuto y se descart6 el tubo colector.

¢ Se afadi6 500 pL de Wash Buffer Il y luego se centrifugé a 14 000 rpm durante
1 minuto y se descarté el tubo colector. Una vez eliminado el contenido del tubo
colector se realiz6 una centrifugacion adicional durante 2 min para eliminar
residuos de etanol.

e Se transfiri6 la columna a un tubo Eppendorf estéril y se afiadié 50-100 uL de
Elution Buffer. Se incub6 1-5 min a temperatura ambiente y luego se centrifugo
durante 1 min para recuperar el ADN.

e Se guardé en la congeladora a -20 °C para luego realizar trabajos de PCR.
3.3.3. Cuantificacion del ADN

Tras obtener el material genético, es fundamental determinar su rendimiento
mediante espectrofotometria. Segln la ley de Beer-Lambert, la concentracion de
una molécula disuelta depende de la cantidad de luz que absorben dichas
moléculas. Una propiedad del ADN es que absorbe luz ultravioleta (UV) a 260 nm,
lo cual permite estimar su concentracion a traves de la espectrofotometria. Si la
cubeta donde se disuelve el ADN tiene 1 cm de longitud, la absorbancia equivale
a la densidad éptica (DO). En el caso del ADN genémico o de doble cadena, una
densidad Optica corresponde a 50 pg/ml (Nelson y Cox, 2017). Para obtener la
concentracion en nanogramos por microlitro (ng/uL), es necesario considerar el
factor de dilucién. No obstante, con algunos equipos no hace falta diluir la muestra,
pues el mismo instrumento entrega directamente la concentracion en ng/uL. Dado
gque unareacciéon de PCR requiere entre 10 y 200 ng, se necesita obtener al menos
5 ng/uL de ADN por muestra; si se recuperaron 50 L, el rendimiento neto de la
extracciébn seria de 0.25 pg. Concentraciones mas bajas dificultan la
estandarizacion de la PCR o de otras técnicas. Para estimar la pureza del ADN se

emplea el cociente entre las absorbancias a 260 nm y 280 nm: se considera que
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una proporcion de 1.8 corresponde a ADN puro, mientras que valores menores
indican presencia de proteinas. Una segunda forma de valorar la pureza de los
acidos nucleicos es la proporcion 260/230, cuyos valores aceptados se ubican
entre 2.0y 2.2; silarelacion es menor, sefiala la presencia de contaminantes como

carbohidratos o fenol (Sambrook, 2001).
3.3.4. Estandarizaciéon de la PCR en tiempo real

Las muestras de ADN obtenidos fueron eluidas en un volumen final de 100 pL,

dispuestos en dos tubos de 1,5 ml (50 pL c/u).

Empleando las muestras de ADN gendmico cuantificado de Echinococcus spp. se
realizo la estandarizacion de la PCR en tiempo real empleando los cebadores

(primers) como iniciadores los cuales se detallan a continuacion:

Tabla 1. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacién de Echinococcus

Spp.

Primer Name Sequence (5’ to 3’)

Ec-2-FW Forward 5-TAGTTGCTGCTG GTGTTT GGT-3
Ec-2-Rev Reverse 5-TAG ACT GCG AAC CAC CAC TAC-3

Se emplearon este par de cebadores o primers, los cuales amplifican un fragmento
de 309 pb correspondiente al gen nad5, que codifica para la subunidad 5 del
complejo NADH deshidrogenasa del ADN mitocondrial de Echinococcus spp. La
region de amplificacién se localiza entre las posiciones 1054 y 1362 del
mitogenoma de E. felidis, y se ha demostrado que estos oligonucledtidos permiten
la deteccion de E. granulosus sensu stricto y E. canadensis, segun lo reportado
por Hittner et al. (2017), quienes validaron su especificidad mediante analisis in
silico con BLASTN, confirmando alineamientos significativos y exclusivos con

secuencias del gen nad5 de E. granulosus.

En el contexto de nuestro estudio, estos cebadores constituyen marcadores
moleculares de caracter diagnéstico, donde la presencia del amplicén de 309 pb

evidencia la positividad de la muestra para Echinococcus spp.
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Tabla 2. Composicion inicial de la mezcla de gPCR para la deteccién de Echinococcus

spp.

Concentracion  Concentracion

Componente o ) 1 vol (10 pL)
Inicial por Reaccion

H.O PCR c.s.p 1.6 uL

Ec-2-Fw (100 pmol/uL) 10 pmol/pL 0.2 pmol 0.20 pL
Ec-2-Rev (100 umol/ul) 10 umol/uL 0.2 pumol 0.20 pL
SybrGreen qPCR 2X 1X 5.00 pL
Volumen del Mix 7.00 pL
DNA Variable - 3.00 pL
Volumen Total 10.00 pL

Asi mismo, las condiciones de amplificacion inicial fueron constituidos por:

Tabla 3. Condiciones iniciales de amplificacion por qPCR para la deteccién de

Echinococcus spp.

Fase Temperatura Duracion Ciclos
Denaturacion inicial 95°C 1 minuto 1
Denaturacion 95°C 15 segundos 45
Hibridacion/extension 60°C 30 segundos

Una vez estandarizado, se realizé diluciones sucesivas hasta alcanzar al menos
5 diluciones, a partir del cual se determiné la eficiencia de la PCR y el limite de

deteccion.
3.3.5 Evaluacién de la Técnica de PCR para el diagnéstico

Para la evaluaciéon del método, se elabord una curva estandar a concentracion de
ADN genomico desde 10%, 102, 10, 1, 102, 10 ng/uL a partir de una muestra de
ADN gendmico de Echinococcus spp, se determiné el limite de deteccion,

eficiencia y reproducibilidad del método (Vignes Rathinasamy, 2018).
Se determind la desviacion estandar y el % de variacion.

Asi mismo, se determinara la sensibilidad y especificidad del método a partir de
muestras de ADN procedentes de ganado vacuno confirmado para la enfermedad
por evidencia de los quistes en el pulmén.

