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RESUMEN

La equinococosis quistica (EQ) o hidatidosis es una zoonosis desatendida que afecta
principalmente regiones ganaderas, causando importantes problemas de salud y pérdidas
econdmicas. La incidencia anual promedio de EQ en humanos de Argentina en el afio 2018 fue de
0,7/100.000 habitantes, mientras que en Neuquén fue 6,18/100.000 habitantes, a pesar que la
provincia se encuentra bajo un programa de control de EQ desde hace 50 afios.

La EQ es causada por el complejo de especies y genotipos de Echinococcus granulosus
sensu lato, que incluye cuatro especies: Echinococcus granulosus sensu stricto genotipos G1y G3;
Echinococcus equinus G4; Echinococcus ortleppi G5; y Echinococcus canadensis G6, G7, G8 y G10.
Los genotipos presentan diferencias en la especificidad del hospedador, distribucién geografica,
morfologia, biologia del desarrollo, infectividad en humanos, antigenicidad, sensibilidad a los
farmacos y patogenicidad. Hasta el momento, en Neuquén se han descripto los genotipos G1, G3,
G6y G7 en ganado, asicomo G1y G6 en humanos. La diversidad de genotipos en ganado es mayor
que la encontrada hasta ahora en humanos de Neuquén, sugiriendo que mds genotipos podrian
causar hidatidosis humana esta regién. Existen escasos reportes que relacionen el genotipo del
quiste hidatidico (QH) con las caracteristicas biolégicas de los quistes y aspectos clinicos en
humanos.

Teniendo en cuenta lo descripto, el objetivo general del presente trabajo de tesis fue
evaluar la variabilidad genética y fenotipica de especies y genotipos de E. granulosus sensu lato
en hospedadores intermediarios (HI) y humanos de la provincia de Neuquén, Argentina.

El presente trabajo de tesis se dividid en tres estudios. En el estudio 1 se realizé la
caracterizacion molecular y bioldgica de 81 QH de caprinos, ovinos, bovinos y porcinos de
Neuquén. Se demostrd la presencia de los genotipos G1, G6 y G7, y que existen diferencias
fenotipicas de acuerdo al genotipo entre los quistes de los distintos HI. Se evalud la
microdiversidad genética del gen parcial de cox1 de E. granulosus sensu lato y se encontrd
relacion haplotipo-localizacidon anatdmica en el ganado ovino: G1 original-localizacién hepatica;
G1lngnB-localizacién pulmonar.

En el estudio 2 se realizé la caracterizacion molecular, biolégica y clinica de QH humanos
de Neuquén. Se genotipificaron 149 QH de 108 pacientes y se demostré la presencia de los
genotipos G1, G3, G6 y G7, distribuidos de manera heterogénea en la provincia. Se describié por
primera vez en Argentina un humano infectado con G3. Este estudio es el primer reporte en las
Américas en describir una infeccion humana con E. canadensis G7 y el segundo reporte a nivel
mundial en describir una coinfeccidon con dos especies y genotipos diferentes (G1 y G7) de E.
granulosus sensu lato en humanos. Se evalud la microdiversidad genética de los haplotipos del
gen completo de cox1 de E. granulosus sensu lato en quistes humanos y se describieron por
primera vez tres haplotipos de E. granulosus sensu stricto y cinco haplotipos de E. canadensis.
Existen ciclos simultdneos y activos de varias especies y genotipos de E. granulosus sensu lato en
Neuquén, todos infectivos para el hombre, siendo el ganado ovino reservorio de G1, el ganado
caprino de G6 y el ganado porcino de G7. Se evalué la relacién entre el genotipo de QH humanos
y distintas caracteristicas clinicas del paciente y de los QH. Los resultados mdas relevantes
demostraron que existe asociacion entre G1 y localizacion hepatica, y G6 y localizacion pulmonar.



Ademas, en QH hepaticos se observé relacidon entre G1 y estadio activo del QH, y G6 y estadio
inactivo del QH.

En el estudio 3 se analizaron los aspectos inmunoldgicos de la infeccion por E. granulosus
sensu lato en humanos. Se evalud la sensibilidad de tres tests seroldgicos comerciales: ELISA IgG,
test inmunocromatografico rdpido (TIR) y hemoaglutinacién indirecta (HAI). TIR y ELISA 1gG
presentaron mayor sensibilidad que HAI para la deteccion de anticuerpos contra E. granulosus
sensu lato en muestras de suero humano. La respuesta inmune de los pacientes se evalud
mediante los tests TIR y ELISA IgG en relacion a diferentes variables, y se observé que estaba
afectada por el tamafiio de los QH, el estadio de los quistes hepaticos y por la cantidad de QH por
paciente. Los perfiles proteicos de los liquidos hidatidicos (LH) provenientes de ganado y humanos
de Neuquén, presentaron diferencias relacionadas con el tipo de hospedador, genotipo,
localizacion y fertilidad de los QH. Se evalud la composicidn antigénica del LH proveniente de QH
de distintos HI y humanos enfrentando el perfil proteico del LH con sueros de pacientes con
hidatidosis confirmada, teniendo en cuenta el genotipo del QH con el cual estaban infectados
estos pacientes. Se observaron diferencias en la composicién antigénica del LH de distintos Hl y
humanos, atribuidas a las diferencias de Hl, genotipo y fertilidad del QH y al genotipo del suero
del paciente. El antigeno B estaba presente en la mayoria de los LH analizados pero con
diferencias en la cantidad de bandas antigénicas, sugiriendo que podria ser utilizado para el
inmunodiagndstico de hidatidosis humana.

Los resultados obtenidos permiten concluir que existe importante variabilidad genética 'y
fenotipica entre las especies y genotipos de E. granulosus sensu lato en los distintos HI y humanos
presentes en la provincia de Neuquén. Los conocimientos generados permiten una mejor
comprensién de la transmisidn de la EQ, la biologia del parasito, los genotipos presentes en los
distintos HI y humanos y su distribucidon geografica, los aspectos clinicos e inmunoldgicos de la
infeccion. Estos conocimientos resultan de gran utilidad para ser aplicados al disefio de nuevas
estrategias en el programa de control de hidatidosis de Neuquén, mdas adaptados a las
caracteristicas bioldgicas de las especies y genotipos de E. granulosus sensu lato presentes en
Neuquén, con el fin de optimizar el control y la vigilancia de la enfermedad en la provincia.
Ademas, estos conocimientos podrian servir para revisar las indicaciones actuales sobre el
diagndstico y manejo de los pacientes con EQ a nivel provincial. La aplicacion de medidas mas
eficientes contribuira a disminuir la endemicidad de la EQ y por lo tanto mejorar la salud de la
poblacién.



ABSTRACT

Cystic echinococcosis (CE) or hydatidosis is a neglected zoonosis that mainly affects
livestock regions, causing significant health problems and economic losses. The main annual
incidence of CE in humans in Argentina in 2018 was 0.7/100,000 inhabitants, while in
Neuquén it was 6.18/100,000 inhabitants, despite the fact that the province has been under
a CE control program during the last 50 years.

CE is caused by the Echinococcus granulosus sensu lato complex, which includes four
species: Echinococcus granulosus sensu stricto genotype G1 and G3; Echinococcus equinus
G4; Echinococcus ortleppi G5; and Echinococcus canadensis G6, G7, G8 and G10. Genotypes
differ in host specificity, geographic distribution, morphology, developmental biology,
infectivity to humans, antigenicity, drug sensitivity, and pathogenicity. Up to the present,
genotypes G1, G3, G6 and G7 have been described in livestock, whereas only G1 and G6 in
humans from Neuquén. The diversity of genotypes in livestock is greater than that found to
date in humans in Neuquén, suggesting that more genotypes could also cause human CE in
this region. There are few reports that relate the genotype of the hydatid cyst with the
biological characteristics of the cysts and the clinical aspects in humans.

Taking into account what has been described, the general objective of this thesis
work was to evaluate the genetic and phenotypic variability of species and genotypes of E.
granulosus sensu lato in intermediate hosts (IH) and humans from the province of Neuquén,
Argentina.

The present thesis work was divided into three studies. In study 1, the molecular and
biological characterization of 81 cysts of goats, sheep, cattle and pigs from Neuquén was
carried out. The presence of the G1, G6 and G7 genotypes and phenotypic differences
according to the genotype between the cysts of the different IH was demonstrate. The
genetic microdiversity of the E. granulosus sensu lato cox1 partial gene was evaluated and
haplotype-anatomical location relationship was found in sheep: original G1-hepatic
location; G1ngnB-pulmonary location.

In study 2, the molecular, biological and clinical characterization of human cysts from
Neuquén was carried out. One hundred and forty-nine cysts were genotyped from 108
patients. The G1, G3, G6 and G7 genotypes were identified among human cysts, showing
an heterogeneous geographical distribution. A human infected with G3 was described for
the first time in Argentina. This study is the first report in the Americas that describes a
human infection with E. canadensis G7 and the second report worldwide about a co-
infection with two different species and genotypes (G1 and G7) of E. granulosus sensu lato
in humans. Genetic microdiversity of E. granulosus sensu lato coxl complete gene
haplotypes was evaluated in human cysts and three E. granulosus sensu stricto haplotypes
and five E. canadensis haplotypes were described for the first time. There are simultaneous
and active cycles of several species and genotypes of E. granulosus sensu lato in Neuquén,
all infective for humans, with sheep being the reservoir for G1, goats for G6 and swine for
G7. The relationship between the human cysts genotype and different clinical
characteristics of the patient and the cysts was evaluated. The most relevant results showed



that there is association between G1 and liver location, and G6 and lung location.
Furthermore, in hepatic cysts, a relationship was observed between G1 and the active stage
of cysts, and G6 and the inactive stage of cysts.

In Study 3, the immunological aspects of infection by E. granulosus sensu lato in
humans were analyzed. The sensitivity of three commercial serological tests was evaluated:
ELISA IgG, rapid immunochromatographic test (RIT) and indirect hemagglutination (IHa). RIT
and ELISA 1gG showed greater sensitivity than IHa for the detection of antibodies against E.
granulosus sensu lato in human serum samples. The immune response of the patients was
evaluated using the RIT and ELISA IgG tests in relation to different variables, and it was
observed that it was affected by the size of the cyst, the stage in liver cysts and by the
amount of cysts per patient. The protein profiles of hydatid fluids (HF) from livestock and
humans from Neuquén showed differences related to the type of host, genotype, location
and fertility of the cysts. The antigenic composition of the HF from the cysts of different IH
and humans was evaluated by confronting the protein profile of the HF with sera from
patients with confirmed hydatidosis, taking into account the genotype of the cysts with
which these patients were infected. Differences in the antigenic composition of the HF of
different IH and humans were observed, attributed to differences in IH, genotype and
fertility of cyst and the genotype of the cyst that infected patients. Antigen B was present
in most of the HF analyzed but with differences in the amount of antigenic bands, suggesting
that it could be used for the immunodiagnosis of human hydatidosis.

The obtained results allow to conclude that there is significant genetic and
phenotypic variability between the species and genotypes of E. granulosus sensu lato in the
different IH and humans present in the province of Neuquén. The generated knowledge
allows a better understanding of the transmission of CE, the biology of the parasite, the
genotypes present in the different IH and humans and their geographical distribution, as
well as the clinical and immunological aspects of the infection. This knowledge is very useful
to be applied in the design of new strategies in the Neuquén hydatidosis control program,
more adapted to the biological characteristics of the species and genotypes of E. granulosus
sensu lato present in this region, in order to optimize control and surveillance of the disease
in the province. Furthermore, this knowledge could be useful to review current
recommendations on the diagnosis and management of patients with CE at provincial level.
The implementation of more efficient measures will help to reduce CE endemicity and
therefore improve the health of the population.
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RZ: coeficiente de regresion lineal

SDS: dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: electroforesis en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio

TA: temperatura ambiente

Taq polimerasa: ADN polimerasa de Thermus
aquaticus

TBE: Tris- borico EDTA

TBS: buffer Tris salino



TGF-B: factor de crecimiento transformante
beta

TH: linfocito T helper

TIR: test inmunocromatografico rapido
TNF-au: factor de necrosis tumoral alfa
Treg: linfocitos T reguladores

V: voltios

X: promedio

Xx°: prueba de chi-cuadrado
Mg: microgramos

pl: microlitros

KM: micromolar

n: diversidad nucleotidica
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1. INTRODUCCION
1.1. El parasito

Echinococcus (Rudolphi, 1801) es un endoparasito de distribucion cosmopolita que
pertenece a la clase Cestoda, del phylum Platyhelminthes (Figura 1). El género Echinococcus
es un grupo monofilético de especies que tiene un ciclo de vida indirecto de dos
hospedadores, en el que el adulto (de pequefio tamafio) que se reproduce sexualmente es

hermafrodita y la larva o metacestodo, prolifera asexualmente.

Phylum PLATYHELMINTES.
Clase CESTODA (Rudolphi 1804).
Subclase EUCESTODA Southwell, 1930.
Orden CYCLOPHYLLIDEA Beneden in Braun, 1900.
Familia TAENIIDAE Ludwig, 1886.
Género Echinococcus Rudolphi, 1801.
Especies:

Echinococcus granulosus (Batsch 1786) Rudolphi, 1801.
Echinococcus multilocularis Leuckart, 1863.
Echinococcus oligarthrus Diesing, 1863.
Echinococcus vogeli Rausch y Bernstein, 1972.
Echinococcus shiquicus Xiao et al., 2005.

Figura 1. Clasificacion taxondmica del género Echinococcus.

Los hospedadores definitivos (HD) son carnivoros, usualmente canidos o félidos. Los
HD adquieren la infeccidén por comer visceras crudas de herbivoros u omnivoros, que actian
como hospedadores intermediarios (HI). Los humanos actian como hospedadores sin
salida. En los HI y en los humanos la infeccidén se conoce como echinococcosis quistica (EQ)
o hidatidosis.

La taxonomia del género Echinococcus es actualmente motivo de controversia y se
encuentra en permanente revision debido al descubrimiento de nuevas especies y a la gran
variabilidad intraespecifica que presenta E. granulosus (Tappe et al., 2010). Hasta hace poco
tiempo se reconocian cuatro especies dentro del género Echinococcus: E. granulosus,

causante de la echinococcosis quistica; E. multilocularis, causante de la echinococcosis
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alveolar; E. vogeli y E. oligarthrus, causantes de la echinococcosis poliquistica. En el afio
2005 Xiao et al. describieron una nueva especie de Echinococcus en mamiferos del Tibet
(Ochotona curzoniae) y zorros (Culpes ferrilata), a la que denominaron E. shiquicus (Xiao et
al., 2005). Sin embargo, se considera una especie hermana de E. multilocularis (Lymbery,
2017).

Estudios filogenéticos recientes, basados en la secuencia nucleotidica de genes de
proteinas nucleares y la secuencia de todos los genes mitocondriales, revelaron que E.
granulosus comprende varias especies definidas inicialmente de manera incorrecta, que
han sido diferenciadas como genotipos de acuerdo al HI al que mostraban mejor
adaptacion, tal como se discute mas adelante en el item 1.3. (Romig et al., 2015). Se ha
adoptado la terminologia de E. granulosus sensu lato como término general que agrupa a

todas las especies y genotipos de E. granulosus (Spickler, 2011).

1.2. Morfologia y ciclo biolégico de E. granulosus sensu lato

El parasito E. granulosus sensu lato es un tipico cestodo-tenia que requiere de dos
hospedadores mamiferos para completar el ciclo de vida: un HD carnivoro en cuyo intestino
se desarrolla el cestodo adulto, y un HI herbivoro u omnivoro en el cudl se desarrolla el

metacestodo, usualmente en las visceras.

1.2.1. Morfologia del estadio adulto

Los pequefios adultos del parasito (miden como maximo 7 mm) poseen un drgano
especializado de fijacidn, el escélex, que presenta rostelo con una doble corona de ganchos
alternados entre grandes y pequefiios, y cuatro ventosas musculares. El cuello, una regién
estrecha, separa el escélex del resto del cuerpo, estrébila, que es segmentado y consta de
varias unidades reproductivas (proglétides) (Thompson, 2017) (Figura 2). Estos proglétides
presentan diferentes estadios de maduracién: inmadura, madura y gravida. Tras la
fecundacién del parasito, que generalmente se lleva a cabo por autofecundacion (Haag et
al., 1999), se producen los huevos en el interior del Ultimo y/o penultimo proglétide

(gravido) que se desprende del resto de los proglétides del adulto.
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100 um B

Figura 2. E. granulosus sensu lato adulto. A: escélex; B: estrdbila; C: proglétide.

1.2.2. Morfologia del huevo

El tamafio de los huevos varia entre 30-50 um y entre 22-44 um en sus dos
diametros. El embrioforo es la capa principal que brinda proteccion fisica al embrién u
oncosfera (Figura 3), ya que la capa vitelina (envoltura externa) y la capsula se eliminan
pasivamente del huevo antes de que se libere. El embridforo es relativamente grueso e
impermeable (Morseth, 1965; Swiderski, 1983). Los huevos son extremadamente
resistentes, lo que les permite soportar una amplia gama de temperaturas ambientales

durante muchos meses (Sanchez Thevenet et al., 2005).

Cépsula

Gancho Capa vitelina

Embriéforo

Célula muscular
Capa granular

Oncosfera
Célula germinal
Capa Célula glandular
oncosferal

Figura 3. Esquema de la estructura del huevo de E. granulosus sensu lato (Fuente:
Thompson, 2017).
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La oncosfera, también llamada embridn hexacanto por poseer seis ganchos, posee
en su interior un conjunto de células germinales, musculares y glandulares. La estructura
compleja de la oncosfera le permite evadir la respuesta del sistema inmune del HI para
establecerse y transformarse en quiste (Swiderski, 1983). Los ganchos de la oncosfera estan
asociados a un sistema muscular complejo que les permite cortar el epitelio intestinal del

HI para penetrar en el tejido.

1.2.3. Morfologia del metacestodo

El metacestodo o quiste hidatidico (QH) completamente desarrollado de E.
granulosus sensu lato es tipicamente unilocular, de forma subesférica y lleno de liquido
(Thompson, 1995). El quiste consiste en una capa germinal o nucleada interna rodeada
externamente por una capa laminada acelular, elastica y resistente, de espesor variable. El
QH se encuentra rodeado por una capa adventicia fibrosa producida por la respuesta
inmune del hospedador (Figura 4). Tipicamente, E. granulosus sensu lato produce un quiste
unilocular de una sola camara en el cual el crecimiento es expansivo por agrandamiento
concéntrico. La proliferacion asexual de la capa germinal y la formacién de vesiculas hijas
se lleva a cabo de manera totalmente enddgena. Se pueden formar dentro del QH camaras
secundarias, parcialmente separadas por tabiques incompletos, que se comunican con la
cavidad central (Vanek, 1980). En algunos hospedadores, particularmente en humanos,
donde pueden desarrollarse quistes inusualmente grandes, pueden formarse quistes hijos
dentro del quiste primario (Thompson, 2001; Moro & Schantz, 2009).

La capa germinal tiene la capacidad de proliferar de manera asexual, lo que da lugar
a la formacidn de las cdpsulas proligeras, donde se lleva a cabo la producciéon de numerosos
protoescélices (PSC). La formacion de PSC es asincronica, por lo que en una misma capsula
proligera pueden encontrarse al mismo tiempo PSC en diferentes estadios de desarrollo
(Thompson, 1995; Diaz et al., 2011b).

La capa laminar ayuda al soporte del quiste y permite que se desarrolle una tensién
intraquistica considerable. Es un complejo de carbohidratos y glucoproteinas de mucina

altamente glicosiladas (Kilejian & Schwabe, 1971). Es una interfaz destacada y especializada
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en el HI que proporciona una barrera fisicoquimica con aparente multifuncionalidad (Diaz
et al., 2011a, b; Thompson & Jenkins, 2014). El papel de la capa laminar parece ser de
proteccién al modular la interfaz hospedador-parasito, ya que la supervivencia del quiste
depende de su integridad (Gottstein et al., 2002; Stadelmann et al., 2010). Puede proteger
al quiste del ataque inmunoldgico al ofrecer una barrera inmunoldgicamente inerte que
impide el acceso a las células de defensa del hospedador. Sin embargo, las
inmunoglobulinas pueden pasar a través de la capa laminada, pero la capacidad de regular
la penetracion de macromoléculas en el quiste parece ser una funcidn de la capa germinal

mas que la laminar (Coltorti & Varela-Diaz, 1974; Thompson 2017).

— — —
Tejido del hospedador —

_ ici

= Membrana adventicia E. granulosus

- Membrana laminar

f—" Membrana germinal

Figura 4. Metacestodo. A) esquema del quiste hidatidico. a-d) estadios de desarrollo de los
protoescélices y capsulas proligeras; e) vesiculas hijas (Fuente: Thompson & Jenkins, 2014).
B) quiste hidatidico de origen caprino, unilocular, hialino de 10,4 cm de diametro.
(Fotografia tomada en el presente trabajo de tesis).

La capa adventicia es el producto de una reaccidn inflamatoria celular del HI en
estadios tempranos luego del desarrollo postoncoferal (Cameron & Webster, 1969; Smyth
& Heath, 1970; Slais & Vanek, 1980). La intensidad inicial de esta reaccidn varia entre los Hl
y define el destino del metacestodo en desarrollo. Si la reacciéon es demasiado intensa
causara la degeneracion y la muerte final del pardsito, mientras que en los Hl adecuados la
reaccion inicial se resuelve, dejando una capa fibrosa. La ultima situacién es comun cuando

ha evolucionado una relacién estable entre el hospedador y el parasito (Rausch, 1997). La
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formacion de la capa fibrosa adventicia contribuye al control del HI sobre el crecimiento de
los QH (Gottstein et al., 2017).

Los PSC, las formas infectivas para el HD, van a dar origen al pardsito adulto. Los PSC
completamente desarrollados se caracterizan por un escélex invaginado con ganchos y
ventosas, y un cuerpo con numerosos corpusculos calcareos (Figura 5). Los PSC de E.
granulosus sensu lato muestran un notable grado de morfogénesis heterogénea, con la
habilidad de desarrollarse en una direccién vesicular o estrobilar. El desarrollo vesicular se
produce cuando un PSC que escapa de un QH puede desarrollar un nuevo QH en el mismo
hospedador. Esto puede suceder cuando se produce la ruptura de un QH de manera
espontanea, por un traumatismo o provocada en forma accidental en una intervencion
quirurgica. Los PSC liberados pueden desarrollar un nuevo metacestodo, dando lugar a una
hidatidosis secundaria que puede presentar distintas localizaciones. Si en lugar de una
ruptura, el PSC es ingerido por el HD adecuado se convertira en un adulto (Thompson, 1995;

Cucheretal., 2011).

Figura 5. Protoescolices con corona de ganchos y corpusculos calcareos. Microfotografia
(400x) tomada en el presente trabajo de tesis.

El liquido hidatidico (LH) es una mezcla biolégica compleja de varios compuestos
solubles, como glicoproteinas, lipoproteinas, hidratos de carbono y sales minerales, e
incluye tanto moléculas del hospedador como macromoléculas del parasito (Mohammed
et al., 2018). En el LH se ha descripto la presencia de proteinas séricas del Hl, incluyendo
albumina, hemoglobina e inmunoglobulinas. El mecanismo de transporte de las proteinas

del hospedador hacia el interior del metacestodo no se conoce totalmente. Se propone que
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podria ser por difusion a través de las capas, por endocitosis tegumental y/o por

mecanismos de transporte especializados (Coltorti & Varela-Diaz, 1974; Thompson, 2017).

1.2.4. Ciclo biolégico de Echinococcus granulosus sensu lato

El pardsito presenta un ciclo de vida indirecto, dado que requiere de dos
hospedadores para poder completarlo (Thompson, 1995). El HD es un animal carnivoro,
generalmente el perro, zorro u otros canidos, que aloja en su intestino delgado a la forma
adulta del pardsito, mientras que el HI es un animal herbivoro u omnivoro, incluyendo
ungulados domésticos (oveja, vaca, cerdo, caballo, camello, cabra) que aloja en sus visceras

a la forma larvaria o metacestodo (Figura 6).

Admare al ilesing

i

o Adulto en el intesting " -
9 deigasn
e
Profoescibex
del quisle
Ingus:n‘:n dhal quistel

{en dm; anos) Hospedador definitivo

{peros y otro canidos)

| i
) ] -
EI eschlex se 0 hittp: it dpd ede. gowldpdx
e e

Hospedador intermedianio
(borrego, cabra,  lingestion de huevos

Hue\-us
embrionados
cerdo, etc.) {en heces) on heces

A\ = Estatio infectante
La oncosfera eclosiona
. . penetrando en ks pared a = Estadio diagndstico
Quiste hidatidico en higasdo, antestinal P B

pulmones, abe.

Figura 6. Ciclo biolégico de E. granulosus sensu lato: 1) parasito adulto; 2) huevo
embrionado; 3) oncosfera; 4) quiste; 5) protoescélex; 6) protoescélex evaginado. En el
humano: 3) oncosfera liberada en el intestino; 4) quistes en distintos érganos (higado,
pulmon, hueso, pancreas, corazon, cerebro) (Fuente:
https://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html).

El adulto de E. granulosus sensu lato es hermafrodita segmentado en el que cada

segmento presenta érganos sexuales masculinos y femeninos. La madurez sexual del adulto
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se alcanza en el Ultimo y/o penultimo proglétide gravido a las 4 o 5 semanas post infeccion,
produciendo huevos que se liberan al ambiente junto a las heces del HD. El HI se infecta por
exposicién oral a huevos que contengan la oncosfera, por ejemplo cuando ingiere alimentos
0 agua contaminada con los huevos del parasito. Una vez que el huevo es ingerido por el
HI, se libera la oncosfera por accion de las secreciones gdstricas que disuelven el
embriéforo. La oncosfera se activa por acciéon del cambio de pH y secreciones en el
intestino. Luego, la oncosfera penetra el epitelio intestinal y la [dmina propia por medio de
sus ganchos moéviles y secreciones de las glandulas de penetracion. Una vez que se
encuentra en la submucosa del intestino, la oncosfera alcanza los capilares sanguineos y
luego es transportada pasivamente por la circulacién del sistema portal hepatico del Hl
hacia el higado (Heath, 1971; Brehm & Koziol, 2017). Algunas oncosferas son retenidas en
este primer érgano de impacto, mientras que otras llegan a los pulmones, y unas pocas son
transportadas a otros érganos, tales como rifiones, bazo, huesos, cerebro, etc. Tras
establecerse en el drgano blanco, la oncosfera da origen al estadio larvario, metacestodo.
Aproximadamente cinco dias luego de la ingestion de la oncosfera, el metacestodo es una
pequena vesicula de 60 a 70 um de diametro (Eckert & Deplazes, 2004).

Cuando el metacestodo alcanza la fertilidad genera los PSC por reproduccion
asexuada. Cuando el HD ingiere visceras de animales infectados, los PSC se establecen en el
intestino delgado y se diferencian a adulto, cerrando asi el ciclo de vida del parasito. Es por
ello que si bien el humano podria actuar como HI alojando al metacestodo en sus visceras,
se considera un “hospedador sin salida”. Un hospedador sin salida no puede participar en
el ciclo de vida porque esta fuera del rango de presas de los HD (Romig et al., 2017).

El ciclo de vida puede ser doméstico o silvestre. El término “ciclo de vida doméstico”
se utiliza cuando los perros domésticos y el ganado son las principales especies
hospedadoras, aunque los animales salvajes podrian contribuir de manera marginal a la
transmisién. “Ciclo de vida silvestre” significa que la transmisidn es principalmente
mantenida por mamiferos salvajes, sin la participacién esencial de especies domésticas

(Romig et al., 2017).
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1.3. Especies y genotipos de Echinococcus granulosus sensu lato

Como se comentd previamente, con el nombre de E. granulosus sensu lato se
engloban varias especies, algunas no bien definidas todavia. Una caracteristica importante
de este complejo es el hecho de que comprende numerosas variantes intraespecificas que
presentan diferencias considerables a nivel genético. Inicialmente, se utilizdé el término
“cepa” para referirse a variantes intraespecificas descriptas a partir de las diferencias en la
especificidad del hospedador, la distribucién geogréfica, la morfologia, la biologia del
desarrollo, infectividad en humanos, la antigenicidad, la sensibilidad a los farmacos y la
patogenicidad (Thompson, 1986; Thompson & Lymbery, 1988, 1990; Thompson, 1995;
Thompson & McManus, 2001, 2002; Thompson, 2008). Estudios de genética molecular,
basados principalmente en la secuenciacién parcial del ADN mitocondrial, condujeron a la
nomenclatura "genotipo" para las variantes intraespecificas dentro de E. granulosus sensu
lato que presentan diferencias a nivel genémico: G1 (cepa oveja); G2 (cepa oveja de
Tasmania); G3 (cepa bufalo); G4 (cepa caballo); G5 (cepa vaca); G6 (cepa camello); G7 (cepa
cerdo); G8 (cepa ciervo americano); G9; y G10 (cepa ciervo europeo) (Bowles et al., 1992,
1994; Bowles & McManus, 1993; Scott et al., 1997; Lavikainen et al., 2003).

Hacia mediados de los 90, a partir de andlisis filogenéticos, de informacién
morfoldgica y de secuencia de ADN mitocondrial, se sugirié que E. granulosus sensu lato era
un grupo parafilético. Las primeras revisiones taxondmicas dividieron E. granulosus sensu
lato en cuatro especies: E. granulosus sensu stricto para G1, G2 y G3; E. equinus para G4; E.
ortleppi para G5; y E. canadensis para G6, G7, G8 y G10 (Thompson et al., 1995; Thompson
& McManus, 2002; Nakao et al., 2007).

Hattner et al. reportaron en 2008 la especie E. felidis originalmente descripta por
Ortlepp (1934, 1937) en Africa subsahariana. Actualmente esta especie se conoce por
presentar un ciclo de vida silvestre siendo los leones y las hienas manchadas los HD, y los
jabalies los HI. Esta especie forma un clado con su especie hermana E. granulosus sensu
stricto, formando parte del complejo E. granulosus sensu lato (Huttner et al., 2008, 2009).

El genotipo G9 fue descripto por Scott et al. (1997) en quistes procedentes de

humanos. Actualmente, no se considera un genotipo de E. granulosus sensu lato ya que se
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encontrd en estudios posteriores que no presentaba diferencias con el genotipo G7 (Kedra
et al., 1999).

Recientemente Kinkar et al. (2017) demostraron, mediante el andlisis del genoma
mitocondrial casi completo y tres genes nucleares, que los genotipos G1 y G3 pueden ser
tratados como una sola especie de E. granulosus sensu stricto. Concluyeron que los
genotipos G1 y G3 deben ser considerados como genotipos distintos cuando se realiza el
analisis de genes mitocondriales y recomendaron que G2 sea excluido de la lista de
genotipos debido a que no es un grupo monofilético, sino que pertenece a una variante de
G3.

En el ano 2016 Wassermann et al. describieron un nuevo genotipo (Gomo) €n un
humano en el sureste de Etiopia afiadiendo mayor complejidad a la taxonomia de
Echinococcus. Gomo Se encuentra relacionado con E. granulosus sensu stricto, pero su
posicion taxondmica es aun inconclusa.

Actualmente, el estatus de especie de los genotipos G6, G7, G8 y G10 de E.
granulosus sensu lato continda incierto. En base a estudios filogenéticos, sumados a las
caracteristicas bioldgicas, la especificidad de HI y los datos epidemioldgicos, se han
propuesto dos clasificaciones taxondmicas para estos 4 genotipos. La primer propuesta,
basada en el andlisis filogenético de genes mitocondriales, sugiere que los genotipos G6-
G10 deberian agruparse en una Unica especie denominada E. canadensis (Nakao et al.,
2007, 2013; Moks et al., 2008). Sin embargo, el genoma mitocondrial solamente revela el
linaje maternal de la historia evolutiva, que puede ser diferente a la evolucién de la especie.
Debido a este motivo se realizé una segunda propuesta basada en el analisis filogenético de
genes nucleares. Esta segunda hipdtesis propone que los genotipos G6 y G7 conformarian
la especie E. intermedius y los genotipos G8 y G10 conformarian la especie E. canadensis
(Thompson, 2008; Saarma et al., 2009; Laurimae et al., 2018) (Tabla 1). En relacidén a esta
segunda propuesta, Laurimae et al. (2018) plantean que se debe formular un nombre
distinto a E. intermedius para los genotipos G6/G7. Este nombre resulta confuso para la

nueva clasificacion debido a que en el aino 1943 Lopez-Neyra y Soler Planas describieron
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una especie llamada E. intermedius. Sin embargo, no describieron ningun HI y no se volvié

a encontrar ningun tipo de espécimen original para E. intermedius (Nakao et al., 2015).

genotipos G6 a G10.

