Caracterización de antígenos de Echinococcus granulosus de origen porcino utilizando SDS-PAGE y Western Blot
Antigens characterization of  Echinococcus granulosus of pigs using SDS-PAGE and Western Blot

INTRODUCCIÓN: La hidatidosis, una zoonosis endémica en la Patagonia Argentina, es causada por el parásito Echinococcus granulosus sensu lato. Existen al menos 10 genotipos del parásito que originan diferencias en la especificidad de hospedador intermediario (HI), el ciclo biológico, la antigenicidad, etc. El líquido hidatídico (LH), fuente principal de antígenos para uso diagnóstico, contiene una mezcla compleja de proteínas que provienen del HI y del parásito. Los componentes principales son el antígeno (Ag) 5 y el Ag B. Se han descripto importantes diferencias en la secuencia de aminoácidos del Ag B provenientes de diferentes genotipos y HI. Los LH utilizados en las pruebas diagnósticas son generalmente de origen ovino o bovino. En la provincia de Neuquén, los porcinos (Sus scrofa) intervienen como reservorios de E. granulosus sensu lato. Sin embargo, no se han identificado los antígenos presentes en los LH de origen porcino. 
Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) identificar las fracciones de proteínas de LH provenientes de porcinos de la provincia de Neuquén, durante el período 2005-2012 y 2) evaluar su antigenicidad frente a sueros de humanos con hidatidosis confirmada.
MATERIALES Y MÉTODOS: El trabajo se realizó en la provincia de Neuquén, Argentina, entre junio de 2005 y julio de 2012. En este estudio se aplicó un diseño prospectivo, descriptivo y observacional. Se estudiaron 35 quistes hidatídicos (QH) de porcinos faenados en mataderos locales, bajo control veterinario. Se incluyeron QH de aspecto hialino y se excluyeron los QH calcificados. 
Se evaluó la localización, la fertilidad (presencia de protoescólices) y la viabilidad (por coloración con Azul Tripán 0.5%). El genotipo se determinó mediante la amplificación por PCR y posterior secuenciación del gen mitocondrial de la subunidad 1 de citocromo oxidasa.
La concentración de proteínas en el LH, obtenido por punción estéril del QH y centrifugación, se determinó por métodos convencionales. Para obtener las fracciones de proteínas se realizó electroforesis (SDS-PAGE) en medios reductores y luego se colorearon con Coomasie. La determinación de la antigenicidad, definida como la presencia de antígenos en el LH que se unen con un determinado anticuerpo, se realizó mediante Western blot. Las fracciones proteicas obtenidas fueron transferidas a membranas de PVDF y luego enfrentadas a sueros de humanos con hidatidosis confirmada y sin hidatidosis. La caracterización de las bandas se realizó por comparación con patrones de peso molecular para proteínas.
Para el análisis de los datos se utilizó el paquete estadístico SPSS® versión 17.0, utilizando el método de χ2 con un nivel de significancia de p<0.05. 
RESULTADOS: Los QH de porcinos analizados correspondieron al genotipo G7 y el 100% fueron de localización hepática. La fertilidad fue 94.3% (33/35) y la viabilidad promedio fue 77.54% ± 30.35 (Rango 0-100). El fraccionamiento de las proteínas del LH por SDS-PAGE mostró 17 bandas, siendo las de mayor intensidad las correspondientes a 8/10, 18, 25, 37, 54, 66, 75, 88, 132, 148 y 165 kDa. Los LH de origen porcino genotipo G7 presentaron 16 bandas de antígenos frente a suero de humanos con hidatidosis. Las principales bandas correspondieron a 8/10, 13, 18, 33, 37, 66, 88, 107, 150, 165 y 230 kDa. 
DISCUSIÓN: El suero de pacientes con hidatidosis reconoció la presencia de epitopes antigénicos dominantes presentes en el LH. Se identificaron bandas correspondientes a Ag B y Ag 5. Este perfil mostró diferencias con el descripto con LH provenientes de ovinos, bovinos, caprinos, camellos y caballos. Resulta importante entonces estandarizar los métodos inmunológicos, especialmente en lo referente a la fuente antigénica. Las posibles diferencias ocasionadas por el origen del LH utilizado deberían evaluarse en la interpretación de los estudios serológicos para diagnóstico de hidatidosis.
PALABRAS CLAVES: Echinococcus granulosus, antígeno, porcino, líquido hidatídico.
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