3.4  Tipo deinvestigacion
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Basica-experimental

3.5 Disefio de investigacion
Experimental.

3.6 Analisis de datos estadisticos

Los datos obtenidos durante la estandarizacion de la PCR en tiempo real (QPCR)
para la deteccién de Echinococcus spp. en ganado vacuno (Bos taurus) fueron
organizados en hojas de calculo y analizados utilizando el software Microsoft Excel

y el paquete estadistico IBM SPSS Statistics (version XX).

Se realiz6 un analisis descriptivo de las variables cuantitativas, tales como la
concentracion de ADN (ng/uL), los valores de ciclo umbral (Ct) y la eficiencia de
amplificacion, empleando medidas de tendencia central (media) y dispersion

(desviacién estandar).

Para la evaluacion de la estandarizacion de la técnica de gPCR, se construy6 una
curva estandar a partir de diluciones seriadas del ADN, determinandose la
eficiencia de amplificacion y el coeficiente de determinacién (R2). La eficiencia de

la reaccién fue calculada mediante la formula:

E = (10—1/pendiente _ 1) x 100
Considerandose aceptables valores de eficiencia entre 90% y 110% y un R? 2
0.98.

Asimismo, se evalué la reproducibilidad de la técnica mediante el calculo del
coeficiente de variacion (CV) entre réplicas. Para el andlisis inferencial, cuando
fue necesario, se aplicaron pruebas estadisticas como la prueba t de Student o

ANOVA, considerando un nivel de significancia de p < 0.05.

Finalmente, se determiné la sensibilidad y especificidad diagnostica de la prueba,
comparando los resultados de la qPCR con métodos de referencia, mediante la

construccién de tablas de contingencia.
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IV. RESULTADOS
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Figura 6. Resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de concentracion del
ADN extraido, empleados para la deteccién de Echinococcus spp. en muestras de ganado

vacuno (Bos taurus).
Leyenda:

M: Marcador de peso molecular (DNA ladder).
Carriles 1-12: Muestras de ADN analizadas.

CN: Control negativo
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Tabla 4. Cuantificacion y evaluacion de la pureza del ADN extraido de muestras de quistes

hidatidicos extraidos de ganado vacuno (Bos taurus) mediante espectrofotometria UV.

N° CUANTIFICACION UNIDAD A260 260/230 260/280
1 6.308 ng/pL 0.0888 0.06 3.86
2 8.454 ng/pL 1.6908 0.47 1.77
3 45.915 ng/uL 0.9183 0.38 1.99
4 196.533 ng/pL 3.9307 0.59 2.02
5 99.747 ng/pL 1.9949 0.16 1.9
6 361.888 ng/uL 7.2378 1.15 1.96
7 416.722 ng/pL 8.3344 1.55 1.95
8 314.183 ng/uL 6.2837 3.26 2.32
9 937.413 ng/uL 18.7483 1.14 1.99
10 93.137 ng/uL 1.8627 0.19 1.76
11 223.121 ng/pL 4.4624 0.86 1.88
12 534.430 ng/pL 10.6886 0.98 2.03
13 1,115.681 ng/pL 22.3136 151 2.01
14 661.650 ng/pL 13.2330 1.97 1.99
15 512.622 ng/pL 10.2524 1.43 2.00
16 162.392 ng/uL 3.2478 0.87 1.87
17 297.763 ng/uL 5.9553 1.20 1.91
18 523.740 ng/uL 10.4748 1.33 1.94
19 1,419.978 ng/pL 28.3996 1.34 1.99
20 95.926 ng/uL 1.9185 1.44 1.54
21 20.174 ng/pL 0.4035 0.07 1.91
22 102.727 ng/uL 2.0545 0.2 1.71
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Figura 7. Curvas de amplificacién de la PCR en tiempo real (QPCR) para la deteccidn de Echinococcus spp. en diferentes diluciones seriadas de ADN.
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Figura 8. Curvas de amplificacion por gPCR en 22 muestras de ganado vacuno (Bos taurus) para la deteccion de Echinococcus spp., incluyendo

controles positivos y negativos. Ayacucho, 2024.
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Figura 9. Curva estandar de gPCR para la deteccién de Echinococcus spp. en ganado

vacuno (Bos taurus). Ayacucho, 2024.
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Tabla 5. Componentes y condiciones finales de la mezcla de reaccion utilizada para la

amplificacion y deteccién de Echinococcus spp. mediante qPCR-SYBR Green.

Concentracion  Concentracion

Componente o ] 1 vol (0 pL)
Inicial por Reaccion
H.O PCR c.s.p 6.4 uL
Ec-2-Fw (100 pmol/uL) 10 pmol/uL 0.53 umol 0.8 uL
Ec-2-Rev (100 umol/ul) 10 pmol/uL 0.53 pmol 0.8uL
Master Mix 2X 1X 10.00 pL
DNA Variable - 2.00 pL
Volumen Total 20.00 pL
Fase Temperatura Duracién Ciclos
Denaturacion inicial 95°C 10 minutos 1
Denaturacion 95°C 15 segundos 40
Hibridacion/extension 60°C 1 minuto
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V. DISCUSION
La figura 6 muestra la imagen de electroforesis muestra la amplificacion de
fragmentos de ADN correspondientes a Echinococcus spp. en las muestras
analizadas (1-12), evidenciandose bandas definidas en la mayoria de los carriles.
Esto indica la presencia del material genético del parasito en las muestras
evaluadas. El marcador molecular (M) permite corroborar el tamafio esperado del
amplicon, confirmando la especificidad de la reaccion. Por otro lado, los controles
negativos (CN) no presentan bandas visibles, lo cual descarta contaminacion y

valida la confiabilidad de los resultados obtenidos.