En el presente trabajo de tesis se considerard que E. canadensis comprende a los

Tabla 1. Propuestas de clasificacion taxondmica del género Echinococcus

Clasificacion en base a genes

mitocondriales

Clasificacion en base a genes nucleares

Género: Echinococcus

Especies:

E. multilocularis

E. oligarthrus

E. vogeli

E. shiquicus

Complejo E. granulosus sensu lato
- E. granulosus sensu stricto (G1y

G3)

E. equinus (G4)

E. ortleppi (G5)

E. canadensis (G6, G7, G8 y G10)
E. felidis

Género: Echinococcus

Especies:

E. multilocularis

E. oligarthrus

E. vogeli

E. shiquicus

Complejo E. granulosus sensu lato
- E. granulosus sensu stricto (G1y

G3)

E. equinus (G4)

E. ortleppi (G5)

E. intermedius (G6y G7)

E. canadensis (G8 y G10)

E. felidis

1.3.1. Microdiversidad de los genotipos de Echinococcus granulosus sensu lato

La nomenclatura utilizada por Bowles et al. (1992) era muy importante en los 90

debido a que era una forma de diferenciar las variantes genéticas de E. granulosus sensu

lato que se conocian en ese momento. Sin embargo, actualmente estas designaciones son

insuficientes para describir la variabilidad intraespecifica de E. granulosus sensu lato, que
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ahora se sabe que es sustancialmente mayor de lo que se pensaba anteriormente (Nakao
et al. 2013; Romig et al. 2015).

Varios autores han identificado una variabilidad esencialmente mayor en la
secuencia parcial del gen mitocondrial cox1 que la descripta por Bowles et al. (1992). En el
ano 2002, Kamenetzky et al. encontraron que 10 aislamientos no tenian completa identidad
con el fragmento cox1 de 366 pb para el genotipo G1 y un aislamiento para el genotipo G7
descripto por Bowles et al. (1992). Estos aislamientos correspondian a seis variantes que
diferian en un nucledtido cada unay sélo en uno de estos casos el cambio de un nucledtido
producia un cambio de aminodcido (Kamenetzky et al., 2002). En la provincia de Neuquén,
se describieron cuatro variantes de E. granulosus sensu stricto G1, que diferian en un
nucleédtido cada una, que se denominaron G1ngnB, G1ngnC, GlngnD y G1ngnE (Soriano et
al., 2010; Soriano, 2011; Pierangeli, 2013).

El ADN mitocondrial carece de los aspectos aleatorios de la meiosis y la singamia que
afectan al ADN nuclear durante la reproduccién sexual, por lo cual las mutaciones
solamente explican la variedad genética del ADN mitocondrial que se observa a menudo en
las poblaciones animales. Las variaciones del ADN mitocondrial se conocen como
haplotipos, y se diferencian entre si por las mutaciones acumuladas desde la ultima vez que
se compartieron los ancestros femeninos. Debido al rapido ritmo de la evolucion del ADN
mitocondrial, muchos haplotipos diferentes suelen coexistir dentro de una especie. Las
secuencias de haplotipos pueden ser utilizadas para estimar las historias matrilineales de
individuos y poblaciones (Avise, 2008).

Existe una creciente evidencia de que el uso de secuencias mas largas del gen cox1
u otros genes permite la descripcién de la variabilidad intraespecifica de E. granulosus sensu
lato en una resolucidon mayor que la establecida por Bowles et al. (1992). La importancia de
conocer la microdiversidad de E. granulosus sensu lato reside en la posibilidad de que los
diferentes haplotipos puedan diferenciarse en distintas caracteristicas fenotipicas como la
especificidad por el hospedador e incluso pardmetros relacionados al diagndstico y
respuesta a vacunas. La variabilidad genética también tiene el potencial de influir en Ia

efectividad de las practicas de manejo clinico, debido a las diferencias en la patogenicidad
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o la respuesta a los medicamentos como lo sugieren Romig et al. (2015). Otro aspecto
importante del estudio de la diversidad de haplotipos de E. granulosus sensu lato es que
contribuye a la filogeografia del parasito, es decir, a entender cémo se dispersé en el mundo
(Alvarez Rojas et al., 2016). Hasta el momento, se han realizado escasos estudios sobre la
variabilidad genética en humanos infectados con E. granulosus sensu lato en Neuquén.
Ninguno de estos estudios involucré el andlisis de la secuencia completa del gen

mitocondrial cox1, la descripcidn de los haplotipos presentes, ni la filogeografia del parasito.

1.4. Patrones del ciclo de vida de Echinococcus granulosus sensu lato

Las especies del complejo E. granulosus sensu lato presentan un sistema predador-
presa para el mantenimiento del ciclo de vida. Los HD pertenecen exclusivamente al orden
Carnivora, principalmente a la familia Canidae, en menor grado a la familia Felidae y
Hyaenidae. Los HI cubren una gama mucho mas amplia. Considerando el gran nimero de
especies donde los metacestodos pueden desarrollarse -tan distantes filogenéticamente
entre si como marsupiales, roedores y rumiantes- parece que el parasito puede adaptarse
principalmente a cualquier especie de presa de un HD particular, siempre que sea un
mamifero. Esta capacidad intrinseca estd incluso enfatizada por la larga lista de especies de
hospedadores sin salida que no juegan un rol en el ciclo de vida, pero que los metacestodos
pueden desarrollarse incluso en condiciones de fertilidad (Romig et al., 2017).

Sin embargo, esta caracteristica del complejo se expresa diferente cuando se analiza
a nivel de las especies de E. granulosus sensu lato. El grado de especificidad del HI esta bien
correlacionado con el potencial de infectar humanos de varias especies del parasito. Aparte
de las especies de E. granulosus sensu lato con predominio de un ciclo de vida doméstico,
el parasito puede explotar diferentes sistemas predador-presa en diferentes dareas
geograficas o incluso en diferentes habitats en la misma drea. Los ciclos de vida en un area
suelen ser simples, pero la mayoria de las veces involucra sistemas multihospedador, dénde

varias especies de HD pueden cazar varias especies de HI (Romig et al., 2017).
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1.4.1. Echinococcus granulosus sensu stricto

La especie E. granulosus sensu stricto (G1-G3) se transmite predominantemente por
un ciclo de vida doméstico involucrando perros y ganado. El 88% de los casos en humanos
en el mundo son producidos por esta especie (Alvarez Rojas et al., 2014). El alto numero de
casos humanos refleja la amplia distribuciéon y la alta frecuencia en perros y ganado, pero
aparentemente la baja especificidad por el HI también podria contribuir a una mayor
infectividad para los humanos comparado con otras especies de E. granulosus sensu lato
gue producen hidatidosis.

Echinococcus granulosus sensu stricto se encuentra bien adaptada a las ovejas como
HI, lo que se refleja en la alta prevalencia y las altas tasas de fertilidad de los quistes. El resto
de las especies de ganado (cabras, vacas, camellos, alpacas, cerdos, burros) desarrollan
quistes fértiles y por lo tanto contribuyen a la transmision, pero por lo general se los
considera menos importantes para el ciclo de vida debido a la baja prevalencia, fertilidad
de los quistes o disponibilidad para los perros (Romig et al., 2017). Los caballos pueden ser
infectados con E. granulosus sensu stricto, pero hasta ahora sdlo se describieron quistes
infértiles (Varcasia et al., 2008; Utuk & Simsek, 2013).

La misma especie de E. granulosus sensu stricto puede adaptarse en un drea
determinada de manera diferente a una especie hospedadora en comparacion con otra.
Ademas de la susceptibilidad a la infeccion y el potencial de desarrollar quistes fértiles,
existen otros factores que determinan la contribucidn relativa de diferentes especies de
ganado en una regién determinada. Resulta importante la accesibilidad de los quistes por
parte de los perros, que por ejemplo puede ser alto en el caso de las ovejas que son
sacrificadas de manera clandestina y bajo en el ganado bovino que suele venderse vivo y
faenado en mejores condiciones higiénicas (Addy et al., 2012). La infeccidn de los perros se
produce mediante la alimentacidn de visceras crudas después de las faenas domiciliarias, el
manejo incorrecto de los mataderos (donde los perros vagabundos tienen acceso a las
visceras del ganado sacrificado) o por perros callejeros que buscan en los restos de ganado

gue quedan en el pasto.
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Echinococcus granulosus sensu stricto presenta baja especificidad por el HI para
desarrollar el estadio metacestode, esto se refleja en la gran cantidad de HI accidentales
gue no forman parte del ciclo de vida de esta especie, que va desde el desarrollo de quistes
en roedores (Yang et al., 2009) a echinococcosis abdominal en gatos domésticos (Deplazes,

2015).

1.4.2. Echinococcus equinus

La especie E. equinus, descripta en Inglaterra en los afios 70s, presenta un ciclo de
vida doméstico donde los caballos actian como HI y los perros, fundamentalmente de caza,
como HD (Thompson & Smyth, 1975; Smyth, 1977). También se ha reportado la transmision
del pardsito de burros y mulas a perros callejeros (Aboelhadid et al., 2013; Simsek & Cevik,
2014; Simsek et al., 2015). No hay reportes de casos en humanos. Se describié una
transmision exclusivamente selvatica de E. equinus en Namibia donde los leones y los
chacales de lomo negro actian como HD, y las cebras comunes son portadores de los

metacestodos (Wassermann et al., 2015).

1.4.3. Echinococcus ortleppi

Echinococcus ortleppi estd bien adaptada a los bovinos como HI, produciendo
quistes con una tasa elevada de fertilidad y localizados generalmente en los pulmones (Tigre
et al., 2016). Esta especie ocurre en todo el mundo y presenta ciclos de vida domésticos
entre el ganado vacuno y los perros. Sin embargo, al comparar con E. granulosus sensu
stricto esta especie suele ser menos frecuente incluso en las regiones ganaderas. Esto
puede deberse a que el ganado vacuno se vende mayormente vivo para ser transportado a
mataderos distantes; por lo tanto, los quistes en el ganado vacuno son menos frecuentes
para los perros locales, creando una barrera para la infeccién del ganado con E. ortleppi
(Addy et al., 2012).

Aunque E. ortleppi es la especie mas importante de E. granulosus sensu lato que

produce quistes fértiles en ganado vacuno, no hay una especificidad estricta por el HI. Se
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ha descripto el desarrollo de quistes fértiles en cabras, cerdos, cebras y jirafas (Romig et al.,

2017). La infeccidon en humanos suele ser muy rara (Alvarez Rojas et al., 2014).

1.4.4. Echinococcus canadensis

Los genotipos G6 y G7 de la especie E. canadensis se caracterizan por tener
generalmente un ciclo de vida doméstico, mientras G8 y G10 presentan un ciclo de vida
silvestre.

Inicialmente, el genotipo G6 fue descripto por presentar un ciclo de vida doméstico
donde los perros actian como HD y los camellos como HI. Luego, también las cabras fueron
consideradas como un HIl importante, mientras que las ovejas rara vez se infectan (Soriano
etal., 2010). Tanto en camellos como en cabras, la tasa de fertilidad es muy alta (Thompson
et al., 1995; Soriano et al., 2010; Addy et al., 2012). Existe poca informacién sobre
infecciones en bovinos, las infecciones suelen ser raras y la tasa de fertilidad es baja (Urach
Monteiro et al., 2016). Recientemente, se describid que el genotipo G6 infecta renos en la
misma regién donde se encuentran los genotipos G8 y G10 (Konyaev et al., 2013). El
genotipo G6 de E. canadensis es infeccioso para los humanos y es la segunda causa mas
comun de echinococcosis humana (Alvarez Rojas et al., 2014).

El genotipo G7 presenta generalmente un ciclo de vida doméstico, en el cual los
perros actian como HD y los cerdos como HI, produciendo quistes con una tasa elevada de
fertilidad en muy poco tiempo (cerdos menores de 1 aio) (Bruzinskaite et al., 2009). Se sabe
que el sistema de transmisidon de perros-cerdos esta asociado con la cria de cerdos de
pequenos propietarios y las faenas clandestinas en los hogares. Se han descripto infecciones
en lobos, zorros y jabalies, lo que sugiere que este genotipo presenta un ciclo de vida
silvestre (Daniel-Mwambete et al., 2004; Guerra et al., 2013; Umhang et al., 2014b). Se han
descripto muy pocos casos de echinococcosis humana producida por el genotipo G7 en el
mundo, la mayoria de los casos se encuentran en el este de Europa y Suddafrica (Alvarez
Rojas et al., 2014).

Los genotipos G8 y G10 presentan principalmente un ciclo de vida silvestre en el

hemisferio norte. El genotipo G8 se ha descripto en lobos, que actian como HD, y en
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ciervos, bueyes y alces, que actian como HI. Mientras que G10 infecta a lobos, como HD y
ciervos, alces, bueyes y renos, como HI. Ademads, se han descripto casos de HI no cérvidos
como cabras, cerdos domésticos, bisontes y otras especies de ciervo (Rausch & Williamson,
1959; Lavikainen et al., 2003, 2006; Moks et al., 2008; Ito et al., 2013; Konyaev et al., 2013;
Schurer et al., 2013). Los casos en humanos, tanto de G8 como de G10, suelen ser raros y
frecuentemente se considera que constituye una enfermedad benigna (Castrodale et al.,

2002; McManus et al., 2002; Jabbar et al., 2011; Nakao et al., 2013).

1.4.5. Echinococcus felidis

Esta especie fue descripta por primera vez en leones de Sudafrica y posteriormente
fue detectado en hienas manchadas, pero no se detectd en ningln otro carnivoro grande
(HUttner et al., 2008). Existe poca informacion sobre el estadio metacestodo ya que hasta
ahora sélo se describieron 6 quistes, todos de jabalies. A pesar de que E. felidis se encuentra
disperso por todo el este de Africa, no se registraron casos en humanos ni en ninguna
especie de ganado en esa region; por lo tanto el ciclo de vida de esta especie es silvestre

(HUttner et al., 2009).

1.5. Distribucion global de Echinococcus granulosus sensu lato

Echinococcus granulosus sensu lato presenta una distribucion mundial (Figura 7). La
causa de enfermedad en humanos es muy variable en las distintas areas endémicas.
Dependen de factores de riesgo como el comportamiento humano, la diversidad y ecologia
de los hospedadores asi como de la diversidad genética dentro de las especies de
Echinococcus, que difieren en su potencial zoondtico y patogenicidad. A continuacién se
describird la distribucion de las distintas especies de E. granulosus sensu lato en los distintos
continentes. Existen muchos reportes de EQ, sin embargo hay muy poca informacién sobre

los genotipos responsables de la infeccion.

18



Introduccion

& A \Ty Prevalencia %

! ¢ ~ Sin datos

[ Reporte de casos B
0 5
0.0001 - 1.00

B 101-500

I 501-2500

u 3 & Y 1

Y Y

. -_— & Vi
. I 2501 - 5000 4 %

y “
- Il - 5000 - v A
3 ; ¢ 2
.‘ ~ ‘“

Figura 7. Distribucidn global actual de E. granulosus sensu lato causante de echinococcosis
en los principales hospedadores intermediarios. No estan incluidos los genotipos de
cérvidos de E. canadensis y E. equinus. (Fuente: Deplazes et al., 2017).
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1.5.1. Epidemiologia molecular en Europa

Actualmente, la EQ es la zoonosis producida por helmintos mas importante en el sur
de Europa, provocando consecuencias serias en salud publica y en la economia debido a las
altas tasas de morbilidad tanto en la salud publica como en la industria ganadera (Seimenis,
2003). La transmisién en Europa se mantiene fundamentalmente por un ciclo de vida
doméstico, sin embargo existe un ciclo de vida silvestre mantenido por lobos, jabalies y
cérvidos. Islandia se considera libre de transmisidon de EQ desde hace décadas, luego de un
programa de control exitoso (Schantz et al., 1995; Sigurdarson, 2010).

Echinococcus granulosus sensu stricto (G1-G3) representa el principal agente causal
de EQ en humanos del sur y en el sureste de Europa. Aunque el ciclo de vida involucra
tipicamente ganado (ovejas, vacas, cabras, bufalos, cerdos) y perros domésticos, también
implica HI (ciervos rojos y jabalies salvajes) y HD (perros callejeros, lobos y chacales) en
Espafia, Italia y Europa del este (Gonzdlez et al., 2002; Daniel-Mwambete et al., 2004;
Varcasia et al., 2007; Busi et al., 2007; Beato et al., 2010, 2013; Sherifi et al., 2011; Bobic et
al., 2012; Onac et al., 2013; Umhang et al., 2013, 2014a; Grenouillet et al., 2014; Mitrea et

al.,2014; Gori et al., 2015; Roinioti et al., 2016). Bulgaria es considerado el pais con la mayor

19



Introduccion

tasa de morbilidad de EQ en humanos de los miembros de la Unién Europea (Breyer et al.,
2004; Jordanova etal., 2015). Se han identificado infecciones con E. granulosus sensu stricto
G1-G3 en perros, ovinos y bovinos en Inglaterra. En Alemania, al igual que en Inglaterra, la
mayoria de los casos humanos reportados corresponden a inmigrantes (Deplazes et al.,
2017).

Echinococcus equinus G4 fue obtenida a partir de caballos, perros y dos mamiferos
en cautiverio (una cebra y un lemur) en Inglaterra (Boufana et al., 2015b). También, existen
reportes de E. equinus en caballos y perros en Irlanda, Espana e Italia (Hatch, 1970;
Kumaratilake et al., 1986; Varcasia et al., 2008).

Echinococcus ortleppi G5 fue descripta en ganado bovino proveniente de Italia,
Espanay en Cdrcega, Francia. En este ultimo pais se describié una infeccién hepatica en dos
humanos causada por E. ortleppi (Casulli et al., 2008; Grenouillet et al., 2014).

Echinococcus canadensis G7 es el principal agente de EQ en humanos de los paises
balticos, ciclo mantenido principalmente por las préacticas de faena en el hogar, y se
describié en humanos, cerdos, jabalies y perros (Bruzinskaite et al., 2009; Marcinkuté et al.,
2015). También, E. canadensis G7 es prevalente en cerdos y jabalies salvajes de Francia,
Grecia, Italia y Portugal. En este Ultimo pais se han descripto también en bovinos como Hl
(con quistes fértiles) y lobos como HD infectados con este genotipo (Beato et al., 2013;
Guerra et al., 2013). El genotipo G7 fue identificado en cabras, ovejas, cerdos, ciervos rojos,
jabalies salvajes y humanos de Europa del este (Maillard et al., 2009; Onac et al., 2013;
Chaligiannis et al., 2015; Roinioti et al., 2016). En un estudio retrospectivo realizado en
Austria, el 92% (n=23) de 25 casos humanos autdéctonos fueron pacientes infectados con
G7, mientras que en el caso de inmigrantes con G1 o G6 (Schneider et al., 2010).

Existen reportes de E. canadensis G8 y G10 en el norte de Europa donde el ciclo se
perpetua entre lobos como HD y cérvidos como HI. En Finlandia, se describié un solo caso

humano infectado con G10 (Oksanen & Lavikainen, 2015).
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1.5.2. Epidemiologia molecular en Asia

La infeccidn con E. granulosus sensu lato en animales esta distribuida por todo Rusia
y refleja la amplia distribucion de casos humanos observados, con elevada incidencia de EQ.
Se han descripto infecciones con este pardsito en humanos, ganado y animales salvajes
como alces y renos. También se han descripto infecciones en perros y lobos que actian
como HD. Existen escasos estudios sobre los genotipos de E. granulosus sensu lato en Asia
(Deplazes et al., 2017).

Echinococcus granulosus sensu stricto es la especie responsable de la mayoria de las
infecciones en humanos y animales en Asia (Deplazes et al., 2017). Las ovinos, bovinos y
caprinos son los principales Hl de E. granulosus sensu stricto; sin embargo se ha demostrado
gue el ciclo se perpetua en al menos 13 especies de mamiferos: oveja, cabra, vaca, bufalo,
camello de una y dos jorobas, caballo, burro, cerdo, jabali salvaje, oveja salvaje, gacela de
bocio y babuino libre (Snabel et al., 2009). En el afio 2012, Konyaev et al. describieron un
caso inusual de EQ en un gato doméstico de San Petersburgo causado por E. granulosus
sensu stricto G1 (Konyaev et al., 2012b, 2013). También, el genotipo G1 fue aislado de
perros del sur de Kazajistan, el centro de Kirguistan, China y Mongolia (Trachsel et al., 2007;
Ziadinov et al., 2008; Deplazes et al., 2017).

Existe un solo reporte de un perro infectado con E. equinus G4 en Kirguistan y un
perro en Jordania (Ziadinov et al., 2008). Se detectaron infecciones con E. ortleppi G5 en
vacas y bufalos de India, Nepal y Butan (Pednekar et al., 2009). En 2013, Sharma et al.
describieron un caso humano infectado con E. ortleppi G5. A pesar de que no existe
evidencia del ciclo de transmisién de E. granulosus sensu lato en el sudeste de Asia, en el
2009 Plesker et al. describieron un caso interesante de infeccién de un primate cautivo con
E. ortleppi en Vietnam adquirida localmente.

Echinococcus canadensis G6 fue descripto en perros, lobos, que actian como HD y
en humanos y distintos HI (camellos, cabras, jabalies salvajes, vacas, renos) en Rusia, China
y Mongolia (Konyaev et al., 2013; Liu et al., 2013; Al Kitani et al., 2015; Rostami et al., 2015;
Wang et al., 2015). Echinococcus canadensis G6 es la segunda especie con mayor

prevalencia en Medio Oriente y cada vez mdas detectada en humanos. Echinococcus
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canadensis G7 fue descripto solamente en un humano de Turquia y en cuatro humanos del
norte de China (Sndbel et al., 2009; Zheng et al., 2014).

Echinococcus canadensis G8 y G10 fueron descriptos en ungulados salvajes
(incluyendo, renos y alces), un humano (G10) y lobos de Yakutia y la region Altai de Rusia
(Konyaev et al., 2013). También se describieron casos de humanos y lobos infectados con

G10 en China y Mongolia (Ito et al., 2013; 2014).

1.5.3. Epidemiologia molecular en Oceania

La EQ fue declarada eliminada de Nueva Zelanda y se considera que la isla de
Tasmania en Australia esta provisionalmente libre de la enfermedad. Sin embargo, E.
granulosus sensu stricto G1y G3 esta presente en Australia y todavia se encuentra en perros
salvajes y rurales de la isla de Tasmania, pero con una baja prevalencia. En Australia, se
describieron infecciones con G1 y G3 en varios HI (ovejas, vacas, canguros, ualabies de
distintas especies) y en HD (dingos, perros salvajes y rurales). Las notificaciones de humanos
con EQ en Australia suelen ser esporadicas y una proporcion significativa corresponde a
inmigrantes recién llegados que contrajeron la infeccion antes de inmigrar a Australia

(Alvarez Rojas et al., 2016; Shima et al., 2018; Wen et al., 2019).

1.5.4. Epidemiologia molecular en Africa

La EQ es considerada una de las enfermedades zoondticas mdas importantes que
afecta a los paises del continente africano. La informacidn sobre la epidemiologia molecular
de E. granulosus sensu lato es escasa en los hospedadores salvajes de Africa.

La especie E. granulosus sensu stricto (G1-G3) esta distribuida por todo Africa
excepto en las regiones del norte arido. La transmision del parasito se mantiene tanto por
un ciclo de vida doméstico como silvestre. Se han descripto infecciones con E. granulosus
sensu stricto en humanos y en una amplia gama de especies de ganado doméstico que
actuan como HI (bufalos, ovejas, vacas, cabras, equinos, bufalos, cerdos, dromedarios).
También se han descripto infecciones en lobos dorados, zorros rojos, leones y hienas

manchadas que actian como HD salvajes. En Tunez se han descripto infecciones mixtas en
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un mismo hospedador: una persona infectada con G1 y G6, y un burro infectado con G1y
G4 (Oudni-M’rad et al., 2016; Deplazes et al., 2017).

Recientemente, Wassermann et al. (2015) describieron un ciclo de vida salvaje de E.
equinus G4 que involucraba como HD a leones, chacales de lomo negro y como Hl a cebras
en Namibia (Wassermann et al., 2015). También, se describieron equinos infectados con E.
equinus G4 en Egipto (Boufana et al., 2014).

Echinococcus ortleppi parece tener una incidencia esporadica en el ganado, como
caprinos, porcinos y bovinos (Omer et al., 2010; Addy et al., 2012). Se han descripto
infecciones con E. ortleppi G5 en camellos de Egipto, un caso en una cebra y un humano de
Namibia (Obwaller et al., 2004; Mogoye et al., 2013; Amer et al., 2015).

Echinococcus canadensis G6 predomina en la regién del norte de Africa, donde la EQ
parece ser frecuente en camellos pero moderadamente frecuente a rara en otras especies
de ganado (vacas, ovejas, cabras), mientras que los casos en humanos son generalizados en
numeros moderados a bajos (Abdel Aaty et al., 2012). La Unica informacidon molecular
perteneciente al 4rea del oeste y centro de Africa corresponde a un paciente infectado con
E. canadensis G6 de Ghana (Schneider et al., 2010). Echinococcus canadensis G7 fue
descripto en cerdos y en humanos de Egipto, Etiopia, Kenia y Sudafrica (Mogoye et al.,
2013).

Echinococcus felidis se encuentra distribuida en el este (en las dreas de conservacion
de Kenia y Uganda) y sur de Africa, pero se encuentra restringida a un ciclo de vida salvaje
entre leones, hienas y jabalies. Hasta la fecha, no hay indicios de infecciones en animales

domeésticos ni en humanos (Wassermann et al., 2016).

1.5.5. Epidemiologia molecular en América

La EQ en humanos y HI en América del norte es causada por los genotipos de E.
granulosus sensu stricto asociado al ganado (ovinos, porcinos y bovinos) y los genotipos de
E. canadensis (principalmente cérvidos) asociados a la vida salvaje. Se han descripto casos
aislados de infecciones con E. granulosus sensu stricto G1 en cerdos y con E. ortleppi G5 en

un humano de México. Echinococcus canadensis G7 se mantiene en América del norte
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debido a que los perros actian como HD y los cerdos como HI (Maravilla et al., 2004;
Villalobos et al., 2007). Echinococcus canadensis G8 y G10 tienen la mayor distribucion
geografica y prevalecen en Alaska, Canada y el norte de Estados Unidos. En el ciclo de estos
genotipos los lobos actian como HD vy los renos, alces y ciervos actian como HI. Ademas,
se describid un solo caso de una persona infectada con E. canadensis G8 (McManus et al.,
2002; Deplazes et al., 2017).

En América del Sur, la EQ ocurre con alta prevalencia en algunas regiones de Peru
(montanas del sur y central), Brasil (sur), Bolivia (suroeste), Chile (regiones del valle central,
sur y extremo sur), Uruguay y Argentina (costa, region pampeana y la Patagonia). La
enfermedad tiene gran importancia para la salud humana y socioeconémica y presenta alta
prevalencia en ganado (Figuras 8 y 9). En Ecuador la prevalencia de la EQ baja en
comparacion con los paises vecinos (Deplazes et al., 2017; Ramos-Sarmiento & Chiluisa-

Utreras, 2019).
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Figura 8. Distribucidn actual de Echinococcus granulosus sensu lato en hospedadores
intermediarios domésticos (ovinos, bovinos y porcinos) de América del Sur. Fuente:
adaptacion de Deplazes et al., 2017.
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Figura 9. Incidencia actual de echinococcosis quistica en humanos de América del Sur.
Fuente: adaptacion de Deplazes et al., 2017.

En América del Sur, la EQ se mantiene por ciclos de transmisién doméstica que
involucra perros como HD y ungulados (ovejas, cerdos, vacas, cabras, caballos y camélidos)
como HI y multiples especies/genotipos incluyendo E. granulosus sensu stricto (G1-G3), E.
ortleppi (G5) y E. canadensis (G6 y G7). La EQ humana estd asociada con E. granulosus sensu
stricto (G1-G3) en Argentina, Brasil, Chile, Peru y Bolivia; E. ortleppi (G5) en Argentina y
Brasil; y E. canadensis G6 en Argentina, Chile y Peru (Cucher et al., 2016).

En el sur de Brasil, E. granulosus sensu stricto presenta un distribucién simpdtrica
con E. ortleppi y con E. canadensis G7. Se describié un solo caso de una persona infectada
con E. ortleppi en Brasil (de la Rue et al., 2006, 2011; Balbinotti et al., 2012). En Chile, se
describidé un solo caso de un humano infectado con E. canadensis G6, mientras que el resto
de los quistes humanos correspondieron a E. granulosus sensu stricto G1. Estudios recientes
describieron la presencia de E. granulosus sensu stricto G1, G3 y E. ortleppi G5 en bovinos
(Manterola et al., 2008; Espinoza et al., 2014; Alvarez Rojas et al., 2017; Corréa et al., 2018).
Peru tiene la mayor incidencia en América del Sur reportada entre 2009-2014, a pesar de la

sub-notificacion (Cabrera, 2007; Pavletic et al., 2017). En Peru, E. granulosus sensu stricto
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G1 es responsable de la mayoria de las infecciones en animales y humanos; sin embargo, se
describieron algunos casos de E. canadensis G6 y G7 en humanos y en cerdos,
respectivamente (Santivanez et al., 2008; Moro et al., 2009; Sanchez et al., 2012; Yanagida
etal., 2012). La informacion sobre la biologia molecular de Uruguay es escasa, limitandose
a unas pocas muestras de bovinos infectados con E. granulosus sensu stricto G1vy E. ortleppi
G5 (Kamenetzky et al., 2002; Cucher et al., 2016). La informacién molecular en Bolivia se
limita a una sola muestra de una persona infectada con E. granulosus sensu stricto G1
(Kamenetzky et al., 2002).

La epidemiologia molecular de Argentina se describe en el item 1.6.

1.6. Echinococcosis quistica en Argentina

En Argentina, el drea endémica de EQ cubre el 30,0% del territorio nacional, lo cual
corresponde a 1.211.912 km?. La superficie comprometida no es uniforme a lo largo del
territorio nacional existiendo provincias afectadas en toda su extensién y otras en forma
parcial (Guarnera, 2009). Se identificaron tres areas endémicas donde la incidencia es alta,
como el area Patagonica (las provincias de Neuquén y Chubut presentan las tasas mas altas
del pais), el area noroeste (incluyendo las provincias de Catamarca, Santiago del Estero y
Salta), la provincia de Entre Rios en el este (Figura 10) (Pavletic et al., 2017).

En Argentina, entre el afio 2005 y 2010, la incidencia anual promedio (IAP) fue
0,95/100.000 habitantes, con la mayor incidencia en Chubut (12,75/100.000), seguido por
Neuquén (8,14/100.000) y Santa Cruz (6,41/100.000) (Moral, 2010). En un relevamiento de
EQ por ecografia realizado en la provincia de Tierra del Fuego durante 1997-2006, no se
detectaron casos en nifios menores a 17 afios, evidenciando que no hay transmisién de la
enfermedad a los humanos en el pasado reciente (Zanini et al., 2009). Bingham et al. (2014)
realizaron un catastro ecografico en 560 personas de Ingeniero Jacobacci (Rio Negro) en
2009 y encontraron que el 1,6% (3/189) de los nifios y el 10,0% (37/371) de los adultos
presentaban QH. A pesar de que la EQ es una enfermedad de notificacion obligatoria en el
pais, la sub-notificacion de casos es un hecho extensamente reportado (Pavletic et al.,

2017).
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Figura 10. Mapa de la incidencia de echinococcosis quistica humana acumulada en
Argentina y Cono Sur, en el periodo 2009 — 2014. Fuente: adaptacion de Pavletic et al.,
2017.

La EQ es la zoonosis de mayor prevalencia y la que mayor nimero de muertes
produce cada afio en Argentina. El indice de letalidad medio (n° de muertes por EQ/ n° de
pacientes con cirugia por EQ) fue de 2,7% en Argentina, durante el periodo 2009-2013.
Ademas, la proporcién de casos en nifios menores a 15 afios de edad fue del 15,8%,
indicando una transmisién activa de la enfermedad en el pais. La EQ fue responsable de un
promedio anual de 9,8 dias de hospitalizacién por cada caso en Argentina (Pavletic et al.,
2017).

La IAP de EQ en humanos de Argentina en 2018 fue de 0,7/100.000 habitantes. Las
provincias con mayor incidencia en Argentina fueron Chubut con 8,7/100.000 habitantes,
seguido por Neuquén con 6,18/100.000 habitantes (Sistema Nacional de Vigilancia de la
Salud, 2019). Echinococcus granulosus sensu stricto G1 fue descripto en humanos de
Neuquén, Rio Negro, Chubut, Santa Cruz, Catamarca, Santiago del Estero, Tucuman, Entre

Rios y Buenos Aires (Cucher et al., 2016); mientras que E. granulosus sensu stricto G2 fue
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descripto en humanos de Tucuman (Kamenetzky et al., 2002). Echinococcus ortleppi G5 fue
descripto en humanos de Tucuman, Catamarca y San Juan (Kamenetzky et al., 2002; Avila
et al., 2017). Echinococcus canadensis G6 es responsable de infecciones en humanos de
Neuquén, Rio Negro, Buenos Aires, Catamarca y San Juan (Kamenetzky et al., 2002;
Guarnera et al., 2004; Soriano et al., 2010; Avila et al., 2017). Hasta el momento no se han
detectado casos humanos infectados con G3 y G7.