La presencia de bandas nitidas en la electroforesis sugiere un bajo nivel de
fragmentaciéon del ADN. Los resultados obtenidos guardan relacion con lo
reportado por Simsek et al. (2010), quienes sefalan que la presencia de bandas
nitidas y claramente diferenciadas en geles de agarosa constituye una evidencia
de que el proceso de extraccion de ADN fue adecuado y que las muestras
biolégicas conservaron una buena calidad. En este estudio, el empleo de un kit
comercial para la extraccion del material genético habria contribuido a obtener
ADN con un mayor grado de pureza, ya que este tipo de metodologia permite
reducir la presencia de contaminantes e inhibidores que pueden interferir
posteriormente en la amplificacion, en comparacién con procedimientos

tradicionales como la extraccion con fenol-cloroformo.

Asimismo, se observaron diferencias en la intensidad de fluorescencia entre los
distintos carriles del gel, lo que podria estar relacionado con variaciones en la
cantidad inicial de ADN presente en cada una de las muestras. Craig et al. (2003)
mencionan que el rendimiento del material genético puede verse condicionado por
diversos factores biolégicos, entre ellos la viabilidad de los protoescolices y el

grado de maduracion del quiste hidatidico. Por ello, aunque la electroforesis
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convencional permite realizar Unicamente una valoraciébn aproximada de la
cantidad de ADN obtenida, los resultados encontrados proporcionan una base
adecuada para continuar con el analisis mediante qPCR. Esta metodologia
permitira realizar una cuantificacion méas precisa y, al mismo tiempo, detectar con

mayor sensibilidad aquellas muestras que presenten una baja carga parasitaria.

En la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos en la cuantificacion de ADN,
donde se evidencia una considerable variacion en las concentraciones entre las
diferentes muestras, con valores que fluctian desde 6.308 ng/uL hasta 1,419.978
ng/uL. Esta diferencia puede estar relacionada con la eficiencia del proceso de
extraccion y con la cantidad de material genético disponible en cada muestra
proveniente de quistes de ganado bovino. En los andlisis moleculares, este tipo
de variabilidad es frecuente, debido a que factores como la naturaleza del tejido
analizado, el protocolo de extraccion empleado y el nivel de conservacién o
degradacién del ADN pueden influir directamente en la concentracion final

obtenida.

Respecto a la pureza del ADN, la relacion de absorbancia A260/280 constituye un
parametro fundamental para determinar la posible presencia de contaminantes
proteicos. La mayoria de las muestras evaluadas presentan valores dentro o
proximos al intervalo considerado adecuado (1.8-2.0), lo cual indica una calidad
aceptable del ADN extraido. No obstante, algunas muestras mostraron valores
alejados de este rango, como la muestra 1 (3.86) y la muestra 20 (1.54), lo que
podria estar asociado con la presencia de sustancias interferentes o con
variaciones durante el proceso de medicion. De acuerdo con Wilfinger et al.
(1997), valores de absorbancia fuera del rango recomendado pueden
comprometer el desempefio de las reacciones de PCR al afectar la actividad de

las enzimas involucradas en la amplificacion.

Por otro lado, el indice A260/230 permite estimar la presencia de compuestos
contaminantes como residuos de fenoles, sales u otros compuestos organicos
derivados del proceso de extraccién. En este andlisis, varias muestras
presentaron valores inferiores al rango considerado 6ptimo (2.0-2.2), lo que
podria indicar la presencia de agentes inhibidores capaces de reducir la eficiencia
de la amplificacidon molecular. Estos resultados son concordantes con lo descrito
por Sambrook y Russell (2001), quienes sefialan que una baja relacion A260/230

puede afectar la reproducibilidad y el rendimiento de los ensayos basados en PCR.
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Igualmente, las muestras que presentaron concentraciones elevadas de ADN,
como las muestras 13y 19, podrian requerir una etapa previa de dilucion antes de
su utilizacion en gPCR, con el propésito de evitar posibles efectos inhibitorios
ocasionados por un exceso de material genético en la reaccion. En cambio,
aquellas muestras con concentraciones reducidas, como las muestras 1 y 21,
podrian representar un desafio para la deteccion molecular, especialmente en

situaciones donde la cantidad de parasitos presentes sea limitada.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la mayoria de las muestras
poseen concentraciones de ADN compatibles con andlisis moleculares; sin
embargo, las diferencias observadas en los parametros de pureza resaltan la
importancia de mejorar o complementar el protocolo de extraccion mediante
etapas adicionales de limpieza y purificacion. Estas consideraciones son
esenciales para asegurar una adecuada sensibilidad, eficiencia y reproducibilidad
durante la estandarizacion de la gPCR orientada a la deteccion de especies del

género Echinococcus.

La figura 7 presenta las curvas de amplificacion obtenidas a partir de diluciones
seriadas del ADN objetivo, donde se observa el comportamiento sigmoidal
caracteristico de una reaccion de gPCR. Se evidencia que, conforme disminuye la
concentracion inicial de ADN, las curvas presentan un desplazamiento progresivo
hacia la derecha, acompafado de un incremento en los valores del ciclo umbral
(Ct). Este comportamiento demuestra la relacion inversamente proporcional entre
la cantidad inicial de ADN presente en la muestra y el nUmero de ciclos necesarios

para alcanzar el nivel de deteccion establecido.

Las muestras con mayores concentraciones de ADN alcanzaron la fase de
amplificacion en ciclos mas tempranos, mientras que las diluciones mas bajas
(107) requirieron un mayor nimero de ciclos para generar una sefial detectable.
Este patron es esperado en ensayos de qPCR con una adecuada eficiencia de
amplificacion. Ademas, la ausencia de sefial en los controles negativos confirma
la inexistencia de contaminacion durante el procedimiento, respaldando la

especificidad del ensayo realizado.

Estos resultados coinciden con lo sefialado por Bustin et al. (2009), quienes
indican que una reaccion de gPCR correctamente optimizada debe presentar
curvas de amplificacién definidas, con una separacion uniforme entre las

diferentes diluciones seriadas, lo cual refleja una eficiencia adecuada del proceso.
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Ademas, destacan que la relacién lineal entre los valores de Ct y el logaritmo de
la concentracién inicial de ADN constituye un criterio fundamental para obtener

una cuantificacion molecular confiable.

De manera complementaria, Kubista et al. (2006) mencionan que factores como
la presencia de compuestos inhibidores o diferencias en la calidad del ADN
pueden modificar el rendimiento de la qPCR, generando retrasos en la
amplificacion o alteraciones en la forma esperada de las curvas. En el presente
analisis, la distribucién ordenada y consistente de las curvas sugiere que no

existen interferencias significativas y que la reaccion presenta buena repetibilidad.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que el proceso de estandarizacion
de la qPCR fue satisfactorio, evidenciando niveles adecuados de sensibilidad,
especificidad y eficiencia. Esto permite considerar esta metodologia como una
herramienta confiable para la deteccion molecular de Echinococcus spp. en las

muestras analizadas.

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos mediante PCR cuantitativa
en tiempo real (qQPCR), donde se evidencia la amplificacién del ADN objetivo en
varias de las muestras evaluadas, lo que confirma la presencia de Echinococcus
spp. en muestras procedentes de ganado bovino (Bos taurus). Las curvas de
amplificacion presentan variaciones en los valores del ciclo umbral (Ct), lo que
refleja diferencias en la cantidad de ADN parasitario presente entre las muestras
analizadas y, por tanto, posibles variaciones en la intensidad de la infeccion. Este
comportamiento coincide con lo descrito por Thompson (2008), quien menciona
que la distribucidon de las especies del género Echinococcus en sus hospedadores
intermediarios no ocurre de manera uniforme, debido a la influencia de diversos
factores epidemiol6gicos, ambientales y biol6gicos. En este sentido, las muestras
que alcanzaron la sefial de amplificacion en ciclos iniciales (valores de Ct bajos)
indicarian una mayor cantidad de ADN parasitario al inicio de la reaccion, mientras
que aquellas que presentaron valores de Ct elevados corresponderian a muestras

con menor cantidad de material genético detectable.

Los resultados obtenidos también concuerdan con lo sefalado por Craig et al.
(2017), quienes destacan que la qPCR representa una metodologia altamente
sensible, capaz de identificar cantidades reducidas de ADN de Echinococcus spp.,
superando las limitaciones de métodos tradicionales como la evaluacién mediante

inspeccion post-mortem. Esta caracteristica resulta especialmente importante en
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estudios donde la carga parasitaria puede ser baja o presentar una distribucién

irregular dentro de la poblacién analizada.

En cuanto a los controles empleados, tanto el control negativo (CN) como el
control sin plantilla (NTC) no presentaron sefiales de amplificaciéon, lo cual
demuestra que no existié contaminacion durante la preparacién de los reactivos ni
durante el desarrollo del ensayo. La correcta respuesta de estos controles
respalda la especificidad y confiabilidad de la metodologia aplicada, considerando
que, segun la Organizacion Mundial de la Salud (2021), los controles negativos
constituyen un elemento esencial para validar los procedimientos basados en

técnicas moleculares.

De esta manera, la forma sigmoidea de las curvas de amplificacion indica que las
condiciones establecidas para la estandarizacion de la gPCR fueron apropiadas,
permitiendo una adecuada replicacion del fragmento de ADN seleccionado. En
este contexto, Trachsel et al. (2007) sefialan que la optimizacién de los cebadores
y sondas es un aspecto determinante para lograr una deteccion especifica de
Echinococcus spp. y reducir la posibilidad de resultados derivados de

amplificaciones inespecificas.

Desde una perspectiva epidemioldgica, estos hallazgos adquieren relevancia para
la region de Ayacucho, debido a que evidencian la posible presencia y circulacién
del parasito en poblaciones bovinas, representando un potencial riesgo sanitario
por el caracter zoonético de la equinococosis. De acuerdo con la World
Organisation for Animal Health (2020), los bovinos pueden participar como
hospedadores intermediarios dentro del ciclo biolégico del parasito, favoreciendo
su mantenimiento en &reas donde existen condiciones epidemioldgicas

adecuadas.

En conjunto, los resultados obtenidos respaldan la utilidad de la gPCR como una
herramienta molecular sensible, especifica y reproducible para la deteccién de
Echinococcus spp. en muestras bioldgicas. Su aplicacion permite fortalecer los
sistemas de vigilancia epidemiolégica y generar informacion relevante para el

disefio de estrategias orientadas al control y prevencion de esta zoonosis.

En la figura 9 se observa la curva estandar obtenida para la deteccién de
Echinococcus spp. mediante PCR en tiempo real, donde se evidencia una relacion
lineal altamente significativa entre el logaritmo de la concentracion de ADN y los

valores de Ct (ciclo umbral). Esta relacion se encuentra respaldada por un
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coeficiente de correlacion de R = 0.99936 y un coeficiente de determinacién de R?
= 0.99872, valores que demuestran una excelente correlacion y una elevada

capacidad predictiva del modelo utilizado.

La alta linealidad obtenida constituye un parametro fundamental para validar la
aplicacion cuantitativa de la qPCR, debido a que permite establecer una relacion
confiable entre la cantidad inicial de ADN presente en la muestra y el ciclo en el
cual se produce la deteccion de la sefal fluorescente. Asimismo, la pendiente de
la curva estandar (M = -3.574) se encuentra dentro de los valores aceptados para
ensayos de gPCR, aunque presenta una ligera diferencia respecto al valor
considerado ideal (-3.32), lo que corresponde a una eficiencia de amplificacion

aproximada del 90%.