En el afo 2011, las inspecciones oficiales de mataderos en Argentina informaron la
siguiente prevalencia de EQ a nivel nacional: 3,0% de 916.102 ovejas, 1,6% de 3.273.864
cerdos y 2,9% de 9.010.321 bovinos (Trezeguet et al., 2011). Las provincias mas
fuertemente infectadas para las ovejas fueron Rio Negro (21,9%), Buenos Aires (9,2%) y
Chubut (2,2%), mientras que los cerdos infectados se encontraron con mayor frecuencia en
La Pampa (2,2%), Mendoza (1,8%), Buenos Aires (1,7%) y Santa Fe (1,1%). El ganado bovino
infectado se observd con mayor frecuencia en Rio Negro (19,1%), seguido de Neuquén y
Misiones (15,0%) (Deplazes et al., 2017). Argentina presenta mayor diversidad genotipica
descripta en ganado que cualquier otro pais del mundo. Echinococcus granulosus sensu
stricto G1 fue descripto en ovinos, bovinos, caprinos y porcinos de Tierra del Fuego, Chubut,
Rio Negro, Neuquén, Buenos Aires, Santa Fé y Tucuman (Soriano et al., 2010; Soriano et al.,
2015; Cucher et al., 2016; Avila et al., 2017). Echinococcus ortleppi G5 fue descripto en
bovinos de Catamarca, San Juan y Santa Fe (Kamenetzky et al., 2002; Avila et al., 2017).
Echinococcus canadensis G6 fue descripto en bovinos y caprinos de Neuquén y Mendoza,
siendo los caprinos el reservorio de G6 (Soriano et al., 2010, 2016). Echinococcus canadensis
G7 fue descripto en cerdos de Santa Fe, Neuquén, Cordoba y Buenos Aires (Kamenetzky et
al., 2002; Soriano et al., 2010; Avila et al., 2017).

Aproximadamente, el 2,5% de los perros muestreados de 352 establecimientos de
produccién de ovinos de La Pampa, Neuquén, Rio Negro, Chubut, Santa Cruz y Tierra del
Fuego fueron positivos en el test de copro-ELISA (Cavagion et al., 2005). En el periodo 2005-
2008, la prevalencia de infeccidn en perros rurales de Neuquén determinada por copro-
ELISA fue de 12,4% (Pierangeli et al., 2010). Perros infectados con E. granulosus sensu stricto

G1 fueron descriptos en Neuquén, Rio Negro, Chubut, Buenos Aires y Santa Fe, mientras
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qgue perros infectados con E. ortleppi G5 fueron descriptos en Catamarca y con E. canadensis
G6 en Neuquén, Rio Negro y Catamarca (Kamenetzky et al., 2002; Soriano et al., 2010; Avila
et al., 2017). Echinococcus canadensis G7 fue descripto en un perro de Neuquén

(Kamenetzky et al., 2002).

1.7. Impacto socio-econédmico de la echinococcosis quistica

La EQ no sélo causa importantes problemas de salud en los paises endémicos, sino
gue también provoca un importante problema econdmico por pérdidas de produccion
asociadas al ganado, costos de implementacidn y mantenimiento de un programa de
control, costos de tratamiento y salarios perdidos (Brunetti et al., 2010).

Las pérdidas econdmicas asociadas a la EQ en el ganado incluyen costos directos,
resultando en pérdida por decomiso de visceras afectadas, gastos para la destruccién de
visceras y animales muertos. Los costos indirectos incluyen: reduccién en la calidad vy
cantidad de lana (entre 10,0% y 40,0%), carne (entre 5,0% y 20,0%), de leche (entre 7,0% y
10,0%); menor peso de las crias al nacer de madres infectadas; reduccion de la fertilidad y
produccion de fibra (Torgerson et al., 2003; Budke et al., 2006).

Los programas de control regional que se han implementado y recomendado para
la EQ suelen ser muy costosos. Los programas, que varian en cada region, se basan
principalmente en combinaciones de desparasitaciéon de perros, sacrificio de perros
callejeros, vigilancia epidemioldgica, programas de educacion y vacunacion de ovinos y
caprinos (Budke et al., 2006).

La EQ humana es una enfermedad crdénica grave, invasiva, de larga evolucién que
produce dafo en distintos drganos y tejidos provocando discapacidad, morbilidad vy
mortalidad. Los costos de la salud humana se dividen tipicamente en costos directos e
indirectos. Los costos directos estan asociados con el diagndstico y tratamiento de los
pacientes. En contraste, los costos indirectos incluyen los costos asociados con los
medicamentos de venta libre, la medicina tradicional y el transporte hacia y desde el centro
de salud, pérdidas de productividad y salarios atribuibles a la incapacidad para trabajar

debido a manifestaciones clinicas o visitas al centro de salud (Kern et al., 2017). En el afio
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2006 se calculd el costo global de la EQ, las pérdidas econdmicas anuales asociadas a EQ
humana se estimaron en 193 millones de ddlares y aumentaron a 764 millones cuando se

ajustaron por falta de informacién en ciertas regiones (Budke et al., 2006).

1.8. Echinococcosis quistica en humanos
1.8.1. Patologia y clinica

La EQ en humanos puede presentarse de dos modos: 1) hidatidosis primaria, donde
los QH se forman a partir de las oncosferas liberadas de los huevos ingeridos por el humano,
2) hidatidosis secundaria: donde los QH se forman a partir de la liberacidon de PSC viables
(que se reproducen asexualmente) o de pequenas vesiculas hijas durante los
procedimientos de tratamiento invasivo o después de una ruptura espontdnea o inducida
por un traumatismo (Pawlowski et al., 2001). Entre el 60-80% de los pacientes con
hidatidosis primarias tienen un solo drgano afectado con un Unico quiste, y entre el 20-40%
de los individuos tienen multiples quistes, a veces con mas de un érgano involucrado (Moro
& Schantz, 2009). El higado es el 6rgano mas comunmente afectado (aproximadamente
65,0% de los casos), seguido por los casos pulmonares (25,0% de los casos). También se han
descripto QH en localizaciones poco frecuentes como bazo, rifidn, corazén, cerebro, huesos,
cavidad abdominal, entre otros. El rol que juegan las especies del parasito en la localizacion
anatémica de los quistes, si es que existe, no esta claro. Una revisidon sistematica de la
literatura de EQ humana indicé que los QH de E. granulosus sensu stricto se desarrollaban
preferentemente en el higado (73,4%) y en segundo lugar en los pulmones (19,6%). El
genotipo E. canadensis G6 se describid principalmente en higado (54,3%), pulmones
(25,7%), cerebro (12,9%) y otros drganos (7,1%). Sin embargo la relacion higado/pulmén
para G6 pareceria ser menor que G1. El genotipo G7 parece que se desarrolla casi
exclusivamente en el higado (98,6%) (Cucher et al., 2016).

Se estima que el tiempo que tarda en desarrollarse el QH en humanos a partir de la
ingestion del huevo es de aproximadamente 10 meses (Pawlowski et al., 2001). Estudios
ecograficos han mostrado que los QH pueden crecer entre 1y 10 mm por afio, dependiendo

del érgano que infecten. Los QH hepaticos crecen muy lentamente, con mas de la mitad de
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los quistes que no muestran cambios en el tamafio en 10 afos y un tercio que crece menos
de 30 mm. El crecimiento medio de los quistes en los casos que se realizd un seguimiento
prolongado fue de 7 mm por aiio (Frider et al., 1999).

Los quistes pueden pasar por diferentes etapas de desarrollo y viabilidad durante su
evolucidon natural. En el afio 2003, el Grupo Informal sobre Echinococcosis de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2003) propuso una clasificacién de los quistes
hepaticos de acuerdo a las caracteristicas observadas en imdagenes ecograficas y
estandarizaron los QH hepdticos en distintas categorias clinicas. Segun la apariencia de la
lesién en la imagen ecogréfica los QH se clasifican en: 1) activos: estadios CE1 y CE2, que
generalmente son quistes fértiles que contienen PSC viables; 2) transicionales: que incluye
los estadios CE3a (con las capas endoquisticas desprendidas hacia el interior del quistes) y
CE3b (con contenido interno practicamente sdlido y con vesiculas hijas, se ha mostrado que
son normalmente viables) y 3) inactivos: estadios CE4 y CE5, que son quistes sin actividad
biolégica o practicamente nula, parcial o totalmente calcificados (Figura 11) (Hosch et al.,
2008; Junghanss, 2008; Kern et al., 2017).

El efecto de variables internas o externas pueden influir en la evolucién natural del
QH (Rogan et al., 2006). En algunos casos, estadios quisticos transicionales pueden
retroceder a estadios anteriores dependiendo de la viabilidad de los tejidos parasitarios
dentro del QH, de tal manera que si existen porciones viables de la ldmina germinal o PSC,
el quiste podria ser capaz de regenerarse. Por otro lado, los quistes inactivos no podran
sufrir una regresion (Figura 12).

Los estadios tempranos de la EQ son asintomaticos y la enfermedad puede
permanecer sin sintomas durante afios o décadas, dependiendo del tamafio y del sitio de
desarrollo del QH (Wen et al., 2019). Los sintomas clinicos de la enfermedad estan
relacionados con la localizaciéon anatdmica, la expansion del QH y la presidon que ejerce
sobre los tejidos adyacentes, induciendo disfuncién del 6rgano afectado o compromiso
vascular, pero sin sufrir metdstasis. La sintomatologia repentina puede deberse a una
ruptura espontdnea o traumatica del quiste (Pawlowski et al., 2001). La sintomatologia

usualmente aparece cuando el QH alcanza mas de 10 cm de diametro en el higado o cuando
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mas del 70% del volumen del 6rgano es ocupado por el/los QH, resultando en compresion
fisica o dafio de los conductos biliares, venas hepaticas, vena portal o la arteria hepatica.
Diversos sintomas pueden deberse a la compresidon o dafio de los bronquios pulmonares o
a diversas estructuras del cerebro, lo que también puede resultar en complicaciones que
ponen en peligro la vida. En cualquier érgano, la compresién de las estructuras vitales puede
ser sintomatica incluso con QH pequefios o medianos. Existe poca resistencia para el
crecimiento del pardsito en los pulmones, debido a que existe una presion negativa y una

gran elasticidad tisular (Ramos et al., 2001; Wen et al., 2019).

Estadios activos

Estadios transicionales

Estadios inactivos

CE4 CE5
Figura 11. Clasificacidn de quistes hepaticos seglin imagenes ecograficas, propuestas por
la Organizacion Mundial de la Salud. (Fuente: WHO-IWGE, 2017).
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Figura 12. La posible progresion del desarrollo de quistes basado en observaciones a largo
plazo. Adaptado de Rogan et al. 2006.

Los pacientes sintomaticos con QH hepaticos suelen presentar con mayor frecuencia
malestar abdominal superior y falta de apetito; la compresion de los conductos biliares
puede conducir a la ictericia colestasica. En la palpacion de la zona abdominal se puede
encontrar una masa tumoral, hepatomegalia o distension abdominal. También se puede
presentar dolor epigdstrico derecho, nauseas, fiebre y vdmito (Karavias et al., 1996; Wen et
al., 2019). Dolor en el pecho, tos o hemoptisis pueden ser indicativos de la presencia de QH
en el pulmén. La mayoria de los quistes pulmonares se adquieren en la infancia,
permanecen asintomaticos durante un largo periodo de tiempo y luego se diagnostican de
forma incidental en la radiografia de térax. La ruptura del quiste en los bronquios puede
producir la eliminacién del contenido hidatidico por vomica. En el pulmén los signos y
sintomas mas comunes son fiebre, tos crénica, hemoptisis, neumotdrax, pleuritis,
neumonia, abscesos pulmonares y embolismo pulmonar parasitico. En cualquier érgano la
fisura y la ruptura del QH puede producir fiebre, urticaria, eosinofilia y hasta un shock
anafilactico fatal (Kern et al., 2017; Wen et al., 2019). Cualquier sintomatologia neuroldgica
(signos de hipertension intracraneal, epilepsia, todo tipo de pardlisis, entre otros) pueden
presentarse en pacientes con quistes cerebrales. Los sintomas van a depender de la
localizacién del QH en el cerebro y generalmente el desarrollo es lento (Duishanbai et al.,

2010).
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La mortalidad por EQ se relaciona principalmente con las complicaciones de la
enfermedad (abscesos, estenosis, fistulas, rupturas espontaneas de los QH, shock
anafilactico) y con los tratamientos quirdrgicos (ruptura accidental del quiste, hemorragia
de la vena cava, hemoperitoneo, embolismo pulmonar, entre otros). En Argentina la tasa
de mortalidad especifica por EQ (proporcidon de muertes producidas por EQ en la poblacidn)
fue 19 personas/100.000 habitantes por afio entre 2002-2005. La tasa media de letalidad
(proporcion de muertes producidas por EQ en funcién de la cantidad de personas
infectadas) fue de 2,7% entre el afio 2009-2013 (Guarnera et al., 2009; Pavletic et al., 2017).

Uno de los aspectos que podria verse afectado por la variabilidad genética de E.
granulosus sensu lato es la presentacion clinica (localizacion, tamafio, estadio, fertilidad,
viabilidad). El conocimiento actual sobre los aspectos clinicos de la hidatidosis se basa en
reportes que no han tenido en cuenta los diferentes genotipos que infectan a los humanos.
Existen pocos estudios en donde se relaciona el genotipo con el que fue infectado el
humano vy la localizacion, estadio y/o el tamafio del QH. Existe un solo reporte en 41
humanos de Argentina que relacionaba el genotipo con el que fue infectado el paciente y
la localizacién, estadio, diametro del QH y la presencia/ausencia de sintomas del paciente
(Guarnera et al., 2004). Sin embargo, en este estudio no se tuvieron en cuenta aspectos

como la edad, sexo, nimero de QH del paciente, fertilidad y viabilidad del QH.

1.8.2. Aspectos inmunoldgicos de la infeccién por Echinococcus granulosus sensu lato en
humanos

El pardsito E. granulosus sensu lato ha desarrollado estrategias sofisticadas para
evadir la respuesta inmune del hospedador, principalmente mediante la manipulacién y
direccidon de esta respuesta inmune hacia la anergia y/o la tolerancia. El parasito puede
utilizar dos mecanismos para alterar la respuesta inmune del hospedador: 1) el escape
pasivo, en el cual el parasito al convertirse en QH evita los efectos dafiinos de la respuesta
inmune; 2) lainmunomodulacién, a través de la cual el pardsito interactua activamente con
el sistema inmune del hospedador para reducir el impacto de la respuesta del mismo

(Siracusano et al., 2009).
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En la infeccion parasitaria, el hospedador humano utiliza mecanismos inmunes
innatos y adquiridos. Durante la enfermedad, la caracteristica diferencial de la relacién
pardsito-hospedador es que la infeccidn crdnica coexiste con una respuesta humoral y
celular contra el parasito (Siracusano et al., 2012b). La capa laminar del QH, estructura rica
en carbohidratos resistentes a la protedlisis, protege a la capa germinal de diversos
mecanismos innatos efectores, como la produccidn de dxido nitrico por los macroéfagos y
células dendriticas (CeDen) del hospedador, e incluso evita el reconocimiento inmunitario
especifico protector por las células T circundantes (Diaz et al., 2011a, 2015).

La relacion del parasito con el hospedador puede dividirse conceptualmente en dos
fases: pre-enquistamiento y post-enquistamiento (Zhang et al., 2003). La formacion del QH
comienza entre 2 y 4 semanas luego de la ingestién del huevo del pardsito por el
hospedador. Los factores que pueden influenciar en la susceptibilidad innata y resistencia
natural a la infeccidn son la edad, sexo, drgano afectado y otras condiciones fisioldgicas del
hospedador. La susceptibilidad a la infeccién también puede ser explicada por la presencia
de diferentes especies y genotipos de E. granulosus sensu lato.

En la primera fase de infeccion, entre los 3y 5 dias, aparece una marcada activacion
de la inmunidad activada por células incluyendo respuesta inflamatoria celular y cambios
patoldgicos. El infiltrado celular por eosindfilos, neutrdfilos, macrofagos vy fibrocitos ocurre
en la infeccién en humanos. La respuesta temprana de las inmunoglobulinas 1gG a los
antigenos del LH y de la oncosfera aparecen luego de 2 semanas. Estos anticuerpos contra
las oncosferas juegan un papel importante en la eliminacién del parasito y son centrales en
la respuesta inmune protectora contra E. granulosus sensu lato. Aunque los niveles de IgG
contra la oncosfera son bajos en la primera fase de infecciéon, los mecanismos para eliminar
al parasito involucrarian reacciones de citotoxicidad mediadas por células dependientes de
anticuerpos. En la fase crénica de la EQ, hay una frecuente ocurrencia de niveles elevados
de anticuerpos que estd asociada a la presencia de infiltrado celular importante que incluye
macroéfagos, neutréfilos, eosindfilos y fibrocitos (Zhang et al., 2012).

El parasito E. granulosus sensu lato induce dos patrones de citoquinas muy distintos

y opuestos: las células T helper Thl y Th2. La respuesta de Thl beneficia al hospedador,
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mientras que la respuesta de Th2 beneficia al parasito. Los linfocitos Th1 producen IL-2, IFN-
vy ¥ linfotoxina, mientras que los linfocitos Th2 liberan las interleuquinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-
10. Paraddjicamente, en las infecciones por E. granulosus sensu lato ambas citoquinas estan
muy activadas. La altos niveles de IL-10 e IFN-y en pacientes con EQ sugiere que la respuesta
inmune estd regulada por ambos perfiles de citoquinas y podria explicarse por la presencia
de una variedad muy amplia de antigenos presentes en el LH, que probablemente tengan
epitopes capaces de estimular ambos subtipos de linfocitos T. El desequilibrio de Th1/Th2
juega un papel importante para controlar la inmunopatogénesis. La evolucidon de la
enfermedad hacia la resolucién parece estar asociada al predomino de un perfil de tipo Th1,
mientras que la supervivencia del parasito por tiempo prolongado se relaciona con un perfil
Th2 (Rigano et al., 1999, 2007; Siracusano et al., 2012a; Zhang et al., 2012; Gottstein et al.,
2017).

Los antigenos de E. granulosus sensu lato influencian la maduracion y diferenciacién
de las CeDen por la estimulacion de lipopolisacaridos. Las CeDen migran a los érganos
linfaticos, pierden su capacidad de capturar antigenos y adquieren la capacidad de activar
a los linfocitos T, incrementando la expresion de moléculas de histocompatibilidad clase I,
CD80 y CD86. El LH modula la transicion de monocitos humanos a CeDen, perjudica la
secrecion de IL-12, IL-6 o prostaglandina E2 (PGE2) en respuesta a la estimulacién por
lipopolisacaridos, y modula el fenotipo de las células resultando en un incremento de la
expresion de CD14 (Zhang et al., 2012). Rigand et al. (2007) demostraron que los
metabolitos de E. granulosus sensu lato y el antigeno B (AgB) purificado presentaban
potencial inmunomodulatorio en las CeDen de humanos. Por lo tanto, E. granulosus sensu
lato escapa de la inmuno-vigilancia al interferir en la diferenciacién de los monocitos y
adicionalmente por la maduracién de las CeDen.

El desequilibrio funcional de Th17/linfocitos T reguladores (Treg) esta presente en
pacientes con EQ y juega un papel importante en la inmuno-tolerancia y la progresidn de la
enfermedad. La constante liberacidn de algunas moléculas activas por E. granulosus sensu
lato a la circulacidon durante el curso de la enfermedad infecciosa puede modular

activamente el sistema inmune del hospedador y cambiar el balance Th17/Treg a la
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respuesta inmune supresora dominante de Treg, inhibiendo la respuesta inflamatoria
inducida por las células Th17 (Tuxun et al., 2012; Gottstein et al., 2017; Sun et al., 2017).

Los productos metabdlicos del estadio metacestodo de E. granulosus sensu lato
parecen jugar un rol fundamental en la estrategia de supervivencia del parasito. El LH
constituye la fuente mds importante de antigenos de este estadio, ya que los PSC secretan
proteinas antigénicas. De la gran variedad de proteinas aisladas y caracterizadas del LH,
estudiadas para el desarrollo de diagndstico seroldgico, los principales antigenos
inmunogénicos son el antigeno 5 (Ag5) y el AgB (Rigano et al, 2007).

El Ag5 es una glicoproteina termoldbil de aproximadamente 400 kDa que en
condiciones reductoras se disocia en dos subunidades, una de 38 kDa y otra de 22 kDa
(Lightowlers et al., 1989). La funcién biolégica de este antigeno no se conoce
completamente, aunque se relaciona con el desarrollo del metacestodo y con el contacto
entre la superficie celular y la matriz extracelular (Lorenzo et al., 2003). El Ag5 fue
ampliamente utilizado para detectar en humanos la presencia de anticuerpos precipitantes
por técnicas de inmunodifusion (arco 5), sin embargo presenta baja sensibilidad y reaccion
cruzada con anticuerpos humanos contra otros parasitos del género Echinococcus.

El AgB es una lipoproteina termoestable fuertemente inmunogénica de 120-160
kDa, compuesta por subunidades de 8 kDa. Bajo condiciones de reduccién en SDS-PAGE, se
disocia en subunidades de 8-12, 16 y 20-24 kDa. La subunidad de 8 kDa es la que presenta
mejor desempefio en el diagndstico de la EQ y ha sido utilizada ampliamente en formas
sintéticas, recombinantes o nativas en diferentes tests serolégicos (Savardashtaki et al.,
2019). Este antigeno juega un papel fundamental en los mecanismos inmunomodulatorios
que utiliza el parasito para crecer, progresar y causar la enfermedad crénica (Siracusano et
al., 2012a, b; Silva-Alvarez et al., 2016). Se ha descripto como un inhibidor de proteasas y
presenta la habilidad de inhibir la quimiotaxis de neutréfilos humanos. También promueve
una respuesta no protectiva tipo Th2 e induce apoptosis en células inmunes en pacientes
con EQ activa (Sheperd et al., 1991; Rigano et al., 2001). El AgB actuaria como un antigeno
de interferencia permitiendo la liberacién de PSC para desarrollar quistes secundarios

(Virginio et al., 2007). Este antigeno también tiene un papel en mecanismos de
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detoxificacién de lipidos, lo que podria asociarse con la supervivencia del pardsito (Chemale
et al., 2005). El AgB estd codificado por una familia de multigenes presentando hasta el
momento cinco isoformas distintas (AgB1-AgB5) que presentan expresion variable y se
agrupan en dos grupos: EgAgB1/B3/B5y EgAgB2/B4 (Fernandez et al., 1996; Chemale et al.,
2001). Estas cinco subunidades difieren entre si en su secuencia de aminoacidos entre un
44% a 81% y el cambio de expresidn de una isoforma a la otra permitiria al parasito evadir
la respuesta inmune y modular las reacciones inflamatorias que rodean al QH. Los
miembros de la familia de genes de EgAgB se expresan de manera diferencial en los distintos
estadios de E. granulosus sensu lato, incluyendo adultos maduros, inmaduros y oncosferas,
asi como también en distintos componentes de un mismo estadio, como la capa germinal y
los PSC del metacestodo (Zhang et al., 2010). Ademas, se demostré que existe variacién en
la expresidn de la secuencia de un mismo antigeno en diferentes genotipos de E. granulosus
sensu lato. Por ejemplo, se ha demostrado que el AgB2 se expresa en los genotipos G1/G2,
pero no en los genotipos G5 y G6/7 (Haag et al., 2004, 2006; Kamenetzky et al., 2005;
Muzulin et al., 2008; Boubaker et al., 2014). Las diferencias de expresion de un determinado
antigeno de acuerdo al genotipo podrian afectar los resultados de las pruebas seroldgicas,
por lo tanto es importante conocer el perfil antigénico de LH de diferentes genotipos.

En general, en las pruebas seroldgicas los antigenos nativos, tanto crudos como
purificados, dan lugar a resultados extremadamente variables. Esta variabilidad estd
determinada, entre otros, por la dificultad de estandarizacion, ya que los antigenos deben
ser obtenidos de infecciones naturales y cada lote tendrd una composicién diferente. Esta
variabilidad también puede ser atribuida en el caso de antigenos purificados a la falta de un
consenso en cuanto a los métodos de purificacién de determinados antigenos. Con el fin de
solucionar los problemas de estandarizacidon antigénica, se han desarrollado antigenos
recombinantes, que buscan mejorar la especificidad y la reproducibilidad en el diagndstico
seroldgico. Ademas, otra de las causas de los resultados dispares en las pruebas serolégicas
es la variabilidad antigénica que presenta el AgB. Anteriormente, se ha demostrado que el

EgAgB2 recombinante tiene una valor diagndstico mas alto en comparaciéon con el EgAgB1
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recombinante o AgB nativo para el diagndstico serolégico de EQ en humanos (Lorenzo et
al., 2005; Sarkari et al., 2007; Pan et al., 2011; Rahimi et al., 2011; Folle et al., 2017).

Hasta el momento, la caracterizacién antigénica del LH de E. granulosus sensu lato
ha sido estudiada principalmente en ovinos. En esos estudios la evaluaciéon de la
composicion antigénica fue realizada teniendo en cuenta el Hl y, en solo algunos trabajos,
la localizacién y el genotipo de los QH. Ademas, el perfil antigénico fue obtenido mediante
inmunoblot (IB) enfrentando las bandas de proteinas del LH con sueros humanos con
hidatidosis confirmada, sin tener en cuenta el genotipo de E. granulosus sensu lato con el
cual estaban infectados estos pacientes. El conocimiento del perfil antigénico, teniendo en
cuenta todas las variables mencionadas, seria de utilidad para la aplicacién en la realizacién
de pruebas diagndsticas, con el objetivo de diagnosticar adecuadamente HI
(fundamentalmente en ganado ovino, bovino, caprino y porcino) y humanos infectados con

diferentes especies y genotipos de E. granulosus sensu lato.

1.8.3. Diagnostico y seguimiento de la Echinococcosis quistica

El diagndstico de EQ en humanos se basa en los datos epidemiolégicos vy clinicos, en
la identificacion de estructuras del quiste mediante el uso de técnicas por imagen
(radiologia, ecografia, tomografia computada, resonancia magnética), en técnicas

inmunoldgicas y/o anatomia patoldgica (Pawlowski et al., 2001; Brunetti et al., 2009).

1.8.3.1. Técnicas de imagen

Los estudios por imagenes son el primer paso en el diagndstico de EQ y son
fundamentales para determinar la localizacién, el tamafio y el estadio del QH, asi como
identificacion de posibles complicaciones y monitoreo de la respuesta al tratamiento (Kern
etal., 2017).

La ecografia se convirtié en la técnica por imagen mas empleada para la deteccién
del QH en el higado y cavidad abdominal, que son las localizaciones mds frecuentes (Moro
& Schantz, 2009). Es una técnica no invasiva capaz de detectar QH en etapas relativamente

tempranas, es de bajo costo y permite el diagndstico y la evaluacion de las complicaciones
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de los quistes con gran eficiencia (Eckert & Deplazes, 2004). Actualmente es una técnica
disponible en cualquier centro de salud de paises en vias de desarrollo y tras la introduccién
de ecografos portatiles se ha facilitado mucho su utilizaciéon en zonas rurales y de dificil
acceso donde otro tipo de técnicas de imagen no se podrian utilizar. Por estos motivos, la
ecografia se utiliza para realizar catastros escolares y/o poblacionales. Argentina ha sido
uno de los primeros paises en América del Sur en implementar estudios ecograficos en la
poblacidn como una herramienta para el diagndstico de EQ y también para evaluar el éxito
de los programas de control (Del Carpio et al., 2012; Bingham et al., 2014).

El diagnéstico de la EQ mediante ecografia presenta ciertas desventajas, como por
ejemplo su inaplicabilidad para la deteccion de quistes en otras localizaciones distintas al
abdomen (Frider y Larrieu, 2010; Tamarozzi et al., 2017). Por lo tanto, la OMS recomienda
el uso de una segunda prueba diagndstica, por ejemplo una basada en la deteccién de
anticuerpos séricos contra el parasito, para la confirmacion de los hallazgos por técnicas de
imagen en la hidatidosis. No sélo se recomienda en estos casos dudosos, sino también para

confirmar aquellos en los que la evidencia diagndstica sea mayor (WHO, 2003).

1.8.3.2. Técnicas inmunodiagndsticas

Ademas de la utilidad en la confirmacion de los hallazgos por técnicas de imagenes,
las técnicas inmunoldgicas serian potencialmente utiles para la monitorizaciéon y el
seguimiento de pacientes, y para estudios epidemioldgicos (Carmena et al., 2007).

El inmunodiagndstico de la EQ puede ser directo, mediante técnicas que buscan
antigenos especificos del pardsito, o bien indirecto, mediante la deteccién de anticuerpos
especificos contra el parasito. Asi mismo, se pueden buscar otras moléculas relacionadas,
como citocinas, aunque estas son mas frecuentemente utilizadas para el seguimiento de la
enfermedad (Siles-Lucas et al., 2017a).

La deteccién de antigenos podria ser ventajosa en comparacién con la detecciéon de
anticuerpos en etapas tempranas de la infeccidon y para el seguimiento de los pacientes
tratados, ya que la disminucidn de los antigenos circulantes ocurre antes de la disminucién

de anticuerpos en pacientes curados. Los ensayos de deteccidon de antigenos dependen
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principalmente de la unién de anticuerpos policlonales o monoclonales especificos al
antigeno del parasito presente en el suero, orina o saliva. La utilizaciéon de anticuerpos
monoclonales es poco frecuente, por lo que es usual encontrar reactividad cruzada con
otros parasitos (Zhang et al., 2012; Siles-Lucas et al., 2017a). Generalmente los tests para la
deteccién de antigenos presentan baja sensibilidad, por lo que su aplicacién en la practica
clinica es limitada (Zhang & McManus, 2006). El elevado niumero de falsos negativos se debe
alaestructura parasitaria que impide la salida de niveles apreciables de antigenos y también
a la formacién de complejos antigeno-anticuerpo que secuestran los antigenos circulantes
e impiden su deteccién (Craig & Nelson, 1984; Sadjjadi et al., 2009).

Los QH producidos por E. granulosus sensu lato inducen una fuerte respuesta de
anticuerpos en la mayoria de los pacientes, desencadenando diferentes isotipos (1gG, I1gM,
IgA e IgE), aunque la intensidad y la especificidad de la respuesta dependen de varios
factores. Los principales métodos seroldgicos utilizados para el diagndstico y seguimiento
de la EQ en humanos se basan en la deteccidon de anticuerpos 1gG especificos. El LH es el
antigeno mas utilizado para la deteccion de anticuerpos IgG. Esta mezcla de antigenos es
actualmente utilizada en varias técnicas como el ELISA, la hemoaglutinacion indirecta (HAI)
y el IB. Tanto el ELISA como el HAI son las técnicas mas utilizadas en el diagndstico de EQ en
humanos, mientras que el IB se utiliza como test confirmatorio. La técnica de doble difusiéon
Arco 5, utilizada afios atrds, hoy en dia se usa raramente debido a que presenta baja
sensibilidad. Entre los diferentes tests se han detectado diferencias considerables en cuanto
a la sensibilidad y especificidad, que suelen ser bajas, y un valor de prondstico deficiente
para el seguimiento debido a la persistencia de los anticuerpos contra el LH luego de haber
sido extraido el QH (Barnes et al., 2012; Zhang et al., 2012; Siles-Lucas et al., 2017a).

Distintos estudios de diagndstico para EQ que utilizaron ELISA-IgG contra los
antigenos del LH reportaron una sensibilidad en un rango que varié de 64,8% a 100,0%. Los
resultados de falsos negativos podrian depender de diversos factores como el genotipo,
estadio y localizacion del QH, QH simples y pequefios y la variabilidad antigénica del LH.
Ademas, se han descripto elevados porcentajes de resultados falsos positivos en ELISA-IgG

gue utilizan LH como antigeno en pacientes de diferentes areas geograficas. También se ha
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descripto reaccién cruzada de los anticuerpos contra el LH en pacientes con otras
enfermedades parasitarias (principalmente echinococcosis alveolar y cisticercosis) y no
parasitarias (Hernandez-Gonzélez et al., 2012; Manzano-Roman et al., 2015; Siles-Lucas et
al., 2017a).

Distintos tipos de antigenos se han evaluado para ser utilizados en tests seroldgicos,
como extractos somaticos de PSC, antigenos nativos purificados y recombinantes
(fundamentalmente de diferentes subunidades de AgB y Ag5), aumentando estos ultimos
el nivel diagndstico. Sin embargo, los resultados falsos negativos se deben a factores
similares reportados para el LH y su desempefio nunca ha sido evaluado a gran escala, y
ninguno de los antigenos reportados es lo suficientemente sensible o especifico para ser
usado como una primer herramienta para el diagndstico o catastros poblacionales
(Chamekh et al., 1990; Carmena et al., 2007; Zhang et al., 2012; Manzano-Roman et al.,
2015; Siles-Lucas et al., 2017a).

Varios kits basados principalmente en ELISA, HAl e inmunocromatografia, que
contienen LH crudo o fracciones semipurificadas de esta mezcla antigénica, estan
disponibles comercialmente. Los resultados de validacién y comparacién con las
herramientas “gold standard” se han publicado solo para algunos de ellos. Diversos kits de
ELISA comercial fueron evaluados y comparados con ELISAs “in house”, presentando
variables resultados falsos negativos y falsos positivos para los kits comerciales (Liance et
al., 2000; Auer et al., 2009). El test de HAI fue evaluado por diferentes autores presentando
resultados variables en la sensibilidad (de 34,9% a 88,0%) y especificidad (por ejemplo de
44,0% a 70,0% en pacientes con echinococcosis alveolar) (Liance et al., 2000; Auer et al.,
2009).