Segun Bustin et al. (2009), los ensayos cuantitativos mediante gPCR presentan
una eficiencia adecuada cuando se encuentran dentro del intervalo de 90% a
110%, por lo que los valores obtenidos en este estudio indican que la reaccion
estandarizada posee un desempefio aceptable, ademas de mostrar
caracteristicas de reproducibilidad y confiabilidad. La eficiencia registrada sugiere
que el sistema de amplificacion permite un incremento cercano al doble del ADN

objetivo durante cada ciclo de reaccion.

Sin embargo, la ligera variacion respecto a la eficiencia te6érica maxima podria
estar relacionada con diversos factores experimentales que pueden influir en el

rendimiento de la reaccién, tales como:

e presencia de inhibidores en la muestra,
e condiciones suboptimas de concentracion de primers o sondas,
o calidad del ADN extraido.

De acuerdo con Dorak T. M. (2006), pequefias variaciones en la pendiente pueden
afectar la precision cuantitativa, pero no necesariamente comprometen la
deteccién cualitativa del patdgeno, lo cual es relevante en estudios

epidemiologicos.

Ademads, el valor del intercepto obtenido (B = 34.787) representa el valor de Ct
esperado para concentraciones minimas detectables de ADN, lo que evidencia
que la metodologia desarrollada presenta una sensibilidad adecuada. Esta
caracteristica resulta fundamental en la deteccion temprana de infecciones

causadas por Echinococcus spp., particularmente en hospedadores
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intermediarios como el ganado bovino (Bos taurus), donde la cantidad de ADN

parasitario presente puede ser reducida.

La capacidad de identificar concentraciones bajas de material genético permite
mejorar la precision del diagnostico molecular, incluso en muestras con cargas
parasitarias limitadas, contribuyendo a una deteccién mas eficiente del agente

infeccioso y fortaleciendo las estrategias de vigilancia epidemiolégica.

La dispersion minima de los puntos experimentales alrededor de la recta de
regresion indica una alta reproducibilidad del ensayo, lo cual coincide con lo
reportado por Kubista Mikael et al. (2006), quienes destacan que una baja

variabilidad técnica es esencial para la validaciéon de métodos moleculares.

En conjunto, estos resultados demuestran que la técnica de PCR estandarizada
presenta:

e Altalinealidad (R2 > 0,99)

o Eficiencia aceptable (90%)

¢ Buena reproducibilidad

o Adecuada sensibilidad analitica

Lo cual la convierte en una herramienta confiable para la deteccion de
Echinococcus spp. en muestras de ganado bovino en condiciones locales como

las de Ayacucho y otras regiones de nuestro pais.

Los resultados obtenidos en la tabla 5, son los resultados finales de los
componentes y las condiciones de amplificacién de la técnica de PCR en tiempo
real (QPCR) estandarizada para la deteccion de Echinococcus spp. En esta tabla
se presenta un adecuado desempefio analitico, reflejado en la capacidad de
amplificar ADN parasitario incluso en bajas concentraciones. Estos resultados
demuestran la elevada sensibilidad de la gPCR, caracteristica fundamental para
el diagnéstico temprano y la vigilancia epidemiol6gica de la equinococosis. La alta
capacidad de deteccion observada coincide con lo reportado por Zhang X. y
colaboradores, quienes desarrollaron una qPCR tipo TagMan para la deteccion
simultanea de diferentes especies de Echinococcus, alcanzando un limite de
deteccion de hasta 10 copias de ADN/uL y una elevada reproducibilidad,
concluyendo que esta metodologia constituye una herramienta confiable para
estudios epidemiolégicos, un que en nuestro trabajo de investigacion se uso sybr

green.
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Los resultados observados en la tabla 5 son concordantes con los obtenidos por
Knapp J. y colaboradores, quienes demostraron que la qPCR posee una
especificidad diagnéstica cercana al 100 % y mantiene una elevada sensibilidad
incluso cuando las muestras contienen cantidades reducidas de ADN parasitario.
Los autores destacaron que esta capacidad permite reducir significativamente la
ocurrencia de falsos negativos, aspecto esencial en infecciones parasitarias

zoonoticas donde la carga parasitaria puede ser baja.

También los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion guardan
relacion con lo informado por Ahmed et al. (2016), quienes evaluaron
metodologias moleculares para el diagnéstico de la equinococosis quistica y
concluyeron que las técnicas basadas en amplificacion de ADN presentan alta
precision, rapidez y reproducibilidad, superando ampliamente las limitaciones de
los métodos convencionales. Segun estos autores, la deteccibn molecular
constituye actualmente uno de los enfoques mas robustos para el diagndstico de

infecciones causadas por Echinococcus spp.

Los resultados finales obtenidos en esta investigacion son comprables con los
trabajos reportados por Hoglund J. et al. (2013), quienes utilizaron gPCR para la
deteccién de helmintos gastrointestinales en bovinos mediante regiones ITS2 del
ADN ribosomal, observando una elevada sensibilidad y una adecuada
cuantificacién de la carga parasitaria. Los autores sefalaron que la gPCR ofrece
ventajas significativas respecto a las técnicas parasitologicas tradicionales debido
a su capacidad para detectar infecciones con baja carga parasitaria y proporcionar

resultados altamente reproducibles.

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente investigacion confirman que
la qPCR constituye una herramienta molecular altamente sensible, especifica y
reproducible para la deteccidon de Echinococcus spp. en ganado vacuno (Bos
taurus), contribuyendo al fortalecimiento de los programas de vigilancia
epidemiologica y control de la equinococosis en regiones endémicas como
Ayacucho y también aplicarlos en la deteccion del parasito en el ser humano
teniendo como muestra el liquido hidatidico obtenido durante procedimientos
quirdrgicos o punciones, tejido de quistes hidatidicos resecados, membranas
germinales o protoescdlices recuperados de quistes y en algunos casos, muestras
de sangre o suero, aunque la sensibilidad suele ser menor debido a la poca

cantidad de ADN circulante.

50



VI. CONCLUSIONES
1. Se logré estandarizar la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
en Tiempo Real (QPCR) para la deteccibn de Echinococcus spp. en
muestras de quistes hidatidicos obtenidos del ganado vacuno (Bos taurus),
estableciendo condiciones Optimas de amplificacion que garantizan

resultados confiables y reproducibles.