En los ultimos afios, se han desarrollado herramientas de diagndstico sensibles y
faciles de usar. Estas se basan principalmente en tests inmunocromatograficos rapidos
(TIR), algunos de los cuales son comercializados. La sensibilidad del TIR depende del
antigeno utilizado y del estadio del QH. Tamarozzi et al. (2016) compararon tres TIR,
basados en distintos tipos de antigenos, y un ELISA IgG comerciales y observaron que la

sensibilidad (57,0% a 74,0%) y especificidad (72,0% a 100,0%) no presentaron diferencias

42



Introduccion

con el test de ELISA. Tanto los tests de ELISA mas sensibles como los TIR, que contienen LH
o fracciones purificadas de este antigeno, podrian ser usados como una herramienta de
diagnéstico primaria para la EQ.

Hasta el momento, los estudios realizados para evaluar el rendimiento de distintas
pruebas seroldgicas han utilizado sueros de pacientes con hidatidosis confirmada teniendo
en cuenta ciertas variables que podrian afectar el sensibilidad de los tests, como la
localizacién (fundamentalmente hepatica y pulmonar), nimero de QH y estadio de los QH
hepaticos. Sin embargo, no se ha evaluado el rendimiento de las pruebas seroldgicas en
funcion del genotipo del QH teniendo en cuenta que las especies y genotipos de E.
granulosus sensu lato presentan diferencias antigénicas y, por lo tanto, podrian afectar los

resultados de estas pruebas.

1.8.3.3. Técnicas de deteccion histologica del pardsito

La presencia de un quiste producido por E. granulosus sensu lato puede confirmarse
mediante un examen directo de biopsia y de aspirado del contenido del QH. Generalmente
este examen se basa en la coloracidn de las capas y/o del contenido del QH y posterior
observacién directa al microscopio, para determinar la presencia de ganchos rostelares y

PSC (Brunetti et al., 2010).

1.8.4. Tratamiento

El tipo de tratamiento de la EQ se decide fundamentalmente dependiendo de la
localizacién del QH. En el caso de los QH hepaticos, la clasificacién ultrasonogréfica de la
OMS y la presencia y/o tipo de complicaciones influyen en la decisién terapéutica (WHO,
2017) (Figura 13). Para pacientes con QH hepaticos y/o abdominales sin complicaciones las
alternativas de tratamiento propuestas son: cirugia, drenaje percutdneo, tratamiento
farmacoldgico con benzimidazoles y “watch and wait” (observar y esperar). Actualmente
las recomendaciones para el manejo de la EQ promueven un enfoque multidisciplinario,
con consultas del equipo interdisciplinario para decisiones terapéuticas, la combinacién de

tratamientos quirdrgicos y farmacoldgicos, un seguimiento a largo plazo de los pacientes,
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el establecimiento de recomendaciones internacionales y la creaciéon de centros de

referencia (Brunetti et al., 2010).
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Figura 13. Asignacion de las modalidades de tratamiento a las etapas individuales de los
quistes hidatidicos y los riesgos de complicaciones por estadio y tamaiio del quiste.
Adaptado de WHO (2017).

1.8.4.1. Cirugia

El objetivo de la cirugia en el tratamiento de la EQ es la remocién del QH. Este
tratamiento es elegido para QH complicados tales como quistes con posibilidad de ruptura,
con infeccidn bacteriana, comunicados con la via biliar o que estén ejerciendo presidn en
6rganos vitales adyacentes. También es indicado para aquellos quistes activos CE2 y
transicional CE3b medianos, con multiples vesiculas hijas, y en todos los QH grandes (>10

cm) excepto los quistes inactivos (CE4 y CE5). La cirugia no se recomienda para el
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tratamiento de quistes asintomaticos inactivos, quistes de dificil acceso o quistes muy
pequefios (Junghanss et al., 2008; Brunetti et al., 2010).

Para minimizar el riesgo de hidatidosis secundaria por vertido de PSC, actualmente
se recomienda el uso de una solucion hipertdnica salina al 20,0% en contacto con la capa
germinal por al menos 15 minutos antes de la remocion del QH. Se aconseja también un
tratamiento preoperatorio con albendazol (ABZ) empezando al menos una semana antes
de la cirugia y continuado dos meses tras la intervencién quirdrgica (Junghanss et al., 2008;

Brunetti et al., 2010; WHO, 2017).

1.8.4.2. Drenaje percutdneo

La inactivacién del parasito se logra mediante la esterilizacién del contenido del QH
utilizando una solucidn escolicida inyectada en la cavidad del quiste (Tamarozzi et al., 2014).
Después de la inyeccion, se eliminan los contenidos liquidos del quiste junto con las capas
del pardsito. Estas intervenciones se realizan por drenaje percutaneo, que implica técnicas
minimamente invasivas con menor riesgo que la cirugia. Ademads, el costo de este
tratamiento suele ser mas bajo que el tratamiento quirurgico (Brunetti et al., 2010).

Los agentes escolicidas mas utilizados para la inyeccidon intraquistica en los
tratamientos percutaneos son las soluciones salinas hipertdnicas (30%) y el alcohol (95%).
Es obligatoria la profilaxis con ABZ cuatro horas antes y durante un mes después de la

intervencién (Brunetti et al., 2010).

1.8.4.3. Tratamiento farmacoldgico con benzimidazoles

Los benzimidazoles metilcarbamatos son los antihelminticos mas utilizados debido
a su amplio espectro, su baja toxicidad y su elevada potencia (Hemphill & Miiller, 2009).
Estos farmacos causan la degeneraciéon selectiva de los microtibulos citoplasmaticos en
células intestinales y tegumentales del parasito. El metabolito de estos farmacos se une a
la subunidad B-tubulina de los microtubulos del parasito, inhibiendo la polimerizacién de
los microtubulos, lo que provoca alteraciones degenerativas en las células del tegumento

del parasito. También causan un deterioro en la utilizacidn de la glucosa y la secrecién de
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colinesterasa, que conduce a la inmovilizacién y la muerte eventual del parasito (Dehkordi
et al., 2019). Estos compuestos son potencialmente capaces de matar el metacestodo y por
lo tanto de curar a los pacientes con quistes activos. Sin embargo, la eficacia de los
benzimidazoles depende del tamafio y tipo de QH, la edad del pacientes (estos farmacos
actuan mejor en pacientes mads jovenes que en pacientes de edad mds avanzada), y el
6rgano afectado (Hemphill et al., 2010).

Actualmente, el ABZ es el fdrmaco de eleccién para el tratamiento de la EQ, ya que
su biodisponibilidad (aunque pobre) es mejor que la de otros farmacos utilizados. La
duracion del tratamiento depende de la situacién del individuo, estadio y tamafio del QH, y
los pacientes deben ser monitoreados con imagenes. Actualmente, se recomienda la
administracion continua del farmaco, evitando las interrupciones de tratamiento mensual
recomendadas anteriormente en 1980 (Brunetti et al., 2010). La duracidon del tratamiento
juega un papel crucial, ya que la administracién prolongada de medicamentos produce los
resultados mas favorables para los pacientes (Hemphill et al., 2010).

La quimioterapia con ABZ se recomienda para los QH hepaticos activos CE1 y CE3a
menores a 6 cm de didmetro. Los QH CE2 y CE3b con vesiculas hijas en su interior y paredes
mas gruesas responden pobremente al tratamiento y tienen alto indice de “regeneracion”
(Li et al., 2011; WHO, 2017). El tratamiento con ABZ también estd indicado para pacientes
inoperables, en pacientes con quistes multiples en dos o mas érganos y en casos con quistes
peritoneales (Brunetti et al., 2010). El ABZ estd contraindicado para QH grandes y con riesgo
de ruptura (situados superficialmente o infectados) y no es necesaria para quistes inactivos
CE4 y CES5 (Junghanss et al., 2008).

El tratamiento con ABZ se utiliza en pacientes con quistes pulmonares complicados
o que se consideran candidatos quirurgicos deficientes, incluidos aquellos con quistes no
quirargicos y multiples. El uso de ABZ solo ha demostrado una buena eficacia en los QH
pulmonares pequefios y sin complicaciones. Sin embargo, el ABZ debe ser evitado antes de
la operacion para los quistes pulmonares mas grandes, ya que la terapia farmacoldgica
puede promover la ruptura debido a cambios degenerativos en la pared del quiste (Kern et

al., 2017).
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1.8.4.4. “Watch and wait” (observar y esperar)

Este tratamiento sigue la evolucidn del QH por técnicas de imagen en pacientes a
los que no se les aplica ningln tipo de tratamiento (Brunetti & Junghanss, 2009). Esta es
una opcidn para los quistes inactivos sin complicaciones, incluidos la mayoria de los quistes
CE4 y todos los quistes CE5. Estos tipos de quistes parecen mantener un tamano estable o
degenerarse con el tiempo y no comprometen las funciones de los érganos ni causan

molestias al paciente (Junghanss et al., 2008).

1.9. Situacion de la Echinococcosis quistica en Neuquén

Como se menciond anteriormente, Neuquén es una de las provincias con mayor
incidencia de EQ en Argentina, a pesar de presentar un programa de control desde el afio
1970. Un estudio retrospectivo de casos humanos de EQ en la provincia de Neuquén mostré
que en el periodo 1995-2004 la IAP para la poblacién total fue 24,4/100.000 habitantes y
9,7/100.000 habitantes para nifios menores de 14 afios. Estos valores son muy superiores
al de Argentina en el mismo periodo (1,0/100.000) y las altas tasas en nifos indican que
existe una transmision activa de la enfermedad (Pierangeli et al., 2007). En el citado estudio,
se observé que la distribucion de los casos fue marcadamente heterogénea, con tasas de
IAP de hasta 78,4/100.000 habitantes en areas rurales donde se concentra la actividad
ganadera, fundamentalmente la cria de caprinos. Ademas, se detectaron focos de
hiperendemicidad en pequeiias localidades como Pilo Lil (881,0/100.000 habitantes) y El
Malleo (231,0/100.000 habitantes). Estos valores son muy superiores a los registrados en la
mayoria de los paises y sélo comparables a los reportados en Kirguistan y Turkmenistan,
donde no se desarrollan programas de control de EQ (Torgerson, 2003; Torgerson et al.,
2006; Pierangeli et al., 2007).

Enelafio 2012, la Subsecretaria de Salud de la provincia de Neuquén publicé la “Guia
provincial para manejo de la hidatidosis hepatica”. Esta guia se realizé con el objetivo de
optimizar recursos en cuanto al diagndstico, manejo terapéutico interdisciplinario y
seguimiento de los pacientes con EQ hepatica en la provincia de Neuquén. Se establece que

el diagndstico de EQ hepatica se base en la sospecha clinica, datos epidemioldgicos y
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estudios por imagenes. El pilar fundamental en el diagndstico es la ecografia, sin embargo
ante dudas diagndsticas se recurre a métodos de mayor complejidad como tomografia axial
computarizada o resonancia magnética nuclear. No recomienda la serologia para la
busqueda de anticuerpos (Ministerio de Salud, Gobierno de la Provincia de Neuquén, 2012).

Las caracteristicas de relieve, suelos, lluvia, hidrografia, temperatura y vegetacién
de la provincia de Neuquén son favorables para el desarrollo del ciclo de E. granulosus sensu
lato, ya que varian desde la estepa patagonica (arida, con escasas precipitaciones pluviales)
al bosque sub-antartico (con clima humedo y frio, y abundante vegetacidn).

La principal actividad econdmica de la poblacién rural es la cria de ganado caprinoy
en menor medida de ovinos y bovinos para subsistencia. Los datos de produccién ganadera
de Neuquén segun la Direccién Provincial de Estadistica y Censos 2015 son: 840.281
caprinos, 206.737 bovinos y 201.899 ovinos. Los ultimos datos de produccién porcina de
Neuquén son del afio 2008 con un total de 16.297 cabezas de cerdos (Instituto Nacional de
Estadistica y Censos, 2008, 2020). El ganado caprino se adapta mejor a las rigurosas
condiciones climaticas, edaficas y la escasez de pasturas de Neuquén (Figura 14). La
provincia es la segunda productora de caprinos en Argentina, distribuidos mayormente en
el norte provincial (departamentos Chos Malal, Minas, Pehuenches y Norquin). Las
explotaciones de caprinos son de tipo familiar y estan a cargo de aproximadamente 2500
pequeiios productores, con menos de 2000 cabezas de ganado cada uno. La explotacion del
ganado caprino es diferente a la realizada en el resto de Argentina. La trashumancia es la
modalidad mas importante y consiste en el traslado de los animales en dos momentos del
ano: la veranada y la invernada. La veranada se desarrolla en los valles de altura donde el
ambiente brinda pasto y agua al ganado durante el verano y la invernada en la meseta y
valles inferiores en donde la escasez de agua y pasturas se hace critica a fines de la
primavera (Figura 15) (Bendini et al., 2004; Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria,
2004). El modelo trashumante implica un contacto estrecho entre el hombre, el ganado y
el perro (fundamental para el manejo de las majadas o pifios). La convivencia entre la familia

de crianceros, los caprinos y los perros es permanente, tanto en los procesos de traslado
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entre las zonas de veranada e invernada como en las condiciones precarias de alojamiento

temporario de verano.

Figura 14. Pastoreo de cabras en el departamento de Minas, Neuquén. Fotografia original,
obtenida en el desarrollo del presente trabajo de tesis.

W e o

Figura 15. Arreo de animales a la veranada en el departamento Chos Malal, Neuquén.
Fotografia tomada por NAN NHHL.
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En las areas urbanas y peri-urbanas la transmision del parasito se ve favorecida por
las malas condiciones sanitarias de los mataderos y la faenailegal. En estas dreas predomina
la cria de cerdos.

La diversidad del ganado susceptible a la infeccién con E. granulosus sensu lato
existente en Neuquén podria contribuir a la presencia de ciclos simultaneos del parasito
que involucren diferentes Hl, lo que implicaria una situacidén epidemiolégica compleja. Las
condiciones climdticas y geograficas, asociadas a factores socio-culturales contribuyen al
mantenimiento del ciclo del parasito en Neuquén (Pierangeli et al., 2007).

Estudios previos mostraron que la provincia de Neuquén se caracteriza por
presentar una gran diversidad de genotipos que infectan al ganado. Hasta el momento, se
han descripto cuatro genotipos en ganado: E. granulosus sensu stricto G1 (en ovinos y
caprinos) y G3 (ovinos); E. canadensis G6 (cabras y bovinos) y G7 (porcinos) (Kamenetzky et
al., 2002; Soriano et al., 2010, 2015). En humanos se describieron infecciones con E.
granulosus sensu stricto G1 y E. canadensis G6. La diversidad de genotipos en ganado es
mayor que la que se encontré en humanos de Neuquén, sugiriendo que mas genotipos
podrian causar EQ en humanos de esa region.

Los estudios sobre la variabilidad genética de los genotipos de E. granulosus sensu
lato que infectan a humanos de Neuquén involucraron el andlisis de la secuencia parcial del
gen mitocondrial cox1. Hasta el momento, no se han descripto secuencias completas del
gen mitocondrial cox1 ni haplotipos de E. granulosus sensu lato en humanos de la provincia
de Neuquén.

Considerando lo expuesto anteriormente, se plantea la necesidad de profundizar los
conocimientos de la EQ en la provincia de Neuquén, dado que es una de las provincias con
mayor incidencia en Argentina. Este trabajo pretende aportar conocimientos sobre la
variabilidad genética y de expresién fenotipica de especies y genotipos de E. granulosus
sensu lato proveniente de caprinos, ovinos, bovinos, porcinos y humanos de Neuquén,
teniendo en cuenta que:

1) No existen estudios sobre la microdiversidad genética de los haplotipos de E.

granulosus sensu lato en quistes provenientes de ganado de Neuquén.
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2) Se desconoce la distribucion geografica de las especies y genotipos de E.
granulosus sensu lato que infectan a humanos de Neuquén.

3) No existen estudios sobre la microdiversidad genética de los haplotipos de E.
granulosus sensu lato en quistes provenientes de humanos de Neuquén.

4) El conocimiento acerca de aspectos bioldgicos y moleculares de la infeccién
echinococcésica en humanos de Neuquén es escaso.

5) Existen pocos estudios que relacionen el genotipo del quiste con las
caracteristicas bioldgicas de los quistes y aspectos clinicos en humanos.

6) Existen pocos estudios que relacionen la respuesta inmune del paciente en
funcion de las caracteristicas bioldgicas de los quistes y aspectos clinicos en
humanos.

7) Existe una importante variabilidad en las caracteristicas bioldgicas y en la
composicion antigénica entre los genotipos de E. granulosus sensu lato

provenientes de distintos HI y humanos.

Los conocimientos generados en este trabajo podrian contribuir para ajustar las
medidas de prevencién y control de la enfermedad en Neuquén y entender por qué sigue
siendo una de las provincias con mayor incidencia de EQ en Argentina. Ademas, los
resultados del presente trabajo podrian ser utiles para revisar las indicaciones sobre

diagndstico y manejo de los pacientes con EQ vigentes en la provincia.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO
2.1. Objetivo general

Evaluar la variabilidad genética y fenotipica de especies y genotipos de E. granulosus
sensu lato en hospedadores intermediarios y humanos de la provincia de Neuquén,

Argentina.

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar la especie y el genotipo de los QH de E. granulosus sensu lato presentes en
caprinos, ovinos, bovinos y porcinos de la provincia de Neuquén.

2. Evaluar la microdiversidad genética y filogeografia de los haplotipos de E. granulosus
sensu lato en QH provenientes de ganado de la provincia de Neuquén, utilizando una
secuencia parcial del gen cox1.

3. Evaluar la relacién entre el genotipo de los QH originados en ganado y la localizacién, el
tamanio, fertilidad y viabilidad del quiste.

4. Determinar la especie y genotipo de los QH de E. granulosus sensu lato presentes en
humanos de la provincia de Neuquén.

5. Evaluar la microdiversidad genética y filogeografia de los haplotipos de E. granulosus
sensu lato en quistes provenientes de humanos de la provincia de Neuquén, utilizando
la secuencia completa del gen cox1.

6. Describir los ciclos de transmisidn de E. granulosus sensu lato en ganado y humanos de
la provincia de Neuquén y determinar posibles relaciones entre ellos.

7. Caracterizar aspectos bioldgicos y clinicos de la infeccidn con E. granulosus sensu lato en
humanos de la provincia de Neuquén.

8. Evaluar la relacidn entre el genotipo de los QH originados en humanos y la edad, sexo,
sintomatologia, numero de quistes del paciente, asi como la localizacién, tamaiio,
fertilidad y viabilidad del quiste.

9. Comparar la sensibilidad de diferentes métodos seroldgicos para la deteccion de

anticuerpos IgG anti E. granulosus sensu lato en humanos.
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10. Evaluar la respuesta inmune de pacientes con hidatidosis confirmada en relacién con las
variables: genotipo, localizacién anatémica, estadio segiin OMS, tamafio del QH, numero
de QH por paciente y edad del paciente.

11. Caracterizar el perfil proteico y antigénico del LH de origen caprino, ovino, bovino,
porcino y humano, evaluando su relacién con el hospedador, el genotipo, la localizacién
y la fertilidad del quiste.

12. Evaluar la reactividad de los antigenos del LH, con énfasis en el AgB, provenientes de
diferentes hospedadores y genotipos de E. granulosus sensu lato frente a un panel de
sueros de pacientes con infeccion confirmada por E. granulosus sensu stricto (genotipo

G1) y E. canadensis (genotipos G6 y G7), mediante inmunoblot.

2.3. Hipétesis de trabajo

1) Lainfeccidn por E. granulosus sensu lato presenta en ganado caracteristicas bioldgicas
diferenciales segun el hospedador intermediario, la localizacion, el genotipo y/o la
fertilidad.

2) Existe diversidad de haplotipos de E. granulosus sensu lato que infectan al ganado de
la provincia de Neuquén y se distribuyen de manera heterogénea dentro de la
provincia.

3) Existe diversidad de haplotipos de E. granulosus sensu lato que infectan humanos de la
provincia de Neuquén y se distribuyen de manera heterogénea dentro de la provincia.

4) Los humanos y el ganado de Neuquén son susceptibles a la infeccion con diferentes
especies y genotipos de E. granulosus sensu lato. Existen simultdneamente ciclos
sinantrdpicos de EQ en la provincia de Neuquén.

5) La infeccion por E. granulosus sensu lato en humanos presenta caracteristicas
bioldgicas y clinicas diferentes segun la localizacion anatédmica, el genotipo, el tamafio,
la fertilidad y/o viabilidad del QH, la edad, sexo y nimero de quistes por paciente.

6) El test seroldgico HAI presenta menor sensibilidad respecto a los otros métodos

seroldgicos.
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7)

8)

La respuesta inmune de los pacientes varia segun el genotipo, la localizacién
anatdmica, el estadio segun OMS, el tamafo del QH y el nimero de QH por paciente.
La composicidn proteica y antigénica del LH proveniente de caprinos, ovinos, bovinos,
porcinos y humanos de Neuquén varia segun el hospedador, la localizacidn, el genotipo
y la fertilidad del quiste.

La reactividad de los antigenos del LH proveniente de diferentes hospedadores y
genotipos de E. granulosus sensu lato difiere cuando se los enfrenta mediante
inmunoblot a sueros de pacientes con infeccidn confirmada por E. granulosus sensu

stricto (genotipo G1) y/o E. canadensis (genotipos G6 y G7).
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3. MATERIALES Y METODOS
En este capitulo se describen los materiales y métodos empleados durante el desarrollo
de este trabajo, divididos en secciones, ordenados segun el objetivo especifico para el cual se
utilizaron. Salvo que se aclare explicitamente, todos los procedimientos descriptos fueron
llevados a cabo en la Catedra de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional del Comahue.
Para desarrollar los objetivos propuestos el trabajo de tesis se dividio en tres estudios:
1. Caracterizacién molecular y bioldgica de quistes hidatidicos de caprinos, ovinos, bovinos
y porcinos de la provincia de Neuquén
2. Caracterizacién molecular, biolégica y clinica de quistes hidatidicos humanos de la
provincia de Neuquén

3. Aspectos inmunoldgicos de la infeccién por E. granulosus sensu lato en humanos

3.1. Estudio 1: Caracterizacion molecular y bioldgica de quistes hidatidicos de caprinos, ovinos,
bovinos y porcinos de la provincia de Neuquén

En este estudio se desarrollaron los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar la especie y genotipo de los QH de E. granulosus sensu lato presentes en caprinos,
ovinos, bovinos y porcinos de la provincia de Neuquén.

2. Evaluar la microdiversidad genética y filogeografia de los haplotipos de E. granulosus sensu
lato en QH provenientes de ganado de la provincia de Neuquén, utilizando una secuencia
parcial del gen cox1.

3. Evaluar la relacion entre el genotipo de los QH originados en ganado y la localizacién, el

tamanio, fertilidad y viabilidad del quiste.

3.1.1. Area y periodo de estudio

El trabajo se realizd en la provincia de Neuquén, Argentina, entre marzo de 2014 y junio
de 2018. La provincia de Neuquén tiene una superficie de 94.078 km? y estd ubicada en el norte
de la Patagonia, entre los 38°57°39” de latitud sur y los 68°04°28” de longitud oeste. El territorio

estd dividido en 16 departamentos (Figura 16). La poblacién total provincial es de 551.266
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habitantes (densidad 5,9 hab/km?). El 65,8% de la poblacién estd concentrado en el
departamento Confluencia (362.673 hab; 49,3 hab/km?) (Direccién Provincial de Estadisticas y
Censos, 2020).
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Figura 16. A: Ubicacion de la Provincia de Neuquén en Argentina; B: Mapa politico de la
Provincia de Neuquén.

3.1.2. Disefio del estudio

En este estudio se aplicéd un disefio observacional, descriptivo, comparativo, prospectivo

y transversal.

3.1.3. Obtencidn y caracterizacion bioldgica del material parasitario

Los QH se obtuvieron a partir de caprinos (Capra hircus), ovinos (Ovis aries), bovinos (Bos
taurus) y porcinos (Sus scrofa) faenados en mataderos habilitados de la provincia de Neuquén,
bajo control veterinario. Se realizé la busqueda de los quistes en las visceras por observacién
macroscépica y palpacion de los érganos (higado, pulmones, rifiones, bazo, corazén, peritoneo).
Se registro el tipo de ganado, la edad, procedencia, el/los érganos afectados y la cantidad de QH

detectados. Las porciones de los érganos que contenian los QH se colocaron en recipientes
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pldsticos individuales de cierre hermético y fueron remitidas refrigeradas al laboratorio dentro de

las 48 horas de su obtencion.

3.1.4. Procesamiento de los quistes hidatidicos
Los QH fueron procesados inmediatamente después de la recepcién en el laboratorio. El

procesamiento de los QH incluyé:

3.1.4.1. Separacion de los elementos del quiste y recuento de protoescélices

El contenido de cada QH de ganado (LH y PSC) se obtuvo por puncién aspiraciéon con
jeringay aguja estéril, y se colocé en tubos de centrifuga estériles (Figura 17). Luego de la puncién,
las capas (germinal y laminar) se separaron cuidadosamente con bisturi y pinzas estériles y se
cortaron en porciones. Se registré el aspecto de las capas y se conservaron en etanol 70% a -20°C
para biologia molecular. Posteriormente, el tubo con el contenido del QH se centrifugé a 800 x g
durante 5 minutos para clarificar el LH y se conservaron el sedimento (PSC) y el sobrenadante (LH
clarificado) para ser utilizado posteriormente en el estudio 1 (item 3.1.5.1.) y estudio 3 (item
3.3.2.), respectivamente. El sedimento con PSC se separd en 2 alicuotas: a) para estudio de

fertilidad y viabilidad, y b) para analisis por biologia molecular.

n\\
e

Figura 17. Procesamiento de los quistes hidatidicos. A) Medicion del diametro mayor; B)
Puncidn del quiste; C) Extraccion de capas.

3.1.5. Determinacion de las especies y genotipos de E. granulosus sensu lato
3.1.5.1. Procesamiento del material parasitario
Para cada muestra se procesaron de 25 mg a 100 mg de PSC y/o capa germinal del QH

obtenidos en el apartado 3.1.4.1. Se realizaron 3 lavados con agua destilada estéril para remover
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el alcohol 70% vy luego las muestras se sometieron a 3 ciclos de congelacién a -20 °C y

descongelacién para facilitar la ruptura de tejidos.

3.1.5.2. Extraccion de ADN

La extraccién se realizé con el equipo comercial de QlAamp® DNA mini kit (Qiagen), que
permite la purificacion de ADN a partir de tejidos sélidos mediante columnas de afinidad. Se
siguieron las instrucciones del fabricante que incluyé los siguientes pasos:
1) Lisis con 20 ul de Proteinasa K en 180 ul de buffer ATL a 56 °C con agitacidn hasta lisis completa
(1 a3 horas)
2) Agregado de 200 pl de buffer AL, homogeinizacion mediante vértex durante 15 segundos e
incubacion a 70 °C durante 10 minutos
3) Adicién de 200 pl de etanol absoluto, homogeinizacién mediante vértex durante 15 segundos
y transferencia de la mezcla de reaccién a la columna de afinidad que se colocé dentro de un tubo
limpio de 2 ml de capacidad
4) Centrifugacion a 6.000 x g durante 1 minuto y descarte del liquido eluido (en este paso el ADN
guedd retenido en la membrana de la columna para ser luego liberado de impurezas en los pasos
5y6)
5) Transferencia de la columna a un nuevo tubo de elucion, agregado de 500 ul de buffer AW1,
centrifugacion a 6.000 x g durante 1 minuto y descarte del liquido eluido
6) Transferencia de la columna a nuevo tubo de elucién, agregado de 500 ul de buffer AW2
seguido de centrifugacién a 20.000 x g durante 3 minutos y descarte del liquido eluido
7) Transferencia de la columna a tubo eppendorf estéril, agregado de 200 pl de buffer de elucién
e incubacidn a temperatura ambiente durante 5 minutos
8) Centrifugacion a 6.000 x g durante 1 minuto y recoleccidn del liquido eluido que contiene el
ADN extraido
9) Reiteracidn de los pasos 7) y 8) para obtencién de una 2° fraccién de ADN

10) EI ADN obtenido se conservé a -20 °C hasta su amplificacién.
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3.1.5.3. Amplificacion de ADN

Para la determinacién del genotipo se amplificd una porcidon de aproximadamente 450
pares de bases (pb) del gen mitocondrial que codifica para la subunidad 1 de la citocromo ¢

oxidasa -cox1- utilizando los siguientes primers (Bowles et al., 1992):

Forward -FJB3-: 5"-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3’
Reverse -RJB4.5-: 5'-TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3’

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador BIOER (Life Thermal Cycler). La
composicion final de la mezcla de reaccién para la PCR fue: 2 mM de MgCl2; Buffer NHs*; 0,75
ug/ul de albumina bovina; 0,120 mM de cada dNTP (Sigma-Aldrich, St. Loius, EEUU); 0,5 uM de
cada primer (Genbiotech) y 0,04 U/ul de la enzima ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Tag
polimerasa) (Genbiotech). Se utilizaron 2 pl de templado en un volumen final de 20 ul. Las
condiciones de PCR fueron: una fase inicial de 5 minutos a 94 °C, seguidos de 35 ciclos de 30
segundos a 94 °C (desnaturalizacién), 30 segundos a 52 °C (hibridacion) y 30 segundos a 72 °C
(elongacion), y una fase final de elongacién de 5 minutos a 72 °C. Se realizaron corridas
electroforéticas de una alicuota de los productos de la PCR en geles de agarosa (Invitrogen,
Espafia) al 2% (p/v) pretefiidos con Gel Red® (Biotium), utilizando un patrén de peso molecular
de 100 pb (Genbiotech). Las corridas se realizaron en buffer Tris bérico EDTA (TBE) pH 8,0 a 120

V durante 30 minutos y los geles se analizaron por visualizacion bajo luz ultravioleta.

3.1.5.4. Secuenciacion

Los productos de PCR se purificaron utilizando métodos comerciales (AxyPrep® PCR
Purification Kit, Axygen Biosciences) y se secuenciaron utilizando un secuenciador automatico
3730XL (Macrogen, Corea). La secuenciacidon de los productos de PCR se realizé en ambas

direcciones.

3.1.5.5. Andlisis e interpretacion de las secuencias
Las secuencias obtenidas se analizaron mediante los programas informaticos ClustalX
v2.1., Bioedit v.7.2.5 y Mega 7 (Thompson et al., 1997; Hall, 1999; Tamura et al., 2007). Las

secuencias se alinearon y compararon con secuencias de E. granulosus sensu lato publicadas en

61



Materiales y métodos

GenBank (Numeros de acceso en GenBank cox1: U50464, M84662 a M84667, AB235848 vy
AF525457). La posicion de las bases en las secuencias del gen cox1 se determind utilizando como
referencia el fragmento de 366 pb descripto por Bowles et al. (1992). Las secuencias obtenidas
en este estudio fueron publicadas en GenBank. Los arboles filogenéticos se construyeron
mediante el método de Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987). Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de dos parametros de Kimura con 1000 replicaciones aleatorias
(Kimura, 1980).

La identificacion de haplotipos y el analisis de redes se realizé utilizando el software
NETWORK 10.0.0.0 (Polzin and Daneshmand, 2003). La secuencia de aminodcidos se infirid de la
secuencia de nucledtidos del cdédigo genético mitocondrial de platelmintos (Nakao et al., 2000).
Las secuencias de aminoacidos obtenidas se compararon con las secuencias de aminodcidos de
referencia, utilizando el software Geneious 11.1.5, para determinar si las sustituciones de
nucledtidos eran sinénimas o no. Se calcularon los indices de diversidad (Hd: diversidad de
haplotipos y m: diversidad nucleotidica) y de neutralidad (Tajima’s D and Fu’s Fs) utilizando el
software DnaSp 5.10.1 (Librado & Rozas, 2009). El test de Tajima’s D se aplicé para medir las
diferencias entre el nimero esperado de sitios segregantes (frecuencia de mutaciones) y la
expectativa del nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre secuencias de ADN. Esta
prueba emplea las distribuciones normales estandar y beta para determinar si el indice es
significativamente diferente de cero, en este sentido, la significancia de D puede estar enmarcada
en las siguientes premisas: 1) Si es negativo muestra expansién poblacional; 2) Si es positivo
refleja seleccion balanceada, con muchas mutaciones en frecuencias intermedias en la poblacién
(Tajima, 1989; Tajima, 1996). Por otra parte, el test de Fu’s Fs se utilizdé para comparar el nimero
de haplotipos observados con el nimero de haplotipos esperados en una muestra al azar,
asumiéndose un modelo infinito sin recombinacion. De acuerdo con lo descrito por Fu (1997), Fs

es mas sensible a la expansién demografica, mostrando usualmente valores negativos.

3.1.6. Evaluacion de la fertilidad de quistes hidatidicos

Se determiné la fertilidad del quiste, utilizando el sedimento obtenido en el item 3.1.4.1,

segun la presencia o ausencia de PSC por observacién en microscopio éptico con aumento de
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100x (Tashani et al., 2002). Se identificé como “fértil” al QH que tuviera por lo menos un PSC o

ganchos de PSC sueltos. La alicuota b se conservé en etanol 70% a -20°C hasta su utilizacion.

3.1.7. Evaluacidn de la viabilidad de quistes hidatidicos

El porcentaje de PSC viables presentes en cada QH fértil se determind a partir del
sedimento obtenido en el item 3.1.4.1. La viabilidad se evalud por coloracion vital con Azul Tripan
0,4% (Garcia Llamazares et al., 1997; Wang et al., 1997), forma y tamafio de los PSC y/o presencia
de células flamigeras (Eckert et al., 1993; Derbala & El-Massry, 1999; Scala et al., 2006). Se
evaluaron 200 PSC/QH en microscopio éptico con aumento de 400x, y se calculé el porcentaje de

PSC viables (Figura 18).

Figura 18. Protoescdlices viables (A) y no viables (B). Microfotografias (400x) tomadas en el
presente trabajo de tesis.

3.1.8. Analisis estadistico de los datos

Para el andlisis de los datos se utilizé el paquete estadistico InfoStat para Windows v2017e,
aplicando métodos de estadistica descriptiva e inferencial con pruebas paramétricas. Para el
andlisis de variables cualitativas se utilizé el método de x? con un nivel de significancia de p< 0,05.
Los resultados de las variables numéricas individuales se expresaron como promedio (X), desvio
estandar (DE) e intervalos de confianza del 95% (IC 95%). El analisis comparativo de los resultados
segun las variables independientes fue realizada con Test de Student con un nivel de significacion

p< 0,05.
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3.2. Estudio 2: Caracterizacion molecular, bioldgica y clinica de quistes hidatidicos humanos de

la provincia de Neuquén

En este estudio se desarrollaron los siguientes objetivos especificos:

4. Determinar la especie y genotipo de los QH de E. granulosus sensu lato presentes en humanos
de la provincia de Neuquén.

5. Evaluar la microdiversidad genética y filogeografia de los haplotipos de E. granulosus sensu
lato en quistes provenientes de humanos de la provincia de Neuquén, utilizando la secuencia
completa del gen cox1.

6. Describir los ciclos de transmisidon de E. granulosus sensu lato en ganado y humanos de la
provincia de Neuquén y determinar posibles relaciones entre ellos.

7. Caracterizar aspectos biolégicos y clinicos de la infeccidon con E. granulosus sensu lato en
humanos de la provincia de Neuquén.

8. Evaluar la relacién entre el genotipo de los QH originados en humanos y la edad, sexo, nimero

de quistes del paciente, asi como la localizacidn, el tamafio, fertilidad y viabilidad del quiste.

3.2.1. Area y periodo del estudio
Este estudio se realiz6 en la provincia de Neuquén, Argentina, entre enero de 2013 y julio

de 2018.

3.2.2. Diseio del estudio
En este estudio se aplicé un disefio observacional, descriptivo, comparativo, prospectivo

y transversal.

3.2.3. Obtencidn y caracterizacidon del material parasitario

Las muestras de QH humanos fueron obtenidos de pacientes con hidatidosis confirmada
por cirugia en diferentes hospitales publicos y privados de la provincia de Neuquén. Las muestras
correspondieron a una porcion de capa laminar, germinal y/o LH obtenidos de cada QH por los
cirujanos. Para este estudio el criterio de inclusidon fue: QH de pacientes con hidatidosis operados

en la provincia de Neuquén durante el periodo de estudio. El criterio de exclusién fue: pacientes
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gue presentaban QH hepaticos de estadio CE5, debido a que este tipo de quistes en Neuquén
solo recibe tratamiento “Watch and wait”. El material parasitario se envié refrigerado al
laboratorio en un lapso de no mas de 6 horas. Se registro el/los érganos afectados, cantidad de
QH y aspecto de la capa del QH. No se realizd un pool de quistes ya que cada QH fue considerado
una muestra individual. Las membranas se conservaron en etanol 70,0% a -20°C para biologia
molecular. El LH recibido se centrifugd a 800 x g durante 5 minutos para clarificar, se conservé el
sedimento (PSC) y el sobrenadante (LH clarificado) para ser utilizado posteriormente en el estudio
3 (item 3.3.2). El sedimento con PSC se separd en 2 alicuotas: a) para el analisis por biologia

molecular, y b) para estudio de fertilidad y viabilidad.

3.2.3.1. Caracteristicas moleculares y bioldgicas del quiste

La especie y genotipo de los QH se determind segun el item 3.1.5 del Estudio 1. La
fertilidad y viabilidad se determind de acuerdo al item 3.1.6 y 3.1.7 del Estudio 1. Para el andlisis
de la fertilidad y viabilidad, en los pacientes que presentaban mas de un quiste se consideraron
los quistes que eran fértiles y de aquellos quistes fértiles los que presentaban mayor viabilidad.
Las medidas de los QH humanos fueron obtenidas por imagenes antes de la cirugia del paciente.
Los QH hepaticos se clasificaron de acuerdo a las recomendaciones de la OMS segun la actividad
del quiste: quistes activos CE1 y CE2, quistes transicionales CE3a y CE3b, y quistes inactivos CE4 y
CES.

3.2.3.2. Caracteristicas clinicas del paciente

Se registro la edad, sexo, procedencia y sintomatologia del paciente previo a la cirugia.
También se registré si el paciente presentd tratamiento previo. Los pacientes que presentaban
mas de un quiste se clasificaron de acuerdo al quiste mas activo y en el caso de la sintomatologia
se tomaron los quistes mds grandes. El nUmero de datos analizados dependié la disponibilidad de

informacién para cada variable.

3.2.3.3. Aspectos éticos
El estudio fue aprobado por la Comisidon Asesora de Investigaciones Biomédicas en Seres

Humanos (CAIBSH) de la Subsecretaria de Salud de la Provincia de Neuquén. N° de expediente:

65



Materiales y métodos

4420-138451/2013. Todos los sujetos adultos y padres/tutores de los nifios dieron su
consentimiento informado por escrito para la cirugia. La informacidon de los pacientes fue

codificada para que no puedan ser identificados.

3.2.4. Determinacidon de haplotipos de Echinococcus granulosus sensu lato en humanos

Para el estudio de haplotipos de QH humanos se realizé la secuenciacion completa del gen
cox1 (1609 pb) de E. granulosus sensu lato. La secuenciacién completa del gen cox1 fue llevada a
cabo en el Instituto de Parasitologia de la Universidad de Zurich, con la direccién del Dr. Peter

Deplazes, bajo la supervision del Dr. Cristian Alvarez Rojas.

3.2.4.1. Amplificacion del gen completo cox1

Se incluyeron en este estudio los aislamientos que presentaron una cantidad de ADN
mayor o igual a 100 ng. Se amplifico la secuencia completa del gen cox1 (1608-1609 pb) de E.
granulosus sensu lato del ADN extraido segun la metodologia descripta en el item 3.1.5.2. del

Estudio 1 utilizando los siguientes primers (Hittner et al., 2008):

Forward: 5"-TTACTGCTAATAATTTTGTGTCAT-3’
Reverse: 5'-GCATGATGCAAAAGGCAAATAAAC-3’

Las condiciones de PCR fueron: una fase inicial de 3 minutos a 98 °C, seguidos de 34 ciclos
de 10 segundos a 98 °C (desnaturalizacién), 30 segundos a 59 °C (hibridacién), 45 segundos a 72
°C (elongacidn), y una fase final de elongacién de 10 minutos a 72 °C. La composicién de la mezcla
de reaccidn para la PCR fue: 200 uM dNTPs, 0,5 uM de cada primer (Microsynth), 5X Phusion HF
Buffer, 0,6 U/ul de la enzima ADN polimerasa (Phusion high fidelity DNA polymerase, NEB®). Se
utilizaron 3 pl de templado en un volumen final de 30 pl.

En los casos en que la amplificacidn resultd negativa, 3 pl de la primera reacciéon de PCR
fueron utilizados para una nested PCR para amplificar la porciéon 5° del gen cox1 (800 pb)

utilizando los siguientes primers (Alvarez Rojas et al., 2016):

Forward: 5"-GTTAGTTTTGACTGTACGTTTTCA-3’
Reverse: 5'- ATCAACACATAAACCTCAGG-3’
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Las condiciones de PCR fueron similares a la primera PCR, excepto la temperatura de
hibridacion que se utilizé 56 °C.

También se tomé una alicuota de 3 ul de la primera reaccién de PCR para amplificar la
porcion 3° del gen cox1 (1104 pb), incluyendo una secuencia que se superpone con el producto

de PCR de la porcién 5, utilizando los siguientes primers:

Forward: 5"-CTGTTTTGTTATTGGTTACGTTGC-3" (Alvarez Rojas et al., 2016)
Reverse: 5'-CACAATTAAACAACCAGGTCAATG-3" (Huttner et al., 2008)

Las condiciones de PCR fueron similares a la primera PCR, excepto la temperatura de
hibridacion que se utilizo 66 °C.

Se realizaron corridas electroforéticas de una alicuota de 5 pl de los productos de la PCR
en geles de agarosa (Invitrogen) al 2% (p/v) pretefiidos con Gel Red® (Biotium), utilizando un
patrén de peso molecular de 100 pb (Sigma®). Las corridas se realizaron en buffer TBE pH 8,0 a

100 V durante 30 minutos y los geles se analizaron por visualizacidn bajo luz ultravioleta.

3.2.4.2. Secuenciacion

Los productos de PCR se purificaron utilizando el método comercial MinElute® Gel
Extraction Kit (Qiagen®) siguiendo las instrucciones del fabricante con un pequefio cambio. Para
ello se agregaron 125 ul de buffer PB a 25 pl del producto de PCR y se colocaron en una columna
MinElute®. Se centrifugd durante 1 minuto a 20.000 x g y se descarté el filtrado. Luego se
agregaron 750 ul de Buffer PE a la columna MinElute®, se centrifugd durante 1 minuto a 20.000
x g, se descarté el filtrado y se colocd la columna MinElute® en un tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml.
Para eluir el ADN se agregaron 13 pl de Buffer EB, se incubd durante 1 minuto y se centrifugd
durante 1 minuto a 20.000 x g.

Se realizé secuenciacidn Sanger (Microsynth, Suiza) de los productos purificados. La
secuencia completa del gen cox1 se construyd utilizando como referencia las secuencias EGO1 de
E. granulosus sensu stricto (numero de acceso: JQ250806) y EcO1 de E. canadensis (nGmero de
acceso: KX010830) utilizando el software Geneious 11.1.5 (Kearse et al., 2012). Sélo se aceptaron

los electroferogramas con un solo pico para cada base; en el caso de ambigliedades o picos

67



Materiales y métodos

dobles, los productos de PCR fueron secuenciados en ambas direcciones. Las secuencias completa

del gen cox1 obtenidas fueron publicadas en GenBank.

3.2.4.3. Construccion de redes de haplotipos

La identificacién de haplotipos y el andlisis de redes se realizé utilizando el software TCS
1.21 con un limite de conexién de 95 % (Clement et al., 2000). La secuencia de aminodcidos se
infirid de la secuencia de nucledtidos del cddigo genético mitocondrial de platelmintos (Nakao et
al., 2000). Se calcularon los indices de diversidad (Hd y i) y de neutralidad (Tajima’s D and Fu’s
Fs) utilizando el software DnaSp 5.10.1 (Librado and Rozas, 2009).

Ademas, se realizaron dos redes de haplotipos, una para E. granulosus sensu stricto y otra
para E. canadensis. La red de haplotipos para E. granulosus sensu stricto se construyd con las
secuencias descriptas en este estudio y las secuencias de E. granulosus sensu stricto de 1609 pb
descriptas en paises de América del Sur (Chile, Bolivia y Peru). La red de haplotipos para E.
canadensis G6 se construyd con las secuencias descriptas en este estudio y las secuencias de E.
canadensis G6 de 1608 pb descriptas en América del Sur y, para aumentar el niumero de
secuencias en la red de haplotipos y asi posicionar la provincia de Neuquén en un contexto
geografico mas amplio, se incluyeron las secuencias de los genotipos G6 de 1608 pb publicadas

en Genbank.

3.2.5. Descripcion de los ciclos de transmision de E. granulosus sensu lato en ganado y humanos
Mediante la informacidn sobre la fertilidad y el genotipo obtenida de los QH en ganado y
humanos y la distribucion geografica de los hospedadores se describieron los ciclos de

transmisioén E. granulosus sensu lato en ganado y humanos de la provincia de Neuquén.

3.2.6. Analisis estadistico de los datos

Se calculé el nimero de casos de EQ por 100.000 habitantes para cada departamento de
la provincia de Neuquén obtenidos en este trabajo de tesis durante el periodo de enero 2013 a
junio 2018. El cdlculo se realizé sobre la base de los registros oficiales de poblacién (Censo 2010)
y una tasa de crecimiento estimada de 1,5% (Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2020). El

numero de casos de EQ por 100.000 habitantes para cada departamento se calculé como el
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numero de pacientes analizados en este estudio en funcion de toda la poblacidn de ese
departamento durante el periodo de enero 2013 a junio 2018.

Para el andlisis de los datos se utilizé el paquete estadistico InfoStat para Windows v2017e,
aplicando métodos de estadistica descriptiva e inferencial con pruebas paramétricas. Para el
andlisis de variables cualitativas se utilizé el método de x? con un nivel de significancia de p< 0,05.
Los resultados de las variables numéricas individuales se expresaron como promedio (X), desvio
estandar (DE) e intervalos de confianza del 95% (IC 95%). El analisis comparativo de los resultados
segun las variables independientes fue realizado con Test de Student (para 2 grupos) con un nivel

de significancia de p< 0,05.
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3.3. Estudio 3: Aspectos inmunoldgicos de la infeccion por Echinococcus granulosus sensu lato
en humanos
En este estudio se desarrollaron los siguientes objetivos especificos:

9. Comparar la sensibilidad de diferente métodos serolégicos para la deteccion de anticuerpos
IgG anti E. granulosus sensu lato en humanos.

10. Evaluar la respuesta inmune de pacientes con hidatidosis confirmada en relacién con las
variables: genotipo, localizacién anatémica, estadio segin OMS, tamafio del QH, nimero de
QH por paciente y edad del paciente.

11. Caracterizar el perfil proteico y antigénico del LH de origen caprino, ovino, bovino, porcino y
humano, evaluando su relacion con el hospedador, el genotipo, la localizacién y la fertilidad
del quiste.

12. Evaluar la reactividad de los antigenos del LH, con énfasis en el AgB, provenientes de
diferentes hospedadores y genotipos de E. granulosus sensu lato frente a un panel de sueros
de pacientes con infeccién confirmada por E. granulosus sensu stricto (genotipo G1) y E.

canadensis (genotipos G6 y G7), mediante inmunoblot.

3.3.1. Evaluacion de la sensibilidad de diferentes métodos seroldégicos para la deteccion de

anticuerpos IgG anti Echinococcus granulosus sensu lato

Se obtuvo una muestra de sangre de los pacientes con hidatidosis confirmada estudiados
en el momento previo a la cirugia. La muestra de sangre se centrifugd a 800 x g durante 5 min
para obtener el suero y se conservé hasta su utilizaciéon a -202C. La serologia se realizd por tres
métodos comerciales: HYDATIDOSIS ELISA IgG (Vircell®), test inmunocromatografico rapido (TIR)
VIRAPID® HYDATIDOSIS (Vircell®) y hemoaglutinacién indirecta (HAI) HIDATEST® (Laboratorio
Lemos S.R.L.), siguiendo las instrucciones del fabricante en cada caso.

El método de ELISA cuantitativo comercial, HYDATIDOSIS ELISA IgG (Vircell®), es una
prueba inmunoenzimatica indirecta estandarizada para determinar anticuerpos IgG frente a E.
granulosus en suero humano. El kit utiliza antigeno purificado y enriquecido con las fracciones de
Ag5 y AgB obtenido a partir de LH de quistes hepaticos ovinos. Las muestras de suero se evaluaron

siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello se agregaron 100 ul del diluyente de suero a
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los pocillos de la policubeta. Se agregaron 5 ul de suero, control de cut off, positivo y negativo. Se
homogeneizd y se incubd a 37°C por 45 minutos. Luego se realizaron 5 lavados con solucién de
lavado, se agregaron 100 pl de la solucién de conjugado IgG y se incubd a 37 °C por 30 minutos.
A continuacidn se realizaron 5 lavados, se agregaron 100 pl de solucién de sustrato y se incubd a
temperatura ambiente por 20 minutos. Finalmente se agregaron 50 ul de solucién de paraday se
midié la absorbancia a 450/620 en un espectrofotémetro.

El test inmunocromatografico rapido (TIR) VIRAPID® HYDATIDOSIS (Vircell®) es un método
semicuantitativo que utiliza antigeno de E. granulosus enriquecido con fracciones de Ag5y AgBy
purificado por HPLC. Las muestras de suero se evaluaron siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para ello se agregd 30 pl de suero al pocillo del casete y luego 2 gotas de solucién de
revelado proporcionado en el kit. Se ley6 el resultado a los 30 minutos, evaluando la intensidad
del resultado de acuerdo a la escala de referencia del kit.

La prueba cualitativa de Hemaglutinacién Indirecta, HIDATEST®, se prepara sensibilizando
hematies de carnero con antigeno obtenido a partir del LH capaz de reconocer anticuerpos contra
E. granulosus sensu lato. Las muestras de suero se evaluaron siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para ello se trataron 100 pl de suero con 100 pl de 2-Mercaptoetanol diluido 1/100
con solucion fisiologica y se incubaron durante 30 min a 37°C. Luego se agregaron 200 pl de
solucidn fisiolégica a la mezcla anterior. Se colocaron 25 pl de esta mezcla en un pocillo de una
policubeta con fondo en U y se agregaron 25 ul de Diluente de Muestras proporcionado en el kit.
Se homogeneizd por carga y descarga, y se descartaron 25 ul luego de hacer la dilucién. Se
depositaron 25 ul de antigeno proporcionado en el kit y se agitd la policubeta. Se dejé la
policubeta en reposo a resguardo de vibraciones durante 90 minutos. En las muestras de suero
positivas se observé un manto en el fondo del pocillo por aglutinacién del antigeno, ocupando
mas del 50% del mismo. En la muestras de suero negativas se observé un botdn nitido o botén
con centro de luz, de bordes regulares, por sedimentacién del antigeno.

La sensibilidad de los tests seroldgicos se calculé como el porcentaje de pacientes positivos
detectados en el total de individuos con EQ. Se compard la sensibilidad de los tres métodos

comerciales
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3.3.2. Evaluacién de la respuesta inmune de pacientes con hidatidosis en funcidon de distintas
variables

En base a la sensibilidad de los tests seroldgicos que se calculé en el item 3.3.1 se eligié el
mejor método para la evaluacién de la respuesta inmune. Se calculd el porcentaje de positividad
de la serologia de los pacientes. Se relaciond el porcentaje de positividad con las variables:
genotipo, localizacién anatdmica, estadio segun OMS, tamafio del QH, nimero de QH por

paciente y grupo etario.

3.3.3. Obtencion y procesamiento del liquido hidatidico
3.3.3.1. Caracterizacion y fraccionamiento del LH

Los LH clarificados se obtuvieron en los items 3.1.4.1 para ganado y 3.2.3 para humanos.
Se registraron las caracteristicas fisicas del LH (volumen, aspecto, color) y los LH se conservaron

para estudiar los perfiles de proteinas a -20°C.

3.3.3.2. Concentracion y conservacion del LH

El mayor volumen posible de LH clarificado se colocé en un tubo de Visking armado con
membrana de didlisis del tamano adecuado, que luego se ubicd en una placa de Petri con
Carbowax (Polietilenglicol 6000) a 4°C durante 12-18 horas, para reducir el volumen de liquido.
Se midieron los volumenes inicial y final del LH. El LH concentrado se recuperd del tubo de
concentracién con pipeta plastica, se colocd en un tubo de microcentrifuga, se centrifugd a 1000

x g durante 15 minutos a 4°C. Se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

3.3.4. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Los LH concentrados se centrifugaron a 10.000 x g a 4°C durante 15 minutos y la
concentracién de proteinas se determind en el sobrenadante por el método de Bradford (1976),
utilizando un equipo de Bio-Rad® siguiendo las indicaciones del fabricante. La concentracién de
proteinas se ajustd a 15 ug/ul para estandarizar las corridas. La determinacién del perfil proteico
de los LH se realizé mediante geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en
condiciones no reductoras, siguiendo el método descripto por Laemmli (1970). Para ello, se

prepararon geles concentradores al 4% (m/v) y geles separadores de 12.5% (m/v) de acuerdo a
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las necesidades de las muestras a analizar, con un espesor de 1.0 mm, 6 cm de altura, 8 cm de
largo y 10 pocillos, empleando el equipo Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad®). Se sembraron 10
ul de muestra diluida en relaciéon 1:1 en buffer muestra a pH 6,8 (Tris-HCI 0,5 M, SDS 10%
conteniendo glicerol 20% y azul de bromofenol 0,05%) y 5 ul de marcador de peso molecular (PM)
pretefiido, de rango 6.5 a 270 KDa (BIO-HELIX Co., Keelung City, Taiwan). Los geles se corrieron
en una solucién de corrida Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 1%, pH 8.3 a 60 miliamperios
(mA) constante por gel durante 1 hora 30 minutos, en bafio de hielo. Al finalizar la corrida los
geles se fijaron con acido tricloroacético 12,5% durante 10 minutos y luego se colorearon con Azul
de Coomassie (Biomerica®) para visualizacion de las proteinas (Gallagher et al., 2007). Los geles
se decoloraron con una mezcla de metanol 25% y 4acido acético 10% en agua destilada, con
agitacion a TA hasta visualizacion correcta de las bandas. Los geles fueron fotografiados para
registrar las bandas obtenidas. Se estimd el PM de las bandas para cada corrida mediante el
grafico de log PM de las bandas obtenidas con el marcador de PM en funcion de la movilidad
electroforética relativa (Rf) de las bandas en las muestras (Rf= distancia de la banda en

cuestion/distancia del frente de corrida) (Margni et al., 1996).

3.3.5. Caracterizacion antigénica del liquido hidatidico
3.3.5.1. Transferencia de los geles

El perfil antigénico de los LH se realizé por immunoblotting (Tobwin et al., 1979, Gallagher
et al., 2011). Luego de la corrida en SDS-PAGE de los LH concentrados y del marcador de PM, los
geles se colocaron 5 minutos con agitacion en buffer TBS (Tris 0,05 M; NaCl 0,15 M, pH 7,4) para
remover las sales. La transferencia de las proteinas se realiz6 a membranas de fluoruro de
polivilideno (PVDF) Westran S® (Whatman Inc.), de 0,2 um de tamafio de poro, con buffer de
transferencia a pH 8,3 (Tris 25mM/ glicina 192mM/ metanol 20% v/v) durante 75 minutos a 100
voltios (V) en bafio de hielo en un equipo Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad®). Al finalizar la
trasferencia, las membranas fueron tefiidas con Rojo Ponceau 0,2% en 4cido tricloroacético 3%
durante 15 minutos a TA para visualizar las bandas transferidas. Posteriormente, las calles se

marcaron, cortaron y se conservaron en TBS protegidas de la luz a 4°C hasta su utilizacion.
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3.3.5.2. Inmunoblotting

Para la deteccion de los antigenos del LH se realizo el blotting de las membranas de PVDF
(obtenidos en el punto anterior), con sueros de humanos con diagndstico confirmado de
hidatidosis y con sueros humanos controles (pacientes sanos). Se seleccionaron los sueros de
pacientes a los que se les habia podido determinar el genotipo del QH con el cual habian sido
infectados y que presentaban serologia positiva con titulo alto de anticuerpos realizado por los
métodos diagndsticos descriptos en el item 3.2.2 del estudio 2. Las membranas se prepararon
previamente rehidratdndolas por pasos sucesivos en metanol, agua destilada y luego en buffer
Tris salino (TBS) con 5% de leche descremada durante 1 hora a TA. Las membranas se incubaron
con una dilucién 1:200 del suero humano en TBS-leche 5% a pH 7,4 en oscuridad a 4°C con
agitacion durante toda la noche. Posteriormente se realizaron 6 lavados de 15 minutos cada uno
con TBS- leche 5% con agitacion a TA. Las membranas se incubaron luego con el conjugado (anti-
IgG humana obtenida en conejo (Sigma®) marcada con peroxidasa), en dilucidon 1:2000 en TBS-
leche 5 %, durante 2,5 horas a TA con agitacion en oscuridad. Se realizaron 4 lavados y se reveld
por incubacién con el cromdgeno preparado en el momento (1 volumen de 4-cloronaftol (Sigma®)
0,3% en metanol, 0,004 volimenes de H,0, 30% y 5 volumenes de TBS) hasta aparicion de las
bandas (Gallagher et al, 2011). Las imagenes se registraron inmediatamente con camara

fotografica. Los PM de las bandas se calcularon igual que en el item 3.3.3.

3.3.6. Analisis estadistico de los datos
Para el andlisis de los datos se utilizé el paquete estadistico InfoStat para Windows v2017e,
aplicando métodos de estadistica descriptiva e inferencial con pruebas paramétricas. Para el

analisis de variables cualitativas se utilizé el método de x% con un nivel de significancia de p< 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. ESTUDIO 1: Caracterizacion molecular y biolégica de quistes hidatidicos de caprinos, ovinos,
porcinos y bovinos de la provincia de Neuquén.

Para realizar la caracterizacidon de los QH se incluyeron 97 quistes obtenidos de los
siguientes HI domésticos de la provincia de Neuquén: caprinos (32), ovinos (18), bovinos (23) y
porcinos (24). Los QH de caprinos se obtuvieron en mataderos habilitados de los departamentos
de Chos Malal, Minas y Pehuenches; los de ovinos de los departamentos Confluencia y Minas; los
de bovinos de los departamentos Chos Malal y Minas; y los de porcinos del departamento

Confluencia (Figura 19).

Figura 19. Localidades de procedencia de quistes hidatidicos analizados en este trabajo de tesis.
1: Andacollo; 2: Chos Malal; 3: Curacé; 4: Centenario; 5: Neuquén; 6: Plottier; 7: Aluminé.
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4.1.1. Caracterizacion de las especies y genotipos de Echinococcus granulosus sensu lato de los
quistes de caprinos, ovinos, porcinos y bovinos de Neuquén

Se genotipificaron 81 QH obtenidos de los caprinos (29), ovinos (18), cerdos (23) y bovinos
(11) mediante amplificacion por PCR de una fraccién del gen mitocondrial que codifica para cox1
y posterior secuenciacién. Las muestras restantes no dieron PCR positiva probablemente debido
a baja calidad del ADN.

Los productos de amplificacién del fragmento del gen cox1 mostraron bandas Unicas de
intensidad adecuada en las corridas electroforéticas en geles de agarosa tefiidos con Gel Red

(Figura 20).

Figura 20. Corrida electroforética en gel de agarosa 2% preteiiido con Gel Red de los productos
de amplificacion del fragmento del gen mitocondrial cox1. Calles 1 a 3,5 a 9: cox1 (450 pb); calle
4: patrén de peso molecular de 100 pb; calle 10: control negativo.

El andlisis de las secuencias de los productos de PCR demostré la presencia de las
siguientes especies y genotipos en los QH obtenidos en la provincia de Neuquén: 31 aislamientos
correspondieron a diversos haplotipos de E. granulosus sensu stricto genotipo G1; 28
correspondieron a E. canadensis genotipo G6; y 22 correspondieron a E. canadensis genotipo G7.
No se observaron diferencias significativas en el nimero de aislamientos segtn el genotipo (x%=
1,2475; p= 0,2640). La distribucién de los genotipos de E. granulosus sensu lato segun el HI se
presenta en la tabla 2.

La asociacidn estadistica entre el genotipo y el Hl se analiz6 mediante test de x2. Se

encontré asociacion estadisticamente significativa para: E. canadensis G6 y caprinos (x?= 21,55;
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p<0,0001); E. canadensis G7 y porcinos (x’= 16,20; p= 0,0001); E. granulosus sensu stricto G1 y
ovinos (x?= 6,11; p<0,01) y E. granulosus sensu stricto G1 y bovinos (x>= 7,36; p= 0,0067).

Tabla 2. Distribucion de especies y genotipos de Echinococcus granulosus sensu lato
identificados en quistes hidatidicos de hospedadores intermediarios de Neuquén (n=81)

Hospedadores intermediarios

Especies de Genotipos  Caprinos Ovinos Porcinos Bovinos Total por
E. granulosus n (%)® n (%)® n (%)® n (%)® genotipo
sensu lato n
E. granulosus G1 2(6,9) 18 (100,0) 1(4,3) 10 (90,9) 31
sensu stricto
E. canadensis G6 27 (93,1) - - 1(9,1) 28
G7 - - 22 (95,7) - 22
Totales por Hl 29(100,0) 18(100,0) 23(100,0) 11(100,0) 81

a: n= numero de aislamientos de cada genotipo por Hl; %= porcentaje de aislamientos de cada genotipo por HI

4.1.2. Distribucion espacial de las especies y genotipos de Echinococcus granulosus sensu lato
de los quistes de caprinos, ovinos, porcinos y bovinos de Neuquén

La distribucion espacial por departamento de las especies y genotipos de E. granulosus
sensu lato, asi como los HI involucrados, se presentan en la figura 21. La distribucién de los
genotipos por HI en cada departamento mostré que en Chos Malal los caprinos y los bovinos
albergaron QH de los genotipos G1y G6. En el departamento Minas los QH de caprinos fueron G6
y los de ovinos G1. En los caprinos de Afelo se encontraron QH del genotipo G6. En el
departamento Aluminé los QH de bovinos fueron G1. Todos los QH G1 y G7 de porcinos se
localizaron en el departamento Confluencia y los QH de ovinos encontrados en este

departamento correspondieron al genotipo G1.
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Figura 21. Distribucion espacial por departamento de especies y genotipos de Echinococcus
granulosus sensu lato y tipo de Hl de aislamientos de Neuquén (n=81). Departamentos: 1=
Minas, 2= Chos Malal; 3= Pehuenches; 4= Confluencia; 5= Aluminé.

4.1.3. Evaluacion de la microdiversidad genética y filogeografia de los haplotipos de
Echinococcus granulosus sensu lato en quistes de ganado de la provincia de Neuquén, utilizando
la secuencia parcial del gen cox1

Para determinar los haplotipos presentes en Neuquén de E. granulosus sensu stricto G1
en distintos HI se analizaron 26 secuencias del fragmento del gen cox1 (366 pb) que presentaban
buena calidad de ADN. Se encontraron 3 haplotipos: el genotipo G1 (n=23) descripto
originalmente por Bowles et al. (1992), G1ngnB (n=2) y G1ngnD (n=1) descriptos previamente en
Neuquén por Soriano et al. (2010). Los haplotipos G1ngnB y G1ngnD evidenciaron, en cada caso,
la sustitucion de una base con respecto a la secuencia de referencia. En el caso de G1ngnB esta

sustitucion de base no implicé cambios en la proteina resultante, sin embargo para el haplotipo
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G1ngnD la sustitucion nucleotidica se tradujo en el cambio de 1 aminodcido (Alanina por Tirosina)

(Tabla 3).

Tabla 3. Haplotipos del genotipo G1 de E. granulosus sensu stricto encontrados en las
secuencias del gen mitocondrial cox1 de aislamientos de ganado de Neuquén

Haplotipos Cambios en la secuencia®

Glngn Secuencia de referencia G1 (Bowles et al., 1992)
G1lngnB Timina x Citosina (posicion 111)

G1ngnD Guanina x Adenina (posicién 136)

* En comparacién del fragmento de 366 pb de la cepa G1 de referencia (Bowles et al., 1992)

El indice de diversidad de los haplotipos de E. granulosus sensu stricto fue 0,280 + 0,107 y
el indice de diversidad nucleotidica fue de 0,00079 + 0,00032. El indice de neutralidad de Tajima’s
D fue de -0,95988 (p>0,10) y el indice de Fu’s Fs fue -1,046 (p>0,10). La figura 22 muestra la red

de haplotipos construida con las secuencias analizadas.

G1NQNB

GINQN

G1NQN

Figura 22. Red de haplotipos de las 26 secuencias parciales del gen cox1 para E. granulosus
sensu stricto. El tamafio de los circulos muestra la frecuencia de los haplotipos. Las lineas marcan
las posiciones de las mutaciones presentes entre un haplotipo y el otro. Red de haplotipos
realizada con el software NETWORK 10.0.0.0.

Para determinar los haplotipos presentes en Neuquén de E. canadensis G6 y G7 en
distintos HI se analizaron 30 secuencias del fragmento del gen cox1 (366 pb) que presentaban
buena calidad de ADN. Se encontraron 3 haplotipos: los genotipos G6 (n=21) y G7 (n=8) descriptos

originalmente por Bowles et al. (1992) y un nuevo haplotipo (n=1) descripto por primera vez en
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este trabajo de tesis, que se denomind G7ngn01. El haplotipo G7ngn01 evidencid la sustitucidon
de 3 bases con respecto a la secuencia de referencia, sin embargo estas sustituciones de bases
no implicaron cambios en la proteina resultante.

El indice de diversidad de los haplotipos fue 0,625 + 0,058 y el indice de diversidad
nucleotidica fue de 0,00472 + 0,00067. El indice de neutralidad de Tajima’s D fue de 1,82856
(p>0,10) y el indice de Fu’s Fs fue 3,348 (p<0,05). La figura 23 muestra la red de haplotipos

construida con las secuencias analizadas.

G7 , .GG

G7nqn01

Figura 23. Red de haplotipos de las 30 secuencias parciales del gen cox1 para E. canadensis G6
y G7. El tamafio de los circulos muestra la frecuencia de los haplotipos. Las lineas marcan las
posiciones de las mutaciones presentes entre un haplotipo y el otro. Red de haplotipos realizada
con el software NETWORK 10.0.0.0.