2. La obtencion y purificacion del ADN a partir de quistes hidatidicos resultd
adecuada en la mayoria de las muestras, evidenciandose concentraciones
variables pero suficientes para su uso en analisis moleculares como es el

caso de la técnica gPCR.

3. Latécnica de gPCR mostr6 una alta eficiencia de amplificacién (90%), un
coeficiente de determinacion elevado (R? = 0,99872) y una pendiente
dentro del rango aceptable, lo que indica una adecuada linealidad,
precision y confiabilidad del método estandarizado y curva estandar
obtenida demostrd una relacién inversa consistente entre el valor de Cty
la concentracion de ADN, confirmando la capacidad de la técnica para
detectar diferentes niveles de carga parasitaria, incluso en bajas
concentraciones. Las curvas de amplificacion presentaron un
comportamiento sigmoide caracteristico, con adecuada separacion entre
diluciones seriadas y ausencia de amplificacién en controles negativos, lo
gue evidencia alta especificidad y ausencia de contaminacion en el

ensayo.

4. La técnica de qPCR demostré ser una herramienta altamente sensible,
especifica y reproducible para la deteccibn de Echinococcus spp.,
superando las limitaciones de los métodos convencionales y permitiendo

una deteccion mas precisa del material genético del parasito.
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VIl. RECOMENDACIONES
Implementar la técnica de PCR en tiempo real (QPCR) estandarizada en
laboratorios de diagnéstico veterinario y de investigacion de la regién
Ayacucho, con el fin de mejorar la deteccion temprana de Echinococcus

spp. en ganado bovino.

Optimizar el proceso de extracciéon y purificacion de ADN, incorporando
etapas adicionales de limpieza o el uso de kits de mayor eficiencia, para
mejorar los indices de pureza (relaciones 260/280 y 260/230) y garantizar

resultados mas consistentes en la amplificacion.

Estandarizar protocolos de manejo de muestras bioldégicas desde su
recoleccidn hasta su procesamiento, asegurando condiciones adecuadas
de conservacion (temperatura, tiempo y transporte) para evitar la
degradacion del ADN.

Ampliar el tamafio de muestra y realizar estudios en diferentes zonas
geogréficas de la region, con el proposito de obtener datos mas
representativos sobre la presencia de Echinococcus spp. y su impacto

epidemioldgico.

Complementar la técnica de gPCR con métodos de secuenciacion
genética, a fin de identificar especies y genotipos especificos de
Echinococcus, lo cual permitird una mejor comprension de la dinamica de

transmisién en la region.

Capacitar al personal técnico y profesional en el uso de técnicas
moleculares avanzadas, como la qPCR, para fortalecer las capacidades

diagnésticas en instituciones académicas y de salud publica.
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ANEXOS

ANEXO 1. Procedimiento de obtencion del liquido hidatidico

Lesiébn compatible con quiste
hidatidico pulmonar en bovino
beneficiado.

Punciébn y aspiracibn de
liquido hidatidico

Preparacion para la
conservacion de muestras
biolégicas. (Lavado con SSF
al 0.9%)

Preparacion para la
conservacion de muestras
biol6gicas. (centrifugado a
4000 rpm por 10 minutos)
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ANEXO 2. Procedimiento de extraccion y cuantificacion de AND del liquido hidatidico

Procedimiento de
extraccion de ADN
gendmico de
Echinococcus  spp.
en la camara de fujo.

Procedimiento de
extraccion de ADN
gendmico de
Echinococcus  spp.
(centrifugado 11000
rpm por 3 minutos).

Cuantificacion y
evaluacion de la
pureza del ADN
genoémico de
Echinococcus spp.
mediante
espectrofotometria
en equipo DeNovix.
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ANEXO 3. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR para la deteccidn de Echinococcus

spp. en muestras de ganado vacuno (Bos taurus), Ayacucho — 2024

Ladder Life 1 kb Plus

1 E. granulosus MW287330 [344-652] - Aanl

2 E. felidis AB732958 [602-910] - Aanl

3 E. granulosus s.1. MKEB2654 [348-656] - Aanl
4 Fasciola hepatica GU121095 [51-51] - Aanl

Ladder 1 2 3 4

2.0 kb
1.6 kb

1.0 kb
850 bp

650 bp

500 bp
400 bp

300 bp

W
=
=
(=3

200 bp

100 bp
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ANEXO 4. Andlisis de especificidad de los primers mediante BLAST para la deteccion de

Echinococcus spp.

Exclusividad de los primers

m) National Library of Medicine

BLAST ® » blastn suite » results for RID-WYEEWCD5016 Home Recent Results Saved Strategies  Help

< Edit Search Save Search Search Summary v © How 10 read this report? @B BLAST Help Viceos  "DBack to Traditional Resuts Page
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ANEXO 5. Analisis de especificidad de los primers mediante BLAST excluyendo Echinococcus spp.

para la deteccidon molecular en ganado vacuno (Bos taurus)

Exclusividad de los primers

Home Recant Res Saved Strategles  Halp

BLAST ¥ » blastn suite » results for RID-WYEUAS3Y014

] <Edit Search Save Search Search Summary v © How toread this report? @B BLAST Help Videos  "DBack to Traditional Resuits Page
@ Your search is limited to records exclude: Echinococcus (taxid:6209)
Job Title Nucleatide Sequance Filter Results
RID WYEUAB3YD14 Search exp m Download All ¥
BLASTN@ Citation v Organism _caly top 20 wil sppear exclu’ue
Type common name, binomial, laxid or greup name
corent  Sa L
+ Add aroanism
icliQuery_7287573
None Pescent Identity Evalue Query Coverage
dna to lw‘ |