Las secuencias de los aislamientos de QH de caprinos y porcinos G1y porcinos G7ngn01
de Neuquén obtenidos por primera vez en este trabajo de tesis se registraron en la base de datos

de GenBank (Tabla 4).
Los arboles filogenéticos se construyeron con todas las secuencias genémicas obtenidas

en el presente trabajo y los genotipos de referencia para el segmento del gen cox1 (Figura 24).
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Tabla 4. Numeros de acceso en GenBank de secuencias parciales del gen mitocondrial cox1
identificadas en la provincia de Neuquén

Especie Genotipo Hospedador N° total de N° de acceso
intermediario quistes
Glngn Ovino 18 GU980906
Caprino 2 MT796487*
E. granulosus sensu Porcino 1 MT796074*
stricto Bovino 10 JN176927
G1lngnB Ovino 2 GU980908
G1lngnD Ovino 1 KC954601
G6 Caprino 27 GU980913
E. canadensis Bovino 1 JN176932
G7 Porcino 21 GU980914
G7ngn01 Porcino 1 MT750291*

* Secuencia identificada por primera vez en el curso del presente trabajo de tesis

G6MB4666
GBngn
G7ngn
GTMB4667
G7ngn01
- L G10AF525457
GBAB235848
G5MB4665
G4MB4664
G3MB4663
(___G1nan
G1ngnB
G1U50464

G1ngn

00500 00500 0050 00200 aoio0 0.0000
Figura 24. Arbol filogenético construido con las secuencias parciales del gen mitocondrial cox1
de los aislamientos de Echinococcus granulosus sensu lato obtenidos en el presente estudio y
con las secuencias de los genotipos de referencia de 366 pb. G1 (U50464)*, G2 a G7 (M84662 a
M848667)*, G8 (AB235848)* y G10 (AF525457)*.
*NUmeros de acceso al GenBank.
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4.1.4. Evaluacidn de la localizacion anatédmica de los quistes hidatidicos

La distribucién de los QH en los animales y su localizacion anatdmica se presentan en la
tabla 5. Los QH de caprinos y de bovinos se localizaron mayormente en los pulmones (87,5% y
91,3%, respectivamente), mientras que el 95,8% de los QH de porcinos fueron hepaticos y los de
ovinos se distribuyeron entre higado (61,1%) y pulmdn (38,9%).

Los datos de localizacidon anatdmica de los QH en los diferentes HI se analizaron mediante
el test de x2. Se comprobd la existencia de asociaciones significativas entre: localizacién
pulmonar/caprinos (x?=18,00; p<0,0001), localizacién pulmonar/bovinos (x*=15,70; p=0,0001) y
localizacidn hepatica/porcinos (x?>=20,17; p<0,0001).

Tabla 5. Distribucidn de los quistes hidatidicos segiin hospedador y localizacién anatomica
(n=97).

Hospedador intermediario Pulmén Higado Totales
n (%)* n (%)* n
Caprinos 28 (87,5%) 4 (12,5%) 32
Ovinos 7(38,9%) 11(61,1%) 18
Porcinos 1(4,2%) 23 (95,8%) 24
Bovinos 21 (91,3%) 2 (8,7%) 23
Totales por localizacion 57 40 97

1: n= numero de quistes en cada localizaciéon anatdmica; %= porcentaje del total de quistes
en cada tipo de hospedador intermediario

4.1.5. Evaluacion de la fertilidad y la viabilidad de los quistes

La evaluacién de la fertilidad y la viabilidad de los QH de diferentes Hl se presenta en la
tabla 6. En los caprinos el 65,6% (21/32) de los QH fue fértil con una viabilidad promedio de 64,5%.
La localizacién de los QH fértiles fue siempre pulmonar mientras que todos los QH de caprinos
que se localizaron en higado (4/32) fueron infértiles. El 95,8% (23/24) de los QH de porcinos fue
fértil y la viabilidad promedio 76,7%. El unico QH pulmonar fue infértil. En los ovinos la fertilidad
de los QH fue 66,7%, la viabilidad 42,1% y presentaron diferencias significativas en fertilidad

segun localizacién, siendo los QH hepdticos mas fértiles que los pulmonares (10 hepaticos y 2
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pulmonares) (x>= 8,04; p=0,0046). Solamente el 13% (3/23) de los QH de bovinos fue fértil (2 QH

pulmonares y 1 QH hepatico) y la viabilidad promedio fue 28,3%.

Tabla 6. Evaluacion de la fertilidad y la viabilidad de los quistes segun el hospedador
intermediario (n=97).

Hospedador N° total de quistes Quistes fértiles Viabilidad
intermediario n(%)* % + DE
(1C 95%)?
Caprinos 32 21 (65,6) 64,5 + 33,2
(50,0-79,1)
Ovinos 18 12 (66,7) 42,1+ 30,41
(24,9-59,3)
Porcinos 24 23 (95,8) 76,7 £ 27,4
(65,5-87,9)
Bovinos 23 3(13,0) 28,3+44,8
(-22,4-79,0)

1: n= ndmero de quistes fértiles en cada tipo de hospedador intermediario; %= porcentaje del total de quistes fértiles
en cada tipo de hospedador intermediario.
2: %= promedio de los porcentajes de viabilidad de los quistes fértiles; DE: desvio estandar; IC 95%= intervalo de
confianza del 95%.
4.1.6. Evaluacion de la relacion entre el genotipo, la localizacién anatémica y fertilidad del QH
La distribucion de los genotipos de los QH estudiados se analizé en relacién a la fertilidad
y la localizaciéon anatdmica con el objeto de caracterizar la infeccién en cada tipo de Hl y
establecer su participacion en la transmisidn de la enfermedad (Tabla 7).
Los resultados mostraron que los QH fértiles correspondieron a una especie y genotipo de
E. granulosus sensu lato para cada tipo de HI, con predominio de una localizacién anatémica. En
los QH fértiles de caprinos se observd una asociacién estadisticamente significativa entre la
localizacién pulmonar y el genotipo E. canadensis G6 (x*= 5,64; p=0,0176). En los QH fértiles de
porcinos se observd una asociacidn estadisticamente significativa entre la localizacién hepatica y
el genotipo E. canadensis G7 (x>= 23,0; p<0,0001). En los QH fértiles de ovinos se observé una
asociacién estadisticamente significativa entre la localizacién hepatica y el genotipo E. granulosus

sensu stricto genotipo G1 (x’= 6,2; p=0,128). En el caso de los bovinos no se observd una
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asociacién estadisticamente significativa (x?= 3,0; p=0,0833), el 72,8% (8/11) de los QH fueron
infértiles, y solamente 3 QH fueron fértiles: 2 QH correspondieron a E. granulosus sensu stricto
G1, y 1 QH se identifico como E. canadensis G6. Las caracteristicas predominantes de los QH por
HI se presentan en la Tabla 8.

La evaluacién de la relacién entre haplotipo, localizacién anatémica y fertilidad del QH fue
analizada solo en ovinos debido a que fueron los Unicos HI que presentaron diversidad de
haplotipos. El 83,3% (15/18) de los QH de ovinos correspondian al haplotipo G1, descripto
originalmente por Bowles et al. (1992), y el 66,7% (10/15) de estos QH presentaba localizacién
hepatica con un 90,0% (9/10) de fertilidad. EI 11,1% (2/18) de los QH de ovinos correspondian al
haplotipo G1ngnB, presentaban localizacion pulmonar y eran infértiles, mientras que el haplotipo

G1ngnD fue detectado en un QH de ovino de localizacion hepatica e infértil.

Tabla 7. Distribucion de los genotipos de Echinococcus granulosus sensu lato en quistes
hidatidicos provenientes de hospedadores intermediarios de Neuquén en relaciéon a la
fertilidad y la localizacion anatémica (n= 81).

Caprinos Ovinos Porcinos Bovinos

Pulmoén Higado Pulmon Higado Pulmoén Higado Pulmoén Higado

«
% N° N° N° N° N° N° N° N° Total
é n(% fértil)>  n(% fértil)>  n(% fértil)> n(% fértil)>  n(% fértil)>e  n(% fértil)>  n(% fértil)>  n(% fértil)®
G1 2 7 11 1 - 9 1 31

' 0(0,00 2(286) 10(90,9) 0(0,0) 2(222)  0(0,0)
G6 27 1 28
21 (77,8) ) _ _ _ : _ 1(100)
G7 22 22
- - - - - 22 - -
(100,0)
Total 29 18 23 11 81

a: N= numero de quistes en cada localizacién anatdmica por genotipo y hospedador intermediario
b: n y %= nimero y porcentaje de quistes fértiles en cada localizacién anatémica por genotipo y hospedador
intermediario
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Tabla 8. Caracteristicas predominantes de los quistes hidatidicos provenientes de
hospedadores intermediarios de Neuquén.

Hospedador Caracteristicas predominantes
intermediario Localizacién Fertilidad Genotipo
Caprinos Pulmonar Si G6
Ovinos Hepatica Si G1
Porcinos Hepatica Si G7
Bovinos Pulmonar No Gl
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4.2. ESTUDIO 2: Caracterizacion molecular, biolégica y clinica de quistes hidatidicos humanos
de la provincia de Neuquén.

Para realizar la caracterizacién de los QH se incluyeron 165 quistes provenientes de 122
pacientes de la provincia de Neuquén. Se obtuvieron QH de pacientes provenientes de todos los
departamentos de la provincia de Neuquén (Figura 25). El nimero de casos de EQ por 100.000
habitantes de la provincia de Neuquén durante el periodo de enero 2013 a julio 2018 analizados
en este trabajo de tesis fue de 3,9/100.000 habitantes. En la tabla 9 se muestra el nimero de

casos de EQ por 100.000 habitantes por departamento en la provincia de Neuquén durante el

Figura 25. Localidades de procedencia de quistes hidatidicos de humanos analizados en el
trabajo de tesis. AL: Aluminé; AN: Andacollo; AN: Afielo; BR: Buta Ranquil; CE: Centenario; CC:
Cutral C6; CM: Chos Malal; EH: El Huecu; JA: Junin de los Andes; LAC: Las Coloradas; LC: Los
Catutos; LL: Las Lajas; LO: Loncopué; NQ: Neuquén; PA: Piedra del Aguila; PL: Picin Leufu; PLO:
Plottier; RS: Rincon de los Sauces; RU: Rucachoroi; SMA: San Martin de los Andes; SP: San Patricio
del Chafiar; VLA: Villa La Angostura; VT: Villa Traful; ZA: Zapala.
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periodo de estudio. No se obtuvo informacién sobre el departamento de procedencia de 19
pacientes. Segun la informacidn oficial obtenida durante el periodo de estudio, se registraron 354
denuncias de casos de EQ de la provincia de Neuquén y la IAP fue de 8,2/100.000 habitantes
(Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud, 2019).

Tabla 9. Numero de casos por 100.000 habitantes de hidatidosis humana por departamento en
la provincia de Neuquén durante el periodo 2013-2018. (N= 122)

Departamento N° de casos N° de casos por 100.000
habitantes*
Huiliches 21 24,9
Loncopué 6 15,7
Picunches 6 15,4
Aluminé 7 13,4
Minas 5 12,8
Catan Lil 1 7,1
Zapala 14 7,1
Norquin 2 6,8
Chos Malal 5 6,0
Collon Cura 1 4,1
Los Lagos 3 3,9
Picun Leufu 1 3,9
Anelo 2 2,8
Lacar 4 2,3
Pehuenches 3 2,0
Confluencia 22 1,1
Sin informacion 19 -
Total 122

* Datos de la poblacidn obtenidos del Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2020
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4.2.1. Caracterizacion de las especies y genotipos de Echinococcus granulosus sensu lato de los
quistes hidatidicos humanos

Se genotipificaron 149 QH obtenidos de 108 pacientes mediante amplificacién por PCR de
una fraccidn del gen mitocondrial que codifica para cox1 y posterior secuenciacién. Las muestras
restantes no dieron PCR positiva probablemente debido a baja calidad del ADN o a que el material
enviado por los cirujanos no incluia capa germinal ni PSC. El andlisis de la secuencias revelé la
presencia de 2 especies y 4 genotipos de E. granulosus sensu lato. El 59,1% (88/149) de los QH
correspondieron a E. granulosus sensu stricto G1; el 2,7% (4/149) correspondieron a E. granulosus
sensu stricto G3; el 37,6% (56/149) correspondieron a E. canadensis G6 y el 0,8% (1/149)
correspondié a E. canadensis G7.

Los aislamientos pertenecientes a E. granulosus sensu stricto presentaron 5 haplotipos:
los genotipos G1y G3 descriptos originalmente por Bowles et al. (1992), y los haplotipos G1ngnC,
G1ngnD y G1ngnE descriptos previamente en Neuquén por Soriano et al. (2010) y Pierangeli
(2013). Los haplotipos G1ngnC, G1ngnD y G1ngnE evidenciaron, en cada caso, la sustitucion de 1
base con respecto a la secuencia de referencia (Tabla 10). Estas sustituciones de bases no
implicaron cambios en la proteina resultante, salvo para el haplotipo G1ngnD donde la sustitucidon
fue no sinénimay se tradujo en el cambio de un aminodcido (Alanina por Tirosina). Las secuencias

de los aislamientos de los QH se registraron en la base de datos de GenBank (Tabla 11).

Tabla 10. Haplotipos del genotipo G1 de Echinococcus granulosus sensu stricto encontradas en
las secuencias del gen mitocondrial cox1 de aislamientos de humanos de Neuquén.

Haplotipos Cambios en la secuencia®

Glngn Secuencia de referencia G1 (Bowles et al., 1992)
G1lngnC Citosina x Timina (posicion 73)

G1lngnD Guanina x Adenina (posicion 136)

GlngnE Timina x Citosina (posicién 66)

" En comparacion del fragmento de 366 pb de la cepa G1 de referencia (Bowles et al., 1992)

Se detectd una coinfeccidn con E. granulosus sensu stricto G1lngnD y E. canadensis G7 en

un paciente que presentaba 3 QH en el higado. El paciente era una mujer de 43 afos de Andacollo.
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Esta paciente tuvo 2 cirugias: en la primera cirugia, se removieron 2 QH que fueron caracterizados
genéticamente como G1lngnD y G7; en la segunda cirugia, llevada a cabo 3 meses después, se

removidé un QH caracterizado como G1ngnD.

Tabla 11. Numeros de acceso en GenBank de secuencias parciales del gen de cox1 mitocondrial
identificadas en humanos de la provincia de Neuquén*

Especie Genotipo N° total de N° de acceso
quistes
Glngn 76 JN176931
G1ngnC 8 KT719395
E. granulosus sensu G1lngnD 3 JN176930
stricto Gl1ngnE 1 MT796097
G3ngn 4 MT796098
G6 56 IJN176934
E. canadensis G7 1 IJN176935

* Secuencias identificadas en el curso del presente trabajo de tesis

4.2.1.1. Distribucion espacial de las especies y genotipos de E. granulosus sensu lato de pacientes
con quistes hidatidicos de Neuquén

La distribucion espacial por departamento de las especies y genotipos de E. granulosus
sensu lato se presenta en la figura 26 y en la tabla 12. Se obtuvo informacidn sobre la procedencia
de 103 pacientes que albergaban 132 QH. En las localidades de Andacollo y Chos Malal se
encontré la mayor heterogeneidad (2 especies y 3 genotipos): E. granulosus sensu stricto G1, E.
canadensis G6, G7, y E. granulosus sensu stricto G1, G3 y E. canadensis G6, respectivamente. Por

el contrario, el 96,8% de los QH provenientes de pacientes de Junin de los Andes correspondi6 al

genotipo G1.
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Figura 26. Distribucion espacial por localidad de especies y genotipos de Echinococcus
granulosus sensu lato identificados en pacientes de Neuquén (n=103). AL: Aluminé; AN:
Andacollo; AN: Afielo; BR: Buta Ranquil; CE: Centenario; CC: Cutral C6; CM: Chos Malal; EH: El
Huecu; JA: Junin de los Andes; LC: Los Catutos; LL: Las Lajas; LO: Loncopué; NQ: Neuquén; PA:
Piedra del Aguila; PLO: Plottier; RS: Rincén de los Sauces; RU: Rucachoroi; SMA: San Martin de los
Andes; SP: San Patricio del Chafiar; VLA: Villa La Angostura; VT: Villa Traful; ZA: Zapala. No se
obtuvo PCR positiva para los quistes de pacientes que se encontraban en Catan Lil y Picun Leufu.

91



Resultados

Tabla 12. Distribucidn espacial por localidad de las especies y genotipos de Echinococcus
granulosus sensu lato identificados en quistes hidatidicos de humanos de Neuquén (n=132).

E. granulosus sensu stricto

E. canadensis

Localidades G1 G3 G6 G7 Total

n(%)® n (%)? n (%)® n (%)? QH

Aluminé 13 (100,0) - - - 13
Andacollo 4 (50,0) -- 3(37,5) 1(12,5) 8
Afelo - - 1(100,0) - 1

Buta Ranquil -- -- 1(100,0) -- 1
Centenario 1(33,3) -- 2 (66,7) -- 3
Chos Malal 2 (28,6) 4 (57,1) 1(14,3) -- 7
Cutral Co 1(50,0) - 1 (50) - 2

El Huecu 4 (80,0) -- 1(20,0) -- 5

Junin de los Andes 29 (96,7) -- 1(3,3) -- 30
Las Lajas -- -- 4 (100,0) -- 4
Loncopué 2 (25,0) -- 6 (75,0) -- 8

Los Catutos -- -- 2 (100,0) -- 2
Neuquén 12 (60,0) -- 9 (40,0) -- 20
Piedra del Aguila 1 (100,0) - - - 1
Plottier 2 (100,0) - - -- 2
Rincdén de los Sauces - - 2 (100,0) -- 2
Rucachoroi 2 (100,0) - - -- 1

San Martin de los Andes 3(50,0) - 3(50,0) - 6
San Patricio del Chafiar 1(100,0) - - - 1
Villa La Angostura 2 (100,0) - - - 2
Villa Traful - - 1 (100,0) - 1
Zapala 1(10,0) - 9 (90,0) - 10

Total 80 4 47 1 132

a: n=numero de hospedadores con el genotipo; %= porcentaje del genotipo por departamento
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4.2.2. Evaluacién de la microdiversidad genética y filogeografia de los haplotipos de
Echinococcus granulosus sensu lato en quistes humanos de la provincia de Neuquén, utilizando
la secuencia completa del gen cox1

La secuencia completa del gen cox1 (1608-1609 pb) se obtuvo de 45 QH que
correspondian a 41 pacientes de la provincia de Neuquén. Para este estudio sélo se incluyeron
aquellos aislamientos que presentaron mas de 100 ng de ADN, debido a que la secuenciacién de
fragmentos largos requiere ADN gendmico de alta calidad. El analisis de las secuencias mostrd
que 26 (57,8%) quistes correspondian a E. granulosus sensu stricto (G1/G3) y 19 (42,2%) quistes
a E. canadensis (G6). En aquellos pacientes que presentaban mas de un QH y que se les realizé la

secuenciacion completa del gen cox1 se observd un solo haplotipo.

4.2.2.1. Variabilidad genética de Echinococcus granulosus sensu stricto en la provincia de Neuquén

Se encontraron 9 haplotipos diferentes para los 26 QH pertenecientes a E. granulosus
sensu stricto descriptos en el item 4.2.2.: 12 QH presentaron una secuencia idéntica al haplotipo
Eg01 previamente descripto en distintas partes del mundo (NUmero de acceso: JQ250806), 3 QH
a EgCl01 (KX227116), 4 a EgCIO3 (KX227118), 1 a EgCI20 (KX227135), 1 a Eg32 (AB688609) y 2 a
EgP1 (AB522646). Tres QH fueron asignados a 3 haplotipos que se describieron por primera vez
en este trabajo de tesis y se designaron EgNg01-EgNg03 (MT800795-MT800797). La distribucidn
de los haplotipos de E. granulosus sensu stricto en la provincia de Neuquén se muestran en la
figura 27. No se pudo obtener informacion sobre el domicilio de un paciente.

La tabla 13 muestra la sustitucidon de nucledtidos para cada posicidn de las secuencias de
1609 pb comparado con el haplotipo de referencia Eg01. Ciertas sustituciones de nucleétidos
representan sustituciones no sindnimas de aminoacidos en la proteina predicha por cox1.

Se compararon los haplotipos de las secuencias de 1609 pb y de 366 pb del gen cox1
pertenecientes a E. granulosus sensu stricto. El fragmento de 366 pb correspondiente al haplotipo
G1 originalmente descripto por Bowles et al. (1992) se encontré dentro de las secuencias de 1609
pb correspondientes a los haplotipos Eg01, EgCl01, Eg32, EgNq01, EgNq02 y EgNg03. El haplotipo

G1ngnC de 366 pb se encontrd dentro de la secuencias de 1609 pb correspondiente al haplotipo
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EgClI03. Los haplotipos G1lngnD y G1ngnE de 366 pb no se encontraron dentro de ninguna de las
secuencias de 1609 pb.
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Figura 27. Distribucién de los haplotipos de Echinococcus granulosus sensu stricto encontrados
en 22 pacientes (n= 26) de diferentes localidades de la provincia de Neuquén: AL: Aluminé; AN:
Andacollo; CC: Cutral Co; CE: Centenario; CM: Chos Malal; JA: Junin de los Andes; LO: Loncopué;
NQ: Neuquén; PL: Plottier; VLA: Villa La Angostura; ZA: Zapala. El nUmero entre paréntesis
representa el nimero de quistes hidatidicos correspondientes a cada haplotipo.
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Tabla 13. Sustitucion de nucleétidos encontrados en las secuencias del gen cox1 (1609 pb) en nueve haplotipos descriptos de 26
aislamientos de Echinococcus granulosus sensu stricto en pacientes de Neuquén

Haplotipo

Numero
de acceso

Previamente
descripto en

Numero de
aislamientos

(%)

Posicidn del nucledtido en la secuencia completo del gen cox1 (1609 pb)

105 368* 402 451* 657 717 810 817 918 1001*

1290 1324* 1432* 1536 1592*

Eg01

Eg32

EgClol

EgClo3

EgCI20

EgP1

EgNq01
EgNq02
EgNqg03

1Q250806

AB688609

KX227116

KX227118

KX227135

AB522646

MT800795
MT800796
MT800797

China, Irdn,
Jordan, Pery,
Chile
(Yanagida et
al. 2012;
Alvarez Rojas
etal. 2017)
China
(Yanagida et
al. 2012)
Chile (Alvarez
Rojas et al.
2017)
Chile (Alvarez
Rojas et al.
2017)
Chile (Alvarez
Rojas et al.
2017)
Nepal
(Yamasaki et
al. 2016, sin
publicar)
Este estudio
Este estudio
Este estudio

12 (46.1)

1(3.8)

3(11.5)

4(15.3)

1(3.8)

2(7.6)

1(3.8)
1(3.8)
1(3.8)

A C C C T C C T C T

T! T

AS

Cc4

AG

* Sustituciones no sindnimas de aminoacidos:

! Sustitucién de aspartato por valina

2 Sustitucidn de valina por alanina
3 Sustitucidn de leucina por valina
% Sustitucién de serina por arginina

> Sustitucidn de leucina por histidina
®Sustitucién de valina por isoleucina
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4.2.2.2. Red de haplotipos, Indices de diversidad y neutralidad de Echinococcus granulosus
sensu stricto

La red de haplotipos construida con las secuencias completas del gen cox1 para 26
quistes se muestra en la figura 28.

El indice de diversidad de los haplotipos de E. granulosus sensu stricto fue 0,766 +
0,076 y el indice de diversidad nucleotidica fue de 0,00134 + 0,00026. El indice de
neutralidad de Tajima’s D fue de -1,56926 (p>0,1) y el indice de Fu’s Fs fue -2,239 (p>0,1).

Figura 28. Red de haplotipos de las 26 secuencias completas del gen cox1 para
Echinococcus granulosus sensu stricto. El tamafio de los circulos muestra la frecuencia de
los haplotipos. Las lineas marcan las posiciones de las mutaciones presentes entre
haplotipos. Red de haplotipos realizada con el software NETWORK 10.0.0.0.

Se construyé una red de haplotipos utilizando las secuencias de 1609 pb de
haplotipos encontrados en pacientes de la provincia de Neuquén (n= 26) y secuencias de
haplotipos encontrados en Chile (n=109), en Peru (n=48) y en Bolivia (n= 29) (Figura 29). El
indice de diversidad de los haplotipos de E. granulosus sensu stricto fue 0,963 + 0,14 y el
indice de diversidad nucleotidica fue de 0,00195 + 0,00017. El indice de neutralidad de
Tajima’s D fue de -2,35035 (p<0,01) y el indice de Fu’s Fs fue -65,567 (p<0,02), ambos

indices fueron estadisticamente significativos.
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Figura 29. Red de haplotipos construida con secuencias completas del gen coxl1 de
Echinococcus granulosus sensu stricto encontradas en el presente trabajo de tesis (n= 26)
y secuencias descriptas en Chile (n= 109), Peru (n= 48) y Bolivia (n= 29). El tamafio de los
circulos es proporcional al nimero de secuencias en las que se ha identificado cada
haplotipo. Las lineas marcan las posiciones de las mutaciones presentes entre haplotipos.
La fraccidon de haplotipos encontrados en este estudio estd codificada en negro, mientras
qgue los haplotipos encontrados en Chile estan codificados en blanco, los haplotipos de
Bolivia en amarillo y los haplotipos de Peru estan codificados en gris. Los circulos en rojo
marcan un haplotipo hipotético faltante. NUmeros de acceso de los haplotipos: EGNQO1-
EGNQO3 (MT800795-MT800797), EGO1 (JQ250806), EGP1 (B522646), EGAUS02
(KT968703), EGAUS03 (KT968704), EGRUS7 (AB777904), EGCLO1-EGCL21 (KX227116-
KX227136, respectivamente), EGCL23-EGCL27 (MK139300-MK139304, respectivamente),
EGCL28-EGCL29 (MK399399-MK399400), EGCL31-EGCL33 (MK399401-MK399403), EG43
(AB688620), EG44 (AB688621), EGBOL1-EGBOL7 (MT072973). Red de haplotipos realizada
con el software NETWORK 10.0.0.0.
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4.2.2.3. Haplotipos de Echinococcus canadensis en la provincia de Neuquén

Se encontraron 7 haplotipos para los 19 QH pertenecientes a E. canadensis G6
descriptos en el item 4.2.3.: 13 QH correspondian al haplotipo EcO1 previamente descripto
en Kenia (NUmero de acceso: KX010830) y 1 QH a Ec22 (KX010851) descripto en Sudan.
Cinco QH fueron asignados a 5 haplotipos que se describieron por primera vez en este
trabajo de tesis y se designaron EcNg01-EcNgO5 (Numero de acceso: MT800779-
MT800783). La distribucion de los haplotipos de E. canadensis G6 en la provincia de
Neuquén se muestran en la figura 30. No se obtuvo informacién sobre el domicilio de 2

pacientes que presentaban QH con haplotipo EcNg02 y Ec01, respectivamente.
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EcNgO1 (1)

N
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ECO1(2) M
Lo EC01 (1)
EcO1 (1)
i Ec22 (1)
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-

Figura 30. Distribucion de los haplotipos de Echinococcus canadensis encontrados en 19
pacientes (n= 19) de diferentes localidades de la provincia de Neuquén: AN: Andacollo;
BR: Buta Ranquil; CC: Cutral Co; CE: Centenario; CM: Chos Malal; LC: Los Catutos; LL: Las
Lajas; LO: Loncopué; NQ: Neuquén; RS: Rincon de los Sauces; SMA: San Martin de los
Andes; ZA: Zapala. El nimero entre paréntesis representa el nUmero de quistes hidatidicos
correspondientes a cada haplotipo.
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La tabla 14 muestra la sustitucién de nucledtidos para cada posicién de la secuencia
de 1608 pb comparada con el haplotipo de referencia EcOl1. Ciertas sustituciones

representan sustituciones no sindnimas de aminoacidos en la proteina predicha por cox1.

Tabla 14. Sustitucion de nucledétidos encontrados en las secuencias del gen cox1 (1608

pb) en nueve haplotipos descriptos de 19 aislamientos de Echinococcus canadensis en
Neuquén.

Posicidn del nucledtido en la secuencia completo
del gen cox1 (1609 pb)
Haplotipo Numero Previamente  Numerode  127*  257* 473* 596* 646  648*
de acceso  descriptoen  aislamientos
(%)
EcO1 AB688142; Russia, 13 (68.4) A T G T T T

AB813183; Mongolia,

AB893253; Kenya (Addy

KX010830 etal., 2017)

Ec22 KX010851  Sudan (Addy 1(5.3)
etal., 2017)
EcNg01 MT800779  Este estudio 1(5.3) G?
EcNg02 MT800780  Este estudio 1(5.3) G2
EcNg03 MT800781  Este estudio 1(5.3) G
EcNq04 MT800782  Este estudio 1(5.3) (e c4
EcNg05 MT800783  Este estudio 1(5.3) Cs

* Sustituciones no sinénimas de aminodcidos:
! Sustitucion de cisteina por triptéfano

2 Sustitucidn de leucina por triptéfano

3 Sustitucion de asparagina por histidina

4 Sustitucién de leucina por serina
>Sustitucién de arginina por treonina

4.2.2.4. Red de haplotipos, indices de diversidad y neutralidad de Echinococcus canadensis
La red de haplotipos construida con las secuencias del gen cox1 para 19 quistes
obtenidos en Neuquén se muestra en la figura 31.
El indice de diversidad de los haplotipos de E. canadensis fue 0,544 + 0,136y el indice
de diversidad nucleotidica fue 0,00046 + 0,00015. El indice de neutralidad de Tajima’s D fue
-2,10998 (p<0,05) y el indice de Fu’s Fs fue -4,895 (p<0,02).
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ECNQIO3 &
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Figura 31. Red de haplotipos de las 19 secuencias completas del gen cox1 para
Echinococcus. canadensis encontradas en la provincia de Neuquén. El tamafio de los
circulos muestra la frecuencia de los haplotipos. Las lineas marcan las posiciones de las
mutaciones presentes entre un haplotipo y el otro. Red de haplotipos realizada con el
software NETWORK 10.0.0.0.

Se construyd una red de haplotipos utilizando las secuencias de 1608 pb de
haplotipos de E. canadensis G6 encontrados en la provincia de Neugquén y en Genbank para
aumentar el nimero de secuencias en la red de haplotipos y asi posicionar la provincia de
Neuquén en un contexto geografico mas amplio, debido a que hay pocos reportes de
haplotipos de E. canadensis G6 descriptos en América del Sur. La red de halotipos se
construyd con las secuencias completas del gen cox1 de 355 aislamientos de E. canadensis

G6 (Figura 32).
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Figura 32. Red de haplotipos de los 355 aislamientos que presentaban la secuencia
completa del gen cox1 para Echinococcus canadensis G6 descriptos en la provincia de
Neuquén (n= 19), otras provincias de Argentina (n=3), Europa (n= 20), Asia (60) y Africa
(242). El tamaio de los circulos muestra la frecuencia de los haplotipos. Las lineas marcan
las posiciones de las mutaciones presentes entre un haplotipo y el otro. La fraccién de
haplotipos encontrados en América del Sur esta codificada en negro, mientras que la
fraccion de haplotipos encontrados en Europa esta codificada en azul, en Asia en naranjay
en Africa en verde. Los circulos en rojo marcan un haplotipo hipotético faltante. Nimeros
de acceso de los haplotipos: ECNQO1-ECNQO5 (MT800779-MT800783), EC01-EC43
(KX010830-KX010872), EC44 (KX231667), ECA5 (KX510133), EC46 (KX510134), EC47
(KX893476-KX893480), ECMGL1 (AB813182), ECMGL6-ECMGL14 (AB893258-AB893262),
ECMGL16 (LC184603), ECRUS2 (AB777909), SKK2B (MN025263), SKKC1 (MN025264), KEN3
(MH300938), SUD2 (MH300951), SUD3 (MH300952), YAKCHN1 (MN340038), K1
(AB208063). Red de haplotipos realizada con el software NETWORK 10.0.0.0.
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4.2.3. Descripcion de los ciclos de transmisidon de Echinococcus granulosus sensu lato en
ganado y humanos de la provincia de Neuquén

La distribucidn espacial por departamento de especies y genotipos de E. granulosus
sensu lato de QH de ganado (n= 81) y de humanos (n= 149) se presenta en la figura 33. La
mayor diversidad de genotipos se encontrd en los departamentos de Minas y Chos Malal
con: E. granulosus sensu stricto G1 en ovinos y humanos, E. canadensis G6 en caprinos y
humanos, G7 en humanos; y E. granulosus sensu stricto G1 en bovinos y caprinos, G3 y E.
canadensis G6 en humanos, respectivamente. En el departamento de Confluencia se
encontré que el genotipo E. granulosus sensu stricto G1 infecta a humanos, ovinos y
porcinos, mientras que en Aluminé este genotipo infecta a humanos y bovinos. En el norte
de la provincia también se detectaron ciclos simultaneos de G1: en ovinos y humanos del
departamento de Minas, en caprinos y bovinos de Chos Malal. Se detectaron ciclos
simultaneos de E. canadensis G6 en los departamentos de Minas (en caprinos y humanos),
de Chos Malal (en bovinos, caprinos y humanos) y de Pehuenches (en caprinos y humanos).

Los haplotipos G1 original y G1ngnD del fragmento de 366 pb fueron encontrados
en este trabajo de tesis en ganado y en humanos de la provincia de Neuquén. El analisis de
la distribucién de estos haplotipos en ganado y humanos mostrd ciclos simultaneos del
haplotipo E. granulosus sensu stricto G1 original descripto por Bowles et al. (1992) en:
Minas (humanos y ovinos), en Aluminé (bovinos y humanos) y en Confluencia (humanos,
porcinos y ovinos). No se detectaron ciclos simultdaneos de los haplotipos con escaso
numero de aislamientos (G1ngnB, G1ngnC, G1ngnD y G1ngnE).

De acuerdo a la fertilidad de los QH de los distintos HI analizadas en el item 4.1.6.
tabla 7 se determind que existen ciclos activos en distintos departamentos de la provincia
de Neuquén. Estos ciclos activos incluyen al humano como hospedador sin salida. Se
detectd un ciclo activo en ovinos infectados con el haplotipo de E. granulosus sensu stricto
G1 original descripto por Bowles et al. (1992) en Confluencia, departamento donde se
detectaron todos los ovinos con QH hepaticos fértiles. Ademas, se detectaron ciclos activos

de E. canadensis G6 en caprinos con QH pulmonares fértiles en los departamentos de
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Minas, Chos Malal y Pehuenches y en porcinos infectados con G7 con QH hepaticos fértiles

en el departamento de Confluencia.

Figura 33. Distribucidn espacial por localidad de especies y genotipos de E. granulosus
sensu lato de aislamientos de ganado (n=81) y humanos (n= 149) de Neuquén. 1: Minas;
2: Chos Malal; 3: Pehuenches; 4: Norquin; 5: Loncopué; 6: Afielo; 7: Picunches; 8: Zapala; 9:
Confluencia; 10: Aluminé; 11: Huiliches; 12: Collén Curd; 13: Lacar; 14: Los Lagos.

4.2.4. Caracteristicas clinicas de los pacientes: distribucion de casos por edad y sexo

La distribucién de edad y sexo y la proporcion de hombres/mujeres por grupo de
edades se muestra en la tabla 15. Se obtuvo informacién de la edad de 119 pacientes. La
edad de los pacientes con hidatidosis oscilé de 3 a 81 afios y la edad promedio fue de 34,73
+ 21,03 afios (mediana: 32 afios; IC 95%: 30,91-38,55 afios). El 30,2% (36/119) de los casos

fueron nifios menores de 18 afios; la edad promedio de estos pacientes fue de 11,4 + 4,5
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afios (mediana: 12 afos; IC 95%: 9,85-12,87 afios). La edad promedio de los pacientes
adultos fue de 44,90 + 16,86 aios (mediana: 43 afios; IC 95%: 41,19-48,55 afios). Los grupos
de edades 10-18 y 28-36 afios fueron los mas afectados y representaron 19,3% y 15,1%
respectivamente del numero total casos. Los pacientes de edades mayores a 55 anos fueron

menos afectados: 55-63 afios (7,5%) y 73-81 aiios (4,2%).

Tabla 15. Distribucion por edad y sexo de pacientes con hidatidosis de Neuquén (n= 119)

Edad Hombres Mujeres Ambos Proporcion
Hombres/
Mujeres
N % N % N %

1-9 10 14,5 3 6,0 13 10,9 3,3
10-18 21 30,4 2 4,0 23 19,3 10,5
19-27 8 11,6 4 8,0 12 10,1 2,0
28-36 6 8,7 12 24,0 18 15,1 0,5
37-45 5 7,3 11 22,0 16 13,4 0,3
46-54 5 73 8 16,0 13 10,9 0,5
55-63 4 5,8 5 10,0 9 7,6 0,8
64-72 7 10,1 3 6,0 10 8,4 2,3
73-81 3 4,3 2 4,0 5 4,2 1,5
Total 69 100 50 100 119 100

Los hombres representaron el 58,2% (71/122) de los casos totales. No se observaron
diferencias significativas entre pacientes masculinos y femeninos totales (x?= 3,28; p=
0,0702). Sin embargo, cuando se analizaron los casos en funcién de la edad, en los casos
pediatricos los varones representaron el 86,1% (31/36) observdandose una diferencia
significativa con las nifias (x?= 18,78; p<0,0001). No se observaron diferencias significativas

entre hombre y mujeres adultos (x?>= 0,42; p=0,5176).
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4.2.4.1. Relacion entre genotipo y las caracteristicas clinicas del paciente

El genotipo G1 infectd al 67,6% (23/34) de los pacientes menores de 18 afios y al
44,5% (33/74) de los adultos. Se observé mayor cantidad de pacientes menores de 18 afios
infectados con el genotipo G1, presentando diferencias significativas con el genotipo G6
(x?= 7,71; p<0,005). El Gnico caso de G3 correspondid a un paciente adulto, al igual que la
coinfeccién con G1y G7. El 32,4% (11/34) de los casos en menores de 18 afios correspondio
al genotipo G6, mientras que en adultos fue de 52,7% (39/74). Se observaron diferencias
significativas entre nifios y adultos infectados con el genotipo G6 (x?>= 15,68; p= 0,0001).

En la tabla 16 se muestra la distribucién del sexo y grupo etario de los paciente en
funcion del genotipo de el/los QH. El genotipo G1 infectd al 42,8% (18/42) de las mujeres y
al 57,6% (38/66) de los hombres. Se observaron diferencias significativas entre sexo
femenino y masculino infectados con el genotipo G1 (x?>= 7,14; p= 0,0075). El Gnico caso de
G3 correspondié a un hombre adulto, representando el 1,5% (1/66) sobre el total de
hombres. El genotipo G6 infectd al 54,8% (23/42) de las mujeres y al 40,9% (27/66) de los
hombres. No se observaron diferencias significativas entre sexo femenino y masculino
infectados con el genotipo G6 (x>= 0,32; p= 0,5714). El Unico caso de coinfeccién con G1y
G7 correspondid a una mujer, representando el 2,4% (1/42) sobre el total de mujeres. No

hubo casos de nifias infectadas con genotipo G6.

Tabla 16. Distribucion del sexo y grupo etario de los paciente en funcion del genotipo de
el/los quistes

Femenino (n=42) Masculino (n=66)
Nifas Adultos Total Nifios Adultos Total
n (%)? n (%)? Femenino n (%)? n (%)? Masculino
G1 5(27,8) 13(72,2) 18 18 (47,4) 20(52,6) 38
G3 -- -- 0 0 1(100,0) 1
G6 0(0,0) 23 (100,0) 23 11 (40,7) 16 (59,3) 27
G1/G7 0(0,0) 1(100,0) 1 0(0,0) 0(0,0) 0
Total 5 37 42 29 37 66

a: numero y porcentaje de pacientes en cada grupo etario por genotipo y sexo
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4.2.5. Evaluacidn de la localizacion anatémica de los quistes hidatidicos humanos

El analisis de la localizacidn anatémica de los QH mostré que en el 95,1% (116/122)
de los casos, un solo 6rgano fue afectado. El higado fue la localizacién mas frecuente con
45,9% de los casos como sitio Unico de infeccién, de 3,3% en combinacién con peritoneo y
de 1,6% en combinacion con pulmén (Tabla 17). La segunda localizacién mas frecuente
fueron los pulmones con 37,8% de los casos como sitio Unico de infeccion. La relacidn
higado/pulmén fue 1,3/1. Ademas, se observaron QH en localizaciones anatémicas poco
frecuentes como hueso (fémur y vértebras), bazo, rifidn, peritoneo, retroperitoneo,

cerebro, pancreas y localizacién extrapleural.

Tabla 17. Frecuencia de localizacion anatomica de quistes hidatidicos en humanos de
Neuquén (n=122)

Localizacion Numero de casos % del total
Hepatica 56 45,9
Pulmonar 46 37,8

Hepatica + peritoneal 4 3,3
Osea (Vertebra) 3 2,5
Renal 3 2,5
Hepatica + pulmonar 2 1,6
Retroperitoneal 2 1,6
Peritoneal 1 0,8

Pancreatica 1 0,8
Cerebral 1 0,8
Esplénica 1 0,8

Extrapleural 1 0,8

Osea (Fémur) 1 0,8
Total 122 100,0
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4.2.5.1. Relacion entre genotipo y localizacion anatéomica de los quistes hidatidicos

La distribucién de los genotipos de E. granulosus sensu lato segun la localizacién
anatdmica se presenta en la tabla 18. EI 69,7% (53/76) de los QH hepaticos correspondieron
a E. granulosus sensu stricto G1, mientras que el 60,4% (29/48) de los QH pulmonares
correspondieron a E. canadensis G6. Se observaron diferencias significativas en las
localizaciones anatdmicas hepética y pulmonar en funcién del genotipo (x*= 14,7;
p<0,0001). Para el genotipo E. granulosus sensu stricto G1 la relacién higado/pulmén fue
2,8/1 y se comprobd la existencia de asociaciones significativas entre localizacion
hepética/genotipo G1 (x?= 17,25; p<0,0001). Para el genotipo E. canadensis G6 la relacion
higado/pulmén fue 0,6/1 y se comprobd la existencia de asociaciones significativas entre
localizacién pulmonar/genotipo G6 (x>= 5,15; p= 0,0232). También se observaron
diferencias significativas cuando se analizé los QH G6 en funcidn de la localizacion hepatica

(n=18) y extrahepatica (n=38) (x>= 10,79; p=0,001).

Tabla 18. Distribucion de genotipos de Echinococcus granulosus sensu lato de acuerdo a
la localizacién anatémica de QH en humanos (n=149)

E. granulosus sensu stricto E. canadensis

Localizacion G1 G3 G6 G7 Total
Hepatica 53 4 18 1 76
Pulmonar 19 - 29 - 48
Vertebral 9 - 2 - 11
Peritoneal 5 - 1 - 6
Retroperitoneal 2 - - - 2
Renal - - 2 - 2
Pancreatica - - 1 - 1
Cerebral - - 1 - 1
Esplénica - - 1 - 1
Extrapleural - - 1 - 1

Total 88 4 56 1 149
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4.2.6. Evaluacidn del nimero de quistes hidatidicos por paciente

El numero total de QH detectados en los pacientes fue 165 y la intensidad de la
infeccion (cantidad de QH por persona) varié en un rango entre 1 a 6; la media fue 1,35 +
0,8 QH, mediana: 1, IC 95%= 1,20-1,50. El 76,2% (93/122) de los pacientes presentaba un
solo QH; el 18,0% (22/122) 2 QH; el 2,5% (3/122) 3 QH; el 1,7% (2/122) 4 QH; el 0,8% (1/122)
5QHYy el 0,8% (1/122) 6 QH.

4.2.6.1. Relacion entre genotipo y numero de quistes hidatidicos

El grafico de la figura 34 muestra la relacidn entre el genotipo y el nimero de QH
por paciente. Para este analisis se incluyeron 108 pacientes. Los pacientes infectados con
G1 presentaron hasta 6 QH, mientras que pacientes infectados con G6 presentaron
solamente hasta dos QH. Se observaron diferencias significativas en el nUmero de QH entre
los genotipos G1y G6 (x?= 9,05; p=0,0026). E| 62,5% (35/56) de los pacientes infectados con
G1 presentaban un solo QH; el 28,6% (16/56) 2 QH; el 3,6% (2/56) 3 QH; el 1,8% (1/56) 4
QH; el 1,8% (1/56) 5QH vy el 1,8% (1/56) 6 QH. El 88,0% (44/50) de los pacientes infectados
con G6 presentaba un solo QHy el 12,0% (6/50) 2 QH. El Unico paciente infectado con G3

presentd 4 QH, mientras que el paciente con coinfeccion con G1y G7 presentd 3 QH.
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Figura 34. Distribucion de pacientes analizados en funcién del genotipo y el nimero de
QH por paciente (n= 108)
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4.2.7. Evaluacion de la fertilidad y la viabilidad de los quistes hidatidicos

Fue posible determinar la fertilidad de 162 QH de 102 pacientes. El 61,7% (100/162)
de los QH humanos fue fértil; la viabilidad promedio de los mismos fue 48,5% + 33,1, IC:
35,63-61,30 y el rango fue 0-98%. El porcentaje de fertilidad y viabilidad promedio de los
QH de acuerdo a la localizacién se presenta en la tabla 19. No se observaron diferencias

significativas entre la fertilidad de los QH hepéticos y pulmonares (x?= 0,06; p= 0,8094).

Tabla 19. Evaluacion de la fertilidad y la viabilidad de los quistes segun la localizacion
anatémica del quiste hidatidico (n=162)

Localizacién N° total de Quistes fértiles Viabilidad
quistes n (%)* % + DE
(1IC95%)2
Hepatica 84 56 (66,7) 66,2 + 23,7
(51,73-80,73)
Pulmonar 51 34 (66,7) 37,5+34,2
(15,74-59,26)
Osea (vertebra) 11 1(9,1) 0
3
Peritoneal 6 2 (33,3) 20,5 +27,6
3
Renal 3 3(100) 0
Retroperitoneal 2 2 (100) 50+0
3
Esplénica 1 1(100) 0
Pancreética 1 0 (0) 4
Cerebral 1 0 (0) 4
Extrapleural 1 1(100) 0
Osea (Fémur) 1 0(0) -

1: n= ndmero de quistes fértiles en cada localizaciéon anatémica; %= porcentaje del total de quistes
en cada localizacion anatémica.

2: %= promedio de los porcentajes de viabilidad de los quistes fértiles; DE: desvio estandar; IC
95%= intervalo de confianza del 95%.

3: en los caso que el n fue menor o igual a 2 no se calculé el IC

4: No se calcularon los parametros de DE e IC debido que la fertilidad fue 0
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4.2.7.1. Relacion entre genotipo y fertilidad de quistes hidatidicos

La distribucién de los genotipos de los QH estudiados se analizé en relacién a la
fertilidad y las localizaciones anatdmicas mas frecuentes: hepdtica, pulmonar, vertebral y
peritoneal (Tabla 20). No se observaron diferencias significativas entre la fertilidad de los

genotipos G1, G3 y G6 (x>= 1,13; p= 0,5691).

Tabla 20. Distribucion de los genotipos de Echinococcus granulosus sensu lato de quistes
hidatidicos de humanos de Neuquén en relacidn a la fertilidad y la localizacién anatémica
(n=141)

Higado Pulmdn Vértebra Peritoneo Total QH
Genotipos N@ N N N@ N@

(n;% fértil)®  (n;% fértil)®  (n;% fértil)®  (n;% fértil)®  (n;% fértil)®

G1 53 19 9 5 86
38(71,7) 13 (68,4) 1(11,1) 2 (40,0) 54 (62,7)
G3 4 - - - 4
3 (75,0) 3(75,0)
G6 18 29 2 1 50
14 (77,8) 21 (72,4) 0(0,0) 0(0,0) 35(70,0)
G7 1 - - - 1
0(0,0) 0(0,0)
Total QH 76 48 11 6 141

a: N= numero de quistes en cada localizacidn anatémica por genotipo
b: ny %= numero y porcentaje de quistes fértiles en cada localizacién anatémica por genotipo

4.2.7.2. Tratamiento farmacoldgico de los pacientes

Se pudo registrar informacion acerca del tratamiento previo solamente en 82
pacientes. Dentro de este grupo, el 51,2% (42/82) de los pacientes recibié tratamiento
farmacolégico antes de la cirugia, efectuado siempre con ABZ. La dosis de ABZ fue de 10
mg/kg/dia para pacientes con quistes en higado. Los tratamientos fueron prescriptos por 1

a 304 dias antes de la cirugia, con promedio de 27,9 dias. Los pacientes tratados
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presentaron QH en las siguientes localizaciones anatémicas: 23 en higado (54,8%), 3 en
higado y peritoneo (7,1%), 12 en pulmones (28,6%), 3 en vértebras (7,1%) o 1 rifidn (2,4%).

Se analizé la fertilidad de los quistes de los pacientes tratados con ABZ y se observo
que el 64,3% (27/42) de los pacientes presentaban quistes fértiles. El 37,0% (10/27) de los
quistes fértiles en pacientes tratados con ABZ presentaban quistes viables, con un rango de
2,0 a2 98,0%. La viabilidad de los QH en funcidn de la cantidad de dias de tratamiento que
recibieron los pacientes se muestra en la tabla 21. Aquellos pacientes con QH fértiles

tratados durante mas de 20 dias presentaban quistes inviables.

Tabla 21. Viabilidad de acuerdo a la duracién del tratamiento farmacoldgico en pacientes
con hidatidosis

Dias de N° de N° de pacientes Viabilidad Rango de
tratamiento pacientes con  con QH viables promedio (%) viabilidad (%)
QH fértiles
1 2 0 0 0
2 4 75,75 50,0-98,0
3 1 0 0 0
4 1 1 80,0 80,0
6 3 2 41,0 2,0-80,0
7 1 0 0 0
8 1 1 40,0 40,0
10 1 1 40,0 40,0
14 2 0 0 0
15 1 1 70,0 70,0
>20 6 0 0 0
Total 27 10 31,52 0-98,0

4.2.8. Evaluacion del tamaiio y crecimiento de los quistes hidatidicos

El tamafio de los QH se determind por la medida del diametro mayor, disponible
para 141 QH. El tamafio varié entre 0,3 cm y 20 cm, el didmetro mayor promedio fue de 7,4
+ 4,4 cm, mediana: 6,5 cm, IC 95%: 6,64-8,45 cm. El tamafio de los QH en las localizaciones

anatdmicas mas frecuentes (hepatica, pulmonar, dsea vertebral y peritoneal) se muestra
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en la tabla 22. El 4nico QH cerebral presentaba un diametro mayor de 10 cm, mientras que
el didametro mayor del Unico QH extrapleural (paravertebral) fue 7,6 cm.

La velocidad de crecimiento de los QH hepaticos y pulmonares se estimé mediante
la variacion del didmetro mayor de todos los QH hepaticos y pulmonares detectados en
funcion del grupo etario de los pacientes (Figura 35). Para realizar este andlisis se armaron
5 grupos etarios de 18 afios cada uno, donde el grupo etario 1 corresponde a pacientes
pedidtricos y los grupos etarios 2, 3, 4 y 5 corresponden a pacientes adultos. El promedio
de las medidas del didametro mayor de los QH hepaticos varié en forma lineal con el grupo
etario de los pacientes (R?=0,8328), mostrando correlacidn positiva fuerte. El promedio de
las medidas del didmetro mayor de los QH pulmonares presentd una relacidn positiva

moderada con el grupo etario de los pacientes (R>=0,4993).

Tabla 22. Medida del diametro mayor de los quistes en las localizaciones anatdmicas mas
frecuentes (n= 134)

Localizacién N° total de X+ DE Rango (cm)
quistes (IC 95%)?
Hepatica 73 7,98 +4,5 0,5-20,0

(6,93-9,04)

Pulmonar 45 7,64 + 3,58 2,5-15,0
(6,56-8,71)

Osea vertebral 10 0,46 + 0,08 0,3-0,5
(0,40-0,52)

Peritoneal 6 5,28 +2,97 3,0-10,0
(2,17-8,40)

a: X= promedio del didmetro mayor de los quistes (cm); DE: desvio estandar
(cm); I1C 95%= intervalo de confianza del 95% (cm).
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Figura 35. Variacion de las medidas promedio del diametro mayor de quistes hepaticos y
pulmonares en funcién del grupo etario del paciente. (R%: coeficiente de regresidn lineal;
Grupo etario 1 (pacientes pediatricos): 1-18; 2: 19-37; 3: 38-56; 4: 57-75; 5: 76-81). No se
encontraron quistes pulmonares en el grupo etario 76-81. La linea punteada indica la linea
de tendencia.

4.2.8.1. Relacion entre genotipo, tamario del quiste y edad del paciente

El analisis del diametro del quistes en relacién al genotipo mostré que el promedio
de didmetro de los quistes de E. granulosus sensu stricto G1 (n=63) fue 7,4 + 4,94 cm
(mediana: 6,9;1.C.: 6,29-8,51 cm; Rango: 0,5-20 cm), de E. granulosus sensu stricto G3 (n=4)
fue 11,0 £ 6,3 cm (mediana: 10; I.C.: 0,92-20,98 cm; Rango: 4,3-19,5 cm), de E. canadensis
G6 (n=39) fue 7,4 £ 3,97 cm (mediana: 6,45; I.C.: 6,22-8,57 cm; Rango: 0,3-17,0 cm) y el
Unico quiste de E. canadensis G7 fue 0,5 cm.

La tabla 23 muestra la relacion entre el diametro de los quistes de las localizaciones
mas frecuentes (higado y pulmén) y los genotipos G1y G6. El rango de los quistes hepaticos
G1 (n=47) fue de 0,5-20,0 cm, para los quistes pulmonares G1 (n=16) fue de 2,5-15,0 cm,
para los quistes hepaticos G6 (n=14) fue 2,0-15,5 cm y para los quistes pulmonares G6
(n=25) fue 3,0-15,0 cm. No se observaron diferencias significativas en el didametro de los
quistes hepaticos G1 y G6 (p=0,7560). Tampoco se observaron diferencias significativas en

el didmetro de los quistes pulmonares G1 y G6 (p=0,0959).
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La velocidad de crecimiento de los QH hepaticos y pulmonares de acuerdo al
genotipo se estimé mediante la variacion del didmetro mayor de todos los QH hepaticos y
pulmonares de genotipo G1y G6, en funcidn del grupo etario de los pacientes. El promedio
de las medidas del didmetro mayor de los QH hepdticos G1, varié en forma lineal con el
grupo etario de los pacientes (R?=0,851), mostrando correlacién positiva. El promedio de
las medidas del didmetro mayor de los QH hepaticos G6, presentd una correlacion lineal
moderada con el grupo etario de los pacientes (R?=0,6932).

El promedio de las medidas del didmetro mayor de los QH pulmonares G1, indicé
una correlacién lineal fuerte con el grupo etario de los pacientes (R>=0,9911), mostrando
correlacién positiva (Figura 36). El promedio de las medidas del didmetro mayor de los QH
pulmonares G6 presentd una correlacion lineal moderada con el grupo etario de los

pacientes (R?=0,436) (Figura 37).

Tabla 23. Medida del diametro mayor del quiste en funcion de la localizacion y el genotipo
(n=102)

E. granulosus sensu stricto G1 E. canadensis G6
X+ DE X+ DE
(IC95%)® (IC95%)°
Hepatica 8,0+4,7 8,4+3,7
(6,58-9,32) (6,24-10,52)
Pulmonar 8,9+3,9 6,9+3,4
(6,84-11,01) (5,54-8,36)

a: X= promedio del didmetro mayor de los quistes (cm); DE: desvio estandar (cm);
IC 95%= intervalo de confianza del 95% (cm).
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Figura 36. Variacion de las medidas promedio del diametro mayor de quistes hepaticos
G1 y G6 en funcién del grupo etario del paciente. (R?: coeficiente de regresion lineal;
Grupo etario 1 (pacientes pediatricos): 1-18 afios; 2: 19-37 afios; 3: 38-56; 4: 57-75; 76-81
anos). No se observaron casos de pacientes entre 76 y 81 afios para el genotipo G6. La linea
punteada indica la linea de tendencia.
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Figura 37. Variacion de las medidas promedio del diametro mayor de quistes pulmonares
G1 y G6 en funcién del grupo etario del paciente. (R?: coeficiente de regresion lineal;
Grupo etario 1 (pacientes pediatricos): 1-18 afios; 2: 19-37 afios; 3: 38-56; 4: 57-75 afios).
No se observaron casos de pacientes entre 57 y 75 anos. La linea punteada indica la linea
de tendencia.
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4.2.9. Determinacidn del estadio de los quistes hepaticos utilizando el criterio de OMS
Se obtuvo la clasificacion de OMS para los estudios ecograficos de 36 pacientes que

albergaban en total 54 QH hepaticos, de los cuales 23 fueron quistes activos (CE1y CE2), 19

quistes transicionales (CE3) y 12 quistes inactivos (CE4) (Tabla 24). No se incluyeron en el

estudio pacientes con quistes CE5.

Tabla 24. Clasificacion por OMS de quistes hidatidicos hepaticos de pacientes de Neuquén
(n=54)

Estadio (OMS) N° de quistes % del total
CE1 14 25,9
CE2 9 16,7
CE3 19 35,2
CE4 12 22,2

Total 54 100,0

4.2.9.1. Relacion entre genotipo y estadio de los quistes hepdticos seqgun OMS

En aquellos pacientes que se pudo determinar el genotipo del QH y se obtuvo
informacién sobre el estadio del QH hepdtico siguiendo el criterio de OMS (n=48), se evalud
la relacion entre el genotipo del QH y el estadio del QH (Tabla 25). El genotipo G1 presenté
los 4 estadios encontrados, mientras que G3 presento los estadios CE2, CE3 y CE4, y G6
presentd los estadios CE1, CE3 y CE4. El 85,7% (30/35) de los QH G1 eran activos y
transicionales, mientras que el 55,6% (5/9) de los QH G6 eran inactivos, observandose

diferencias significativas (x*= 6,94; p= 0,0084).
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Tabla 25. Distribucién de los genotipos de los QH hepaticos segun el estadio del quiste
(OMS) (n=48)

G1 G3 G6
n (%)? n (%)? n (%)?

CEl 10(28,6) 0(0,00  1(11,1)
CE2 8(22,8) 1(250) 0(0,0)

CE3  12(34,3) 2(50,0) 3(33,3)
CE4  5(14,3) 1(250)  5(55,6)
Total 35(100,0) 4(100,0) 9 (100,0)

a: numero y porcentaje de quistes hepaticos de acuerdo al
genotipo y el estadio del quistes segin OMS

La edad de los pacientes y el didmetro mayor de los QH hepaticos en funcién del
estadio del QH de acuerdo a la clasificacion de OMS se muestra en la tabla 26. En este
estudio se asumio que la infeccidén ocurre a los 3 anos en un area endémica, para poder
determinar el niumero promedio de afios que los quistes permanecen en cada estadio.
Conociendo la edad promedio de cada estadio, se estimd que el estadio CE1 se desarrolld
en un promedio de 15 afios, CE2 en 3 aios, CE3 en 18 afos y CE4 en 6 afios.

Tablas 26. Edad de pacientes y diametro de quistes de acuerdo al estadio del quiste
hidatidico

Tipo de QH
CE1 CE2 CE3 CE4
Edad (afios)
Rango 4-38 4-48 5-70 26-60
Promedio 17,9 21,1 35,9 45,2
Tiempo de infeccion promedio en cada 15 3 18 6
estadio (afios)
Diametro (cm)
Rango 4,0-12,0 1,8-100 1,8-19,5 1,9-20
Promedio 6,311,6 6,312,8 9,1+49  6,845,1
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4.2.10. Sintomatologia de los pacientes

Fue posible obtener la informacién acerca de la sintomatologia de 83 pacientes. El
84,3% (70/83) de los pacientes presentaban sintomasy el 15,7% (13/83) fue pesquisado por
examenes de rutina. El 100,0% (17/17) de los pacientes con QH menores o iguales a 5 cm
de didmetro y el 79,0% (49/62) de los pacientes con QH mayores a 5 cm presentaron
sintomas. En aquellos pacientes con mas de un quiste, se tomd en cuenta la medida del
quiste mas grande. El 78,6% (22/28) de los pacientes menores de 18 afios presentaron
sintomas, de los cudles sélo 3 pacientes presentaron QH menores a 5,0 cm. Los nifios
asintomaticos (6/28) presentaron QH mayores a 5,0 cm. El 80,0% de los pacientes que
tenian quistes en el abdomen (higado, peritoneo y retroperitoneo) presentaron sintomas.
El dolor abdominal fue el sintoma mas frecuente de los reportados (Tabla 27). El 89,7% de
los pacientes con quistes en la cavidad toracica presentaron sintomas, los mas frecuentes
fueron tos (62,9%) y dolor toracico (48,6%). Ademas, algunos pacientes presentaron
sintomas abdominales (vomitos y dolor abdominal) a pesar de presentar quistes
pulmonares. El 100% de los pacientes con quistes vertebrales presentaron sintomas
neurologicos, déficit neuroldgico focal agudo y canal estrecho medular. La fiebre fue el
sintoma sistémico mds frecuente con 14 casos.

No se observaron diferencias significativas entre el nimero de quistes y la

presencia/ausencia de sintomas (x?= 3,53; p= 0,6183).
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Tablas 27. Caracteristicas clinicas de los pacientes sintomaticos (n=70)

Sintomas n/N? %
Sintomas abdominales en pacientes con quistes abdominales 32/40 80,0
Dolor abdominal 29/32 90,6
Vomitos 12/32 37,5
Apertura a via biliar 6/32 18,7
Nauseas 3/32 9,4
Sintomas no abdominales en pacientes con quistes abdominales 2/40 5,0
Tos 1/32 3,1
Dolor toracico 1/32 3,1
Sintomas respiratorios en pacientes con quistes toracicos 35/39 89,7
Tos 22/35 62,9
Dolor toracico 17/35 48,6
Hemoptisis 11/35 31,4
Vémica 7/35 20,0
Neumotdrax/Hemoneumotdrax 2/35 5,7
Neumonia 1/35 2,8
Insuficiencia respiratoria 1/35 2,8
Sintomas no respiratorios en pacientes con quistes toracicos 9/35 25,7
Vémitos 5/35 14,3
Dolor abdominal 2/35 5,7
Sintomas neuroldgicos en pacientes con quistes vertebrales 2/2 100,0
Déficit neuroldgico focal agudo 1/2 50,0
Canal estrecho medular 1/2 50,0
Sintomas sistémicos 17/70 24,3
Fiebre 14/70 20,0
Supuracién 2/70 2,8
Anafilaxia 1/70 1,4
Anorexia 4/70 5,7

a= n: pacientes con sintoma; N: pacientes con datos disponibles
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4.2.10.1. Relacidn entre genotipo y sintomatologia del paciente

El 78,0% (32/41) de los pacientes infectados con el genotipo G1 vy el 85,2% (23/27)
de los pacientes infectados con el genotipo G6 presentaban sintomatologia. No se observo
una asociacion estadisticamente significativa entre el genotipo y la sintomatologia del
paciente (x’= 0,54; p= 0,464). Se analizd la relacion entre el genotipo del QH y los sintomas
mas frecuentes descriptos en los pacientes con QH abdominales y tordcicos. En los
pacientes que presentaban QH abdominales y presentaban como sintomatologia dolor
abdominal se observd que el 66,7% (16/24) de los pacientes estaban infectados con el
genotipo G1, mientras que el 33,3% (8/24) de los pacientes estaban infectados con el
genotipo G6 (x>= 0,60; p= 0,436). En los pacientes que presentaban QH toracicos y
presentaban como sintomatologia tos se observé que el 42,1% (8/19) de los pacientes
estaban infectados con el genotipo G1, mientras que el 57,9% (11/19) de los pacientes
estaban infectados con el genotipo G6 (x?>= 0,03; p= 0,858). El Gnico paciente con 4 quistes

hepaticos G3 presentd sintomas no abdominales (tos y dolor toracico).
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ESTUDIO 3: Aspectos inmunoldgicos de la infeccidn por Echinococcus granulosus sensu
lato en humanos

4.3.1. Comparacion de la sensibilidad de diferentes métodos serolégicos para la deteccion
de anticuerpos IgG anti Echinococcus granulosus sensu lato en humanos

En este estudio se compard la sensibilidad de tres métodos comerciales para la
deteccién de anticuerpos anti E. granulosus sensu lato utilizando suero de 63 pacientes con
EQ confirmada. Se evaluaron los siguientes test: ELISA IgG, test inmunocromatografico
rédpido (TIR) y hemoaglutinacion indirecta (HAI). La sensibilidad para el total de sueros
analizados por ELISA IgG fue de 82,5% (52/63), por TIR fue de 87,3% (55/63) y por HAI fue
74,6% (47/63). Se encontraron diferencias significativas entre los tests serolégicos TIR y HAI
(x*=18,65; p=0,0001) y ELISA 1gG y HAI (x?>=15,75; p<0,0001). No se encontraron diferencias
significativas entre ELISA IgG y TIR (x?>=2,90; p=0,088).

Los métodos que presentaron mejor sensibilidad fueron ELISA 1gG y TIR, sin
diferencias significativas entre ellos. Por lo tanto, para la evaluacion de la respuesta inmune
en relacion a distintas variables, como genotipo, localizacion, estadio segin OMS, tamafio
del QH, numero de QH por pacientes y el grupo etario, se analizaron los resultados de los
tests de ELISA IgG y/o TIR realizados a los sueros de los pacientes. Un suero se considerd

como positivo cuando el resultado dio positivo con ELISA IgG y/o TIR.

4.3.1.1. Evaluacion de la respuesta inmune del paciente en relacion al genotipo del QH

En aquellos pacientes que se pudo determinar el genotipo del QH se evalud la
relacion entre el genotipo del QH y la serologia del paciente. La tabla 28 muestra el
porcentaje de positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR) de acuerdo al genotipo de los
quistes que albergaba el paciente. No se observaron diferencias significativas entre el
porcentaje de positividad de los pacientes infectados con E. granulosus sensu stricto G1 y

E. canadensis G6 (x*=0,13; p=0,7204).
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Tabla 28. Porcentaje de positividad de la serologia (ELISA IgG y/o TIR) de acuerdo al
genotipo de los quistes hidatidicos presentes en los pacientes (n=85)

n/N@ % de positividad
G1 40/46 87,0
G3 1/1 100,0
G6 32/38 84,2

a: n=numero de pacientes con serologia positiva para cada genotipo; N= nimero total de pacientes
para cada genotipo

4.3.1.2. Evaluacion de la respuesta inmune del paciente en relacion a la localizacion
anatomica del QH

La tabla 29 muestra el porcentaje de positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR)
de acuerdo a la localizacion de el/los quiste/s presentes en el paciente. No se observan
diferencias significativas entre el porcentaje de positividad de los pacientes con QH
hepéticos y los pacientes con QH pulmonares (x?=0,24; p=0,6255). Tampoco se observaron
diferencias significativas entre el porcentaje de positividad de los pacientes con QH
hepéticos y pacientes con QH extrahepaticos (x?=0,80; p=0,669).