Distance ree of results  MSA viewsr @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Download ~  Selectcolimns ~ Show | 100v | @

selectall 2 sequences selected GenBark Graphics Distance treo of results  MSA Viawer

etion e . Max Teal Quey W Par | Acc
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ANEXO 6. Validacion de la especificidad de primers mediante analisis en BLASTN en la base de
datos de la National Center for Biotechnology Information, evidenciando alineamientos significativos

con secuencias de Echinococcus granulosus

BLAST ® » blastn suite » results for RID-WYEDDME2016 Home RecentResults Saved Strategies Help
Save Search Search Summary v © How to read this report? 3 BLAST Help Videos “Back to Traditional Results Page
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID WYEDDM62016 Search expires on 04-04 11:53 am Download All v
Program BLASTN @  Cilation ¥ Organism only top 20 will appear D exclude
Database corent  See details v | Type common name, binomial, taxid or group name ‘

+ Add organism
Query ID Icl|Query_6841033
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna | | to | ‘ | | to ‘ ‘ | | to ‘ |

Query Length 306

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~  Select columns ~  Show e
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Descrpion STRMENNS L0 e Covr vaue It | Lan | Actaien
- - -
Echinococcu: | isolate TRS16 NADH dehyd subunit 5 (nadb) gene,_partial cds: mitochondrial Echinococcus gr. 566 566 100% 1e-156 100.00% 705 OP889097.1
Echinoc: I clone 5111 mitochondrion, partial genome Echinococcus gr. 666 566 100% 1e-156 100.00% 13307 MGE72191.1
Echi I isolate T2 mitochondrion, partial genome Echinococcus gr... 566 566 100% 1e-156 100.00% 13307 PX908867.1
Echinococcu: I isolate Arm43 mitochondrion,_partial genome Echinococcus gr... 566 566 100% 1e-156 100.00% 13307 PX908821.1
Echinoc: clone A10 mi ion, partial genome Echinococcus gr. 566 566 100% 1e-156 100.00% 13307 MGE72208.1
Echinoc: clone H575 mif drion,_partial genome Echinococcus gr. 566 566 100% 1e-156 100.00% 13307 MGE722261
Echinococcus granulosus isolate H15 mitochondrion, partial genome Echinococcus gr. 666 566 100% 1e-156 100.00% 13307 PX9088391
Echinococcu: I isolate E4 mitochondrion, partial genome Echinococcus gr. 566 566 100% 1e-156 100.00% 13307 PXS9088281
Echi I hapl bTB11 NADH dehydrogenase subunit 5 (ND5) gene, partial cds; mitochon... Echinococcus gr... 566 566 100% 1e-156 100.00% 683 MN270011.1
Echi I clone OU20 mitochondrion, partial genome Echinococcus gr... 566 566 100% 1e-156 100.00% 13307 MG672274.1
Echinoc: clone V8 mitochondrion, partial genome Echinococcus gr. 566 566 100% 1e-156 100.00% 13307 MGE72130.1
Echinoc: isolate Arm30 mitochondrion, partial genome Echinococcus gr. 566 566 100% 1e-156 100.00% 13307 PX9088131
Echinococcu: I clone IR13 mitochondrion, partial genome Echinococcus gr. 566 566 100% 1e-156 100.00% 13307 MG672232 1
Echinococcus granulosus clone B20 mitochondrien. partial genome Echinococcus gr. 566 566 100% 1e-156 100.00% 13307 MG672257 1
Echinococcus aranulosus isolate A1 NADH dehvdrogenase subunit 5 (ND5) gene. partial cds: mitochondrial Echinococcus ar... 566 566 100% 1e-156 100.00% 627 MW835719.1
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ANEXO 7. Evaluacion de la sensibilidad, reproducibilidad y eficiencia de la PCR en tiempo real (QPCR) mediante curva estandar para la deteccion de

Echinococcus spp. en muestras biologicas

g Given Conc Calc C_onc Variacion Rep. Ct Rep.
No. Concentracion Type Resultado Ct (p_ara3|to_s- (p_ara3|to_s- (%) Rep. Ct Std. Calc.
equiv/reaction) | equiv/reaction) Dev. Conc.
1 NTC Unknown | Negativo
2 NTC Unknown | Negativo
3 0.2 Standard | Negativo 0.2
4 0.2 Standard | Negativo 0.2
5 1.9 Standard | Positivo | 33.96 1.9 1.7 10.53% 34.05 0.13 1.65
6 1.9 Standard | Positivo | 34.14 1.9 1.6 15.79%
7 19 Standard | Positivo | 30.14 19 20 5.26% 30 0.20 21.35
8 19 Standard | Positivo | 29.86 19 22.7 19.47%
9 190 Standard | Positivo | 26.56 190 200 5.26% 26.62 0.08 193.6
10 190 Standard | Positivo | 26.67 190 187.2 1.47%
11 1900 Standard | Positivo | 23.18 1900 1765.5 7.08% 22.89 0.41 1917.55
19 1900 Standard | Positivo 22.6 1900 2069.6 8.93%
20 19000 Standard | Positivo | 19.46 19000 19351.4 1.85% 195 0.06 18915.45
21 19000 Standard | Positivo | 19.54 19000 18479.5 2.74%
22 190000 Standard | Positivo | 16.04 190000 175224.2 7.78% 16.07 0.04 171977.65
23 190000 Standard | Positivo | 16.10 190000 168731.1 11.19%
28 F.hepatica Unknown | Negativo
29 F.hepatica Unknown | Negativo 0
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ANEXO 8. MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: Estandarizacion de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real para la deteccion de Echinococcus spp. en ganado vacuno Bos taurus. Ayacucho, 2024
PERSONAL INVESTIGADOR: Zuli Palomino Naupas

TiTuLO PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLES METODOLOGIA
Estandarizacién La hidatidosis o | GENERAL GENERAL La Equinococosis quistica es | Variable independiente: Tipo de investigacion:
de Reaccion en | echinococosis  es | Estandarizary determinar la | Si se puede | producida por un céstodo, | Estandarizacién de la técnica de PCR en | Basica-experimental
Cadena de la|una enfermedad | eficiencia la técnica de PCR | estandarizar la | platelminto de cuerpo alargado | tiempo real.