Tabla 29. Porcentaje de positividad de la serologia (ELISA IgG y/o TIR) de acuerdo a la
localizacidon de el/los quiste/s presentes en los pacientes (n=96)

n/N? % de positividad
Hepatica 35/43 81,4
Pulmonar 35/41 85,4
Hepatica y peritoneal 4/4 100,0
Osea (vertebral) 3/3 100,0
Osea (fémur) 1/1 100,0
Extrapleural 1/1 100,0
Retroperitoneal 1/1 100,0
Renal 1/2 50,0

a: n= numero de pacientes con serologia positiva para cada localizacién; N= numero total de
pacientes analizados
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4.3.1.3. Evaluacidn de la respuesta inmune del paciente en relacion al estadio segun OMS
de QH hepdticos

En aquellos pacientes que se obtuvo informacion sobre el estadio del QH hepatico
se evalud la relacidn entre el estadio segiin OMS del QH vy la serologia del paciente. La tabla
30 muestra el porcentaje de positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR) de acuerdo al
estadio de los quistes hepaticos segin OMS. El 100,0% de los QH activos/transicionales
segun OMS presentaron serologia positiva, observandose diferencias significativas con los

QH inactivos (x?>=10,25; p=0,0014).

Tabla 30. Porcentaje de positividad de la serologia (ELISA IgG y/o TIR) de acuerdo al
estadio de los quistes hepaticos segiin OMS (n=35)

Estadio del n/N? % de positividad
quiste (OMS)
CEl 12/12 100,0
Quistes activos/ CE2 6/6 100,0
transicionales CE3 11/11 100,0
Quistes inactivos CE4 4/6 66,7

a; n=numero de pacientes con serologia positiva para cada estadio de quistes hepaticos segun OMS;
N= nUmero total de pacientes analizados
b: IC 95%= intervalo de confianza del 95%

4.3.1.4. Evaluacion de la respuesta inmune del paciente en relacion al tamafo del QH

En los pacientes que se pudo determinar el tamaifo del QH se evalud la relaciéon
entre el tamaio del QH y la serologia del paciente. La tabla 31 muestra el porcentaje de
positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR) de acuerdo al tamafio del quiste. Se
encontraron diferencias significativas entre los QH de tamafio mediano (5 cm < X <10 cm)
y tamafio grande (X> 10 cm) (x?= 5,6; p= 0,017). No se encontraron diferencias significativas
entre los QH de tamafio pequefio y mediano (x?>= 0,07; p= 0,8) ni en tamafio pequefio y

grande (x’= 2,53; p=0,11).
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Tabla 31. Porcentaje de positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR) de acuerdo al
tamaiio del QH (n=85)

Diametro mayor n/N? % de
del quiste positividad
X<5cm 17/19 89,5

5cm<X<10cm 43/47 91,5
X>10cm 13/19 68,4

a: n= numero de pacientes con serologia positiva para cada rango de tamaio; N= nimero total de
pacientes analizados

En el grupo de pacientes con QH hepdticos que se pudo determinar el tamafio del
QH se evalud la relacion entre el tamaio del QH y la serologia del paciente. La tabla 32
muestra el porcentaje de positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR) de acuerdo al
tamafo del quiste hepatico. Se encontraron diferencias significativas entre los QH de
tamafio pequefio (X £ 5 cm) y tamafio mediano (5 cm < X £ 10 cm) (x%= 6,85; p= 0,008). No
se encontraron diferencias significativas entre los QH de tamafio pequefio y grande (x?=
0,68; p= 0,4) ni en los QH de tamafio mediano y grande (x?= 3,56; p= 0,06).

Tabla 32. Porcentaje de positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR) de acuerdo al
tamano de los QH hepaticos (n=36)

Diametro mayor del n/N? % de
quiste hepatico positividad
X<5cm 2/4 50,0
5cm<X<10cm 21/22 95,5
X>10cm 8/10 80,0

a: n= nimero de pacientes con serologia positiva para cada rango de tamafio; N= nimero total de
pacientes analizados

En el grupo de pacientes con QH pulmonar que se pudo determinar el tamafio del
QH se evalué la relacidon entre el tamano del QH y la serologia del paciente. La tabla 33
muestra el porcentaje de positividad de la serologia (ELISA IgG y/o TIR) de acuerdo al
tamafio del quiste pulmonar. El porcentaje de positividad de la serologia fue del 100,0%

para todos los tamafios.
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Tabla 33. Porcentaje de positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR) de acuerdo al
tamaio de los QH pulmonares (n=32).

Diametro mayor del n/N? % de
quiste pulmonar positividad
X<5cm 11/11 100,0
5cm<X<10cm 17/17 100,0
X>10cm 4/4 100,0

a: n= nimero de pacientes con serologia positiva para cada rango de tamafio; N= numero total de
pacientes analizados

4.3.1.5. Evaluacion de la respuesta inmune del paciente en relacion al numero de QH

La tabla 34 muestra el porcentaje de positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR)
de acuerdo al niumero de quistes por paciente. No se observaron diferencias significativas
entre los porcentajes de positividad de los pacientes que presentaban 1, 2 o més de 3 QH
(x*=3,56; p=0,168).

Tabla 34. Porcentaje de positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR) de acuerdo al
numero de quistes hidatidicos por paciente (n=96)

N° de quistes por n/N?@ % de positividad
paciente
1 57/71 80,3
2 18/19 94,7
3 2/2 100,0
4 2/2 100,0
5 1/1 100,0
6 1/1 100,0

a; n= numero de pacientes con serologia positiva de acuerdo al numero de QH por paciente; N=
numero total de pacientes analizados
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4.3.1.6. Evaluacion de la respuesta inmune del paciente en relacion al grupo etario

La tabla 35 muestra el porcentaje de positividad de la serologia (ELISA 1gG y/o TIR)
de acuerdo al grupo etario de los pacientes. No se observaron diferencias significativas
entre pacientes pediatricos (< de 18 afios) y pacientes adultos (> de 18 afios) (x?=0,63;

p=0,4261).

Tabla 35. Porcentaje de positividad de la serologia (ELISA IgG y/o TIR) de acuerdo al grupo
etario de los pacientes (n=93)

Grupo etario n/N2 % de positividad
< 18 afios 24/30 80,0
> 18 afios 55/63 87,3

a: n= numero de pacientes con serologia positiva de acuerdo al nimero de QH por paciente; N=
numero total de pacientes analizados

4.3.2. Perfil proteico del liquido hidatidico de quistes de caprinos, ovinos, bovinos,
porcinos y humanos

El perfil proteico de los LH obtenidos de diferentes HI y humanos de Neuquén
resuelto en corridas de SDS-PAGE y coloracion con Azul de Coomassie se presenta en la
tabla 36.

Los LH de origen caprino analizados correspondian al genotipo G6, eran de
localizacién pulmonar y fértiles. Se observaron 19 bandas y las principales fracciones
proteicas correspondieron a bandas de 11, 13, 27, 39, 58, 64, 100 y 130 KDa (Figura 38).

Los LH de origen porcino analizados correspondian al genotipo G7, eran de
localizacidon hepatica y fértiles. La separacion de proteinas mostré 21 bandas, siendo las de

mayor intensidad las correspondientes a 8, 11, 24, 53, 63, 84, 96, 106, 151 y 198 KDa.
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Tabla 36. Pesos moleculares de las bandas observadas en el perfil proteico realizado en
SDS-PAGE del liquido hidatidico proveniente de diferentes hospedadores intermediarios
y genotipos

LH LH LH LH LH LH LH LH
caprino porcino ovino bovino humano humano humano humano
G6 G7 Gl Gl Gl Gl G6 G6
Pulmodn Higado Higado Pulmodn Higado Pulmén Higado Pulmoén
Fértil Fértil Fértil Infértil Fértil Fértil Fértil Fértil
-- 312 -- -- 289-312 -- -- --
- - - - 241 262 -- --
220 -- -- -- 215 -- -- --
200 198 199 200 198 204 - -
181 177 187 178 181 178 179 177
155 151 - 153 150 159 152 151
130 134 133 - 134 138 - 138
- 119 - 123 124 123 127 125
- - - 114 - 112 117 -
100 106 103 - 106 - 105 -
- 96 - 90 92 95 90 98
85 84 86 - 85 86 - 84
77 76 81 77 77 76 77 -
64 63 65 63 64 64 66 65
58 - - - - 58-62 - -
- 53 - - 55 53 52 -
50 - - - 47 49 - -
45 44 - - 44 44 42 45
39 34 36 39 35 37 34 34
- 31 - - - 32 - -
27 27 - 26 27 27 26 26
23 24 - - 21 24 25 -
- 20 - - - 18 - 19
16 16 - - 15 - 17 16
13 - 14 - - - - 14
11 11 - - 10 10 10 -
8 8 8 - 8 8 8 8

Pesos moleculares expresados en KDa.
Nota: las bandas mds intensas se resaltaron en negrita.

Los LH de origen ovino genotipo G1, de localizacion hepatica y fértiles, presentaron

solamente 10 bandas, siendo la de mayor intensidad la correspondiente a 65 KDa.
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Los LH de origen bovino analizados pertenecian al genotipo G1, eran de localizacién
pulmonar e infértiles. Se observaron uUnicamente 10 bandas y la principal banda
correspondia a 63 KDa.

Los LH provenientes de QH humanos genotipo G1, de localizacién hepdtica vy
pulmonar fértiles, mostraron 22 bandas. Las principales bandas para los LH de localizacion
hepatica fueron 8, 10, 55, 64, 85, 92, 106, 124, 134 y 150 KDa, mientras que para los LH de
localizacién pulmonar fueron 8, 53, 64, 112 y 138 KDa. Los LH provenientes de QH humanos
de genotipo G6 mostraron menos bandas que los de genotipo G1. Los LH G6 de localizacién
hepatica fértiles presentaron 14 bandas, siendo las de mayor intensidad las
correspondientes a 10, 52, 66 y 125 KDa; mientras que los LH G6 obtenidos de QH de
localizacién pulmonar fértiles presentaron 15 bandas vy las principales correspondientes a

8, 65,98 y 151 KDa.

CaP PoH OvH BoP PM HuH HuP HuH HuP
G6 G7 G1 G1 G1 G1 G6 G6

Figura 38. Separacion de las fracciones proteicas de liquidos hidatidicos concentrados en
SDS-PAGE 12 %. PM: marcador de peso molecular. Bo: bovino; Ca: caprino; Ov: ovino; Po:
porcino; Hu: humano. P: pulmonar; H: hepatico.

4.3.3. Caracterizacion antigénica del liquido hidatidico de quistes de caprinos, ovinos,
bovinos, porcinos y humanos
El perfil antigénico del LH obtenido de diferentes HI (caprinos, ovinos, porcinos,

bovinos y humanos) de Neuquén se realizé por IB utilizando sueros de humanos con
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hidatidosis confirmada y con sueros controles (Figura 39). Para los sueros con hidatidosis se
seleccionaron sueros de pacientes que presentaban titulo elevado de anticuerpos anti E.
granulosus sensu lato, mientras que para los sueros controles se utilizaron sueros de
humanos sanos (item 3.3.1.). Los sueros seleccionados pertenecian a pacientes infectados

con genotipo G1, G3, G6 0 G1/G7.

OvHG1 BoPG1 HuHG1 HuPG1 CaPG6 HuHG6 HuPG6 PoHG7 CN PM
SG1 SG1/7 SG1 SG3 SG1 SG6 SG1 SG6 SG1 SG6 SG1 SG1 SG3 SG6 SG1/7 SG1

Figura 39. Caracterizacion por inmunoblot de antigenos de liquidos hidatidicos de origen
caprino, ovino, bovino, porcino y humano con sueros de humanos infectados con distintos
genotipos de Echinococcus granulosus sensu lato. CN: control negativo. PM: marcador de
peso molecular. Bo: bovino; Ca: caprino; Ov: ovino; Po: porcino; Hu: humano. P: pulmonar;
H: hepatico. SG1, SG3, SG6, SG1/7: suero G1, G3, G6, G1/7 con el que se enfrentaron los LH.

El perfil antigénico obtenido al enfrentar el suero G1 con los LH provenientes de los
distintos hospedadores con distintas localizaciones y genotipos se muestra en la tabla 37.
Los sueros de humano control no mostraron ninguna banda al ser enfrentado con los LH
provenientes de los distintos hospedadores. Los LH obtenidos de QH humanos genotipo G1
presentaron la mayor cantidad de bandas, observandose 15 bandas en la localizacion
hepdtica y 14 en la localizacién pulmonar. El LH de origen ovino G1 presentd 12 bandas,
mientras que el LH de origen humano hepdtico G6 presenté 11 bandas. Los LH de origen
bovino, caprino, humano pulmonar G6 y porcino presentaron menor cantidad de bandas,
entre 3 y 8 bandas. La banda de 8 KDa se observé en todos los LH excepto en los LH

obtenidos de bovinos G1 y humanos pulmonares G6, y presenté mayor intensidad en
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ovinos, humanos G1 (hepatica y pulmonar), caprinos y porcinos. La banda de 45-47 KDa se

observo en todos los LH excepto en el LH de origen porcino G7.

Tabla 37. Pesos moleculares de las bandas observadas en el perfil antigénico realizado por
inmunoblot del liquido hidatidico proveniente de diferentes hospedadores
intermediarios, localizacion y genotipos frente a suero de humanos infectados con
Echinococcus granulosus sensu stricto G1

Hospedador Ovino Bovino Humano Humano Caprino Humano Humano Porcino

Localizaciéon Higado Pulmén Higado Pulmén  Pulmén Higado Pulmén  Higado

Fertilidad Fértil  Infértil Fértil Fértil Fértil Fértil Fértil Fértil
Genotipo G1 G6 G7
- - - 245 - - - -
-- -- -- 209 -- 213 - -
200 -- 205 -- -- 205 -- --
= 191 188 182 - - 181 =
-- -- 174 -- -- -- -- 178
-- 152 153 -- -- -- 157 --
-- -- 141 146 -- -- 136 --
127 -- 130 131 -- 125 -- --
116 -- 120 116 -- -- 120 --
106 101 106 103 -- 102-110 110 --
-- -- 90 88 -- -- 94 --
80 -- 83 -- -- 83 -- --
64 -- -- 71 -- -- -- --
53 = = 57 51 = 51 =
45 46 47 47 45 45 45 --
-- 39 -- -- -- 38 -- --
29 -- 32 25 26 32 -- 33
19 -- 20 -- 19 -- -- --
12 -- 14 12-14 12-16 12 -- --
8 -- 8 8 8 8 -- 8

Pesos moleculares expresados en KDa.
Nota: las bandas mds intensas se resaltaron en negrita.
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El perfil antigénico obtenido frente a suero G3 con los LH provenientes de los
distintos hospedadores con distintas localizaciones y genotipos se muestra en la tabla 38.
El LH con mayor cantidad de bandas fue el LH de origen humano pulmonar G6, que presentd
10 bandas. La banda de 8 KDa se observoé en todos los LH excepto en los LH obtenidos de
QH humanos pulmonares G1, y presenté mayor intensidad en ovinos, humanos G1
(hepatica), caprinos, humano (hepatica) G6 y porcinos.

Tabla 38. Pesos moleculares de las bandas observadas en el perfil antigénico realizado por
inmunoblot del liquido hidatidico proveniente de diferentes hospedadores

intermediarios, localizacion y genotipos frente a suero de humanos infectados con
Echinococcus granulosus sensu stricto G3

Hospedador Ovino Bovino Humano Humano Caprino Humano Humano Porcino

Localizacion Higado Pulmén Higado Pulmén  Pulmén Higado  Pulmodn Higado
Fertilidad Fértil  Infértil Fértil Fértil Fértil Fértil Fértil Fértil
Genotipo Gl G6 G7

- - - - 205 - -
- - - - - 188 181 -
- - - - - 160 160 -
- 152 145 - - 136 141 138
126 - - - - - 130 126
- - 101 - - - 115 -
90 106 - - - - 94 -
64 61 - - - - - 64
- - 51 55 58 - - -
= = - 49 49 41-47 47 =
32 = 34 - 32 - - =
= = 28 - - 25 28 =
18 = 20-22 - 23 - 21 =
10 = - - 10-14 11 - =
8 8 8 - 8 8 8 8

Pesos moleculares expresados en KDa.
Nota: las bandas mds intensas se resaltaron en negrita.
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El perfil de IB obtenido al enfrentar el suero G6 con los LH provenientes de los
distintos hospedadores con distintas localizaciones y genotipos se muestra en la tabla 39.
Se observé menor cantidad de bandas con respecto a los sueros G1y G3. Los LH obtenidos
de QH caprinos y humanos pulmonares G6 fueron los que presentaron mayor cantidad de
bandas, con un total de 8 bandas.

Tabla 39. Pesos moleculares de las bandas observadas en el perfil antigénico realizado por
inmunoblot del liquido hidatidico proveniente de diferentes hospedadores

intermediarios, localizacion y genotipos frente a suero de humanos infectados con
Ehinococcus canadensis G6

Hospedador Ovino Bovino Humano Humano Caprino Humano Humano Porcino

Localizacion Higado Pulmén Higado Pulmén Pulmén Higado Pulmén  Higado

Fertilidad Fértil  Infértil Fértil Fértil Fértil Fértil Fértil Fértil
Genotipo Gl G6 G7
-- -- -- 205 200 200 -- --
178 - - - 183 183 - 178
- - - 163 - - 163 -
- 145 152 - 145 - 141 -
116 - 116 120 - 116 130 116
- 111 - 110 - - 110 -
- - 101 - - - 94 -
72 - 77 80 80 - - -
58 56 - 56 - 62 -
- - - - 51 - 51 -
= = - - 41 42 47 =
32 = - 27 - - - 31
8 = 8 - 8 - - 8

Pesos moleculares expresados en KDa.
Nota: las bandas mds intensas se resaltaron en negrita.
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El perfil antigénico obtenido al enfrentar el suero del paciente que estaba
coinfectado con el genotipo G1 y G7 con los LH provenientes de los distintos hospedadores
con distintas localizaciones y genotipos se muestra en la tabla 40. La mayor cantidad de
bandas se observd en el LH de origen ovino y bovino, con un total de 5 bandas. Ninguno de
los LH presenté la banda de 8 KDa.

Tabla 40. Pesos moleculares de las bandas observadas en el perfil antigénico realizado por
inmunoblot del liquido hidatidico proveniente de diferentes hospedadores

intermediarios, localizacién y genotipos frente al suero de un humano coinfectado con
Echinococcus granulosus sensu stricto G1 y Echinococcus canadensis G7

Hospedador Ovino Bovino Humano Humano Caprino Porcino

Localizacion Higado Pulmén  Higado  Pulmén  Pulmén Higado

Fertilidad Fértil  Infértil Fértil Fértil Fértil Fértil
Genotipo G1 G6 G7
— 205 - 209 - -
186 188 183 - - 196
163 167 -- -- 175 -
150 153 == = = 153
126 -- 127 == == -
132 - = —~ = _
- 110 = —~ - -
- - - - - 67
- - — 57-58 = 57
14 - - - 14 -

Pesos moleculares expresados en KDa.
Nota: las bandas mds intensas se resaltaron en negrita.
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4.3.4. Evaluacion de la respuesta inmune de pacientes infectados con quistes de
diferentes genotipos mediante inmunoblot frente a diferentes perfiles antigénicos de
liquido hidatidico

En aquellos pacientes infectados con el genotipo G1 y G6 se evalud la respuesta
inmune mediante IB enfrentando el suero de los pacientes a diferentes perfiles antigénicos
de LH (Tabla 37 y 39). El suero de pacientes infectados con el genotipo G1 tuvo una mejor
respuesta inmune cuando se los enfrentd a los distintos LH que aquellos pacientes
infectados con el genotipo G6, ya que reconocieron mayor cantidad de bandas antigénicas.
Sin embargo, ambos tipos de sueros fueron positivos para los distintos LH. Los pacientes
infectados con el genotipo G6 tuvieron una mejor respuesta al ser enfrentados con los LH

de origen caprino G6.
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5. DISCUSION

El objetivo de esta tesis fue abordar la problematica de la EQ en la provincia de
Neuquén teniendo en cuenta que, a pesar de contar con un programa de control desde
1970, continla siendo una zoonosis endémica con importantes consecuencias para la salud
humana. El trabajo aporta nuevos conocimientos sobre la variabilidad genética y fenotipica
de especies y genotipos de E. granulosus sensu lato que podrian contribuir al mejoramiento
de la situacion epidemioldgica, especialmente en las poblaciones mds vulnerables. La tesis

se dividid en tres estudios para organizar el trabajo experimental.

5.1. ESTUDIO 1: Caracterizacion molecular y biolégica de quistes hidatidicos de caprinos,
ovinos, porcinos y bovinos de la provincia de Neuquén.

En el presente trabajo se evaluaron los aspectos moleculares y bioldgicos de los QH
obtenidos de los HI domésticos mds numerosos de la provincia de Neuquén (caprinos,
ovinos, bovinos y porcinos), con el objetivo de analizar su participacion en el/los ciclos
bioldgicos de E. granulosus sensu lato.

Los HI estudiados pertenecian a localidades del norte y centro de la provincia de
Neuquén. Estas localidades estan ubicadas en las zonas de mas alta endemicidad de
hidatidosis humana, con IAP por 100.000 habitantes entre 1995-2004 de 78,4 y 66,6 para
zona norte y central, respectivamente, en la poblacidn general (Pierangeli et al., 2007). Se
detectaron QH en las cuatro especies de HI estudiados, lo que demostrd que los caprinos,
ovinos, porcinos y bovinos fueron susceptibles a la infeccion por E. granulosus sensu lato.
La presencia de diferentes HI con QH en una misma zona geografica sugiere que existen
ciclos simultdneos de transmisidn de E. granulosus sensu lato en la regién estudiada. Estos
resultados concuerdan con lo descripto previamente en la provincia de Neuquén por
Soriano et al. (2010), Soriano (2011) y Pierangeli (2013).

La epidemiologia molecular de la EQ en ganado de Argentina es compleja, ya que se
ha descripto una gran diversidad de especies y genotipos de E. granulosus sensu lato. Los

reportes correspondientes a aislamientos en distintos HI de diferentes provincias del pais,
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indican la presencia de E. granulosus sensu stricto G1-G3 en ovinos, bovinos, caprinos y
porcinos, E. ortleppi G5 en bovinos, E. canadensis G6 en caprinos y G7 en porcinos
(Kamenetzky et al., 2002; Soriano et al., 2010; Andresiuk et al., 2013; Cucher et al., 2016;
Avila et al., 2017).

La genotipificacién de los aislamientos provenientes de los principales Hl domésticos
(caprinos, ovinos, porcinos y bovinos) de Neuquén demostré que en la provincia se
encuentran presentes las siguientes especies y genotipos de E. granulosus sensu lato: E.
granulosus sensu stricto G1 (genotipo originalmente descripto por Bowles et al. (1992) y
dos haplotipos descriptos previamente por Soriano et al. (2010)) y E. canadensis genotipos
G6 y G7 (genotipo original de G7, mas un haplotipo nuevo). Estos resultados confirman la
presencia de los genotipos G1, G6 y G7 reportados anteriormente en Neuquén (Kamentzky
et al., 2002; Soriano et al., 2010, 2015) e incorporan a su vez, un haplotipo que no habia
sido detectado previamente en la region: G7nqn01. Neuquén es una de las provincias
argentinas con mayor diversidad genotipica y hasta el momento se habian descripto cuatro
genotipos: E. granulosus sensu stricto G1 en caprinos y ovinos, E. granulosus sensu stricto
G3 en ovinos, E. canadensis G6 en caprinos y bovinos y E. canadensis G7 en porcinos
(Kamenetzky et al., 2002; Soriano et al., 2010, 2015). Las especies y genotipos de E.
granulosus sensu lato encontradas en los distintos HIl en la provincia de Neuquén han
demostrado ser infectivas para el humano y en consecuencia implican riesgo de transmisién
a la poblacidon (Romig et al., 2017).

Estudios de epidemiologia molecular a partir de Hl de diversas partes del mundo
indican que E. canadensis G6 es la segunda causa de infeccién, luego del genotipo E.
granulosus sensu stricto G1 en aquellas regiones donde hay HI infectados con ambos
genotipos (Deplazes et al., 2017). Los resultados del presente trabajo indicaron que no
existen diferencias significativas en el nimero de QH genotipo G1 (con los dos haplotipos
encontrados) y genotipo G6 (Tabla 2). Esto podria explicarse por el hecho de que en la
provincia de Neuquén predomina la crianza de ganado caprino, hospedador que actua

como un reservorio del genotipo G6 (Soriano et al., 2010). Esto demuestra entonces que
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tanto el genotipo G1 como el G6 tienen importancia similar en la epidemiologia de la
echinococcosis en la provincia de Neuquén.

Los genotipos E. granulosus sensu stricto G1 y E. canadensis G7 presentaron
microvariantes en la secuencia parcial del gen mitocondrial que codifica para cox1, con
respecto a la descripta originalmente por Bowles et al. (1992). Esta variabilidad se observa
en sustituciones puntuales de bases en distintas posiciones de la fraccion de 366 pb del gen
cox1, cuando se compara con la secuencia de referencia (Vural et al., 2008). En el presente
trabajo se encontraron tres haplotipos correspondientes a E. granulosus sensu stricto G1,
descriptos previamente en la provincia de Neuquén por Soriano et al. (2010) y Soriano
(2011). Se encontrod el haplotipo G1, descripto originalmente por Bowles et al. (1992), y los
haplotipos G1ngnB y G1ngnD que difieren del genotipo de referencia en una base en cada
caso, en diferentes posiciones de la secuencia. El haplotipo GlngnD presentd una
sustitucidon no sinénima. Se detectd, por primera vez en el mundo, el haplotipo G7ngn01
que difiere de la secuencia de referencia en tres bases. Estas sustituciones no se deben a
errores de incorporaciéon de la Tag polimerasa debido a que las mismas ocurren en las
mismas posiciones en extractos de ADN de diferentes muestras y en repetidas reacciones
de PCR.

Echinococcus granulosus sensu stricto G1 se identificd en los cuatro tipos de HI
estudiados en el presente trabajo, dando origen a todos los QH de ovinos y a
aproximadamente al 90,0% de los QH de bovinos. El genotipo G1 presenté una asociacion
estadisticamente significativa tanto con ovinos como con bovinos. Los datos
epidemioldgicos sugieren que esta especie estd particularmente bien adaptada a los ovinos
como HI, lo que se refleja en una alta prevalencia y, en menor medida, afecta a los caprinos
y porcinos (Deplazes et al., 2017). El haplotipo G1ngnB fue encontrado en dos ovejas y una
cabra, mientras que el haplotipo G1ngnD fue detectado en una oveja. En el presente trabajo
se describe por primera vez en la provincia de Neuquén la infecciéon de un cerdo con E.
granulosus sensu stricto G1, genotipo originalmente descripto por Bowles et al. (1992). El

cerdo es el HI natural del genotipo G7, sin embargo se han reportado porcinos infectados
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por otros genotipos: G1 en Argentina, Brasil, Perd, Espaia, Italia, Bulgaria, Serbia y Egipto
(Gonzélez et al., 2002; Breyer et al., 2004; Daniel-Mwambete et al., 2004; Varcasia et al.,
2006; Bobic et al., 2012; Cucher et al., 2016); G3 y G5 en India (Singh et al., 2014); asi como
G6 en Egipto (Abdel Aaty et al., 2012). En las provincias de Buenos Aires y Rio Negro se han
descripto algunas infecciones de cerdos con el genotipo G1 (Kamenetzky et al., 2002).

Los caprinos y bovinos fueron los HI domésticos susceptibles a la infeccién por E.
canadensis G6 identificados en Neuquén. Del total de QH caracterizados genéticamente
como pertenecientes a este genotipo, la mayoria correspondié a QH de origen caprino,
mientras que un solo aislamiento fue de origen bovino (Tabla 2). En otros lugares del mundo
se ha reportado la infeccién de ganado caprino con los genotipos G1, G3, G5, G6 y G7
(Deplazes et al., 2017). Dichos genotipos, con excepciéon de G5, estdn presentes en la
provincia de Neuquén. Soriano et al. (2010) determinaron que en Neuquén el ganado
caprino es altamente susceptible a la infeccion con E. canadensis G6. Los resultados del
presente trabajo corroboran dicho hallazgo ya que casi la totalidad de los aislamientos
provenientes de caprinos correspondieron a E. canadensis G6. Ademds, se observd
asociacién estadisticamente significativa entre caprinos y el genotipo G6.

Todas las secuencias parciales del gen mitocondrial cox1 correspondientes a E.
canadensis G6 fueron idénticas entre si y presentaron 100,0% de homologia con las
secuencias publicadas en la base internacional de datos genéticos GenBank. Estos hallazgos
coinciden con otros reportes en donde no se detectaron otros haplotipos de E. canadensis
G6 en la secuencia parcial del gen cox1 (Kamenetzky et al., 2002; Maillard et al., 2007,
Casulli et al., 2010; Soriano et al., 2010).

Echinococcus canadensis G7 se asocia principalmente con infeccion en cerdos (HI
doméstico) y en jabalies (HI silvestre) aunque también se ha demostrado su infectividad
para bovinos, caprinos, ovinos y cérvidos (Scott et al., 1997; Turcekova et al., 2003; Dinkel
et al., 2004; Daniel-Mwambete et al., 2004; Varcasia et al., 2007; Villalobos et al., 2007;
Bruzinskaite et al., 2009; Snabel et al., 2009; Bobic et al., 2012; Onac et al., 2013; Marcinkute

etal., 2015). La presencia de este genotipo habia sido reportada en la provincia de Neuquén
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a partir de un Unico aislamiento proveniente de un perro y numerosos aislamientos de
cerdos (Kamenetzky et al., 2002; Soriano et al., 2010). En el ganado estudiado en el presente
trabajo de tesis se observd una asociacidn estadisticamente significativa entre porcinos y el
genotipo G7, corroborando lo descripto anteriormente en la provincia.

La distribucidn geografica de las especies y genotipos de E. granulosus sensu lato en
la provincia de Neuquén fue marcadamente heterogénea, en concordancia con lo
observado previamente por Pierangeli (2013). En los departamentos de Chos Malal, Minas
y Confluencia se encontré la mayor variedad de especies y genotipos (Figura 21). Los
caprinos, ovinos y porcinos albergaron QH fértiles, lo que demostrd su participacién en
ciclos activos simultaneos de transmisién de la EQ.

El estudio de la diversidad de especies y genotipos de E. granulosus sensu lato
descripta en la provincia de Neuquén demuestra que existe simpatria: distintos Hl
susceptibles a la infeccién que comparten un mismo territorio. Estos Hl fueron introducidos
al pais desde distintas regiones del mundo, trayendo consigo diferentes genotipos de E.
granulosus sensu lato. Las condiciones geograficas y climaticas de Neuquén podrian
condicionar la distribucién de los HI y los genotipos de E. granulosus sensu lato. El modelo
de trashumancia, utilizado por los productores del norte neuquino para la cria de ganado,
seria un aspecto a tener en cuenta en la transmision de la EQ. Este modelo se practica
especialmente en los departamentos de Chos Malal y Minas, lugares donde se encontré la
mayor variedad de especies y genotipos de E. granulosus sensu lato. El modelo de
trashumancia tiene caracteristicas Unicas en Argentina, e implica el traslado de toda la
familia de los productores, los animales de cria (caprinos, ovinos y bovinos), junto con los
perros de arreo, desde la veranada (valles de altura) a la invernada (en los valles inferiores
y mesetas) y viceversa, en busca de las mejores pasturas para los animales (Bendini et al.,
2004). Los arreos se realizan por “callejones” por los que transitan numerosos arrieros con
sus animales. En los descansos los animales comparten el agua de los arroyos con los
humanos y se faenan animales para consumo familiar. En esas circunstancias, los perros

acceden con gran facilidad a las visceras con QH del ganado faenado, lo que aumenta el
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riesgo de transmision de la EQ. Los factores de riesgo que conlleva la trashumancia deberian
ser evaluados para determinar la posible asociacion con la transmision de la EQ en la

provincia de Neuquén.

En este trabajo de tesis, la diversidad genética, filogeografia y la estructura de la
poblacién de E. granulosus sensu lato en ganado fue investigada por primera vez en la
provincia de Neuquén. La informacién fue obtenida mediante la secuenciacién parcial del
gen mitocondrial cox1, que histéricamente se habia demostrado que presentaba una
variabilidad intraespecifica y se habia utilizado para el estudio de la estructura de la
poblacion de E. granulosus sensu lato de otras partes del mundo (Bowles et al., 1992; Nakao
et al., 2010; Casulli et al., 2012; Yanagida et al., 2012; Han et al., 2019). El andlisis de las
secuencias de E. granulosus sensu lato mostré baja diversidad haplotidica y nucleotidica,
esto puede deberse a que, en ganado, sdlo se estudid la secuenciacién parcial del gen
mitocondrial cox1