Polimerasa en
Tiempo Real para
la deteccion de

Echinococcus
spp. en ganado
vacuno Bos

taurus. Ayacucho,
2024

parasitaria, de gran
impacto en la
economia y la salud

publica, generada
por los céstodos del
género

Echinococcus,
particularmente en
su estado larval o
metacéstodo. Es de
suma importancia
en la salud humana,
asi como la de
animales
domeésticos.

en tiempo real para la

deteccion de

Echinococccus  spp. en

ganado  vacuno  “Bos

taurus”.

ESPECIFICOS

e Obtener el ADN
genémico de
Echinococcus spp. a
partir de quistes

hidatidicos provenientes
de ganado vacuno “Bos
taurus”.

e Purificar el ADN
genémico de
Echinococcus spp.

proveniente de quistes
hidatidicos obtenidos de
ganado vacuno “Bos
taurus”.

e Estandarizar la técnica
de PCR en tiempo real
para la deteccion de
Echinococcus spp. a
partir de quistes
hidatidicos provenientes
de ganado vacuno “Bos
taurus”.

e Determinar la
reproducibilidad de la
PCR en tiempo real para
la deteccion de
Echinococcus spp. de
quiste hidatidicos
obtenidos de ganado
vacuno “Bos taurus”.

técnica de Reaccion
en Cadena de la

Polimerasa em
tiempo real para
detectar

Echinococcus spp.
en ganado vacuno
Bos taurus.
Ayacucho 2024.

ESPECIFICA

Los parametros de
estandarizacion de
la PCR en tiempo
real para la
deteccion de
Echinococcus spp.
en ganado vacuno,
Ayacucho 2024,
estan dadas en
funcién a la
concentracion  de
componentes para
la amplificacién de
esta prueba.

con forma de cinta, acelomados
cubiertos por un tegumento
especializado por donde ocurre
el intercambio de los nutrientes
y la eliminacion de los
desechos.

Generalmente necesitan de uno
o dos hospederos distintos para
completar su ciclo de vida. El
estadio adulto se encuentra
parasitando el tracto digestivo
de hospedadores definitivos,
que usualmente son
vertebrados, mientras que los
estadios larvarios seran
capaces de establecerse en
diversos 6rganos de los
hospedadores intermediarios.

Variable dependiente:
Deteccion de Echinococcus spp.

Disefio de Investigacion:
Experimental

Poblacién:

Estara conformada por todos los
quistes hidatidicos provenientes
del ganado vacuno beneficiados

en el camal de Carmen Alto,
Ayacucho.
Muestra:
Conformada por 25 quistes
hidatidicos provenientes de

ganado vacuno beneficiados en el
camal de Carmen Alto

Unidad experimental:
Muestras colectadas de ADN de
Echinococcus spp.

Analisis estadistico:

Los datos seran agrupados y
presentados en tablas,
expresados en registros
fotograficos y figuras que explican
mejor  los  hallazgos. Los
resultados seran  procesados
mediante el paquete de software
del Mic Real Time PCR Cycler
versién 2.12.
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FACULTAD DE
UNSC '1 CIENCIAS BIOLOGICAS

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

Bach. Zuli PALOMINO NAUPAS
RESOLUCION DECANAL N° 096-2026-UNSCH-FCB-D
En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia jueves nueve de julio del afio dos mil
veintiséis, se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, estando como presidente
encargado el Blgo. Tomas Yuret MIRANDA TOMASEVICH con Memorando N° 139-2026--UNSCH-FCB
con fecha nueve de julio del afio dos mil veintiséis; a su vez actuando como miembro jurado el Blgo.
Tomas Yuret MIRANDA TOMASEVICH con Memorando N° 096-2026--UNSCH-FCB-D, miembro jurado
la Dra. Kusi YARANGA PALOMINO con Memorando N° 096-2026--UNSCH-FCB-D, miembro jurado
Mg. Jime Jack RIVERA VILLAR con Memorando N° 096-2026--UNSCH-FCB-D, miembro asesor el Dr.
José ALARCON GUERRERO con Memorando N° 096-2026--UNSCH-FCB-D; actuando como secretario
docente encargado la Blga. Betsy Rocio AGUILAR ATME con Memorando N° 137-2026—UNSCH (IN)
— FCB, para presenciar la sustentacion de tesis titulada Estandarizacién de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real para la deteccién de Echinococcus spp. en ganado vacuno Bos taurus.
Ayacucho, 2024, presentado por la Bachiller Zuli PALOMINO NAUPAS; el presidente luego de verificar
la documentacion que da fe al acto académico, indica al secretario docente encargado dar lectura,
seguidamente informa a la sustentante que cuenta con un tiempo maximo de cuarenta y cinco
minutos tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia,
luego indico a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con sus preguntas, observacionesy
sugerencias, luego se invitd a abandonar el auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas para que
el Jurado evaluador pueda realizar la deliberacién correspondiente tal como se refleja a
continuacioén:

Miembros del Jurado Evaluador Exposiciéon Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Tomas Yuret MIRANDA TOMASEVICH 18 18 18
Dra. Kusi YARANGA PALOMINO 16 17 17
Mg. Jime Jack RIVERA VILLAR 18 18 18
PROMEDIO 18

La sustentante alcanzé el promedio de 18. El presidente invitd a ingresar a la sustentante y publico
asistente al auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal
de Huamanga. El presidente dio a conocer los resultados, indicando de este modo que ha concluido
el presente acto académico firmando al pie de dicho documento en sefial de conformidad, siendo
las seis de la noche.

. Kuki YARANGA PALOMINO
Miembro - Jurado

Mg. Jithe ERA VILLAR
Miembro - Jurado

Secretario Docente (e)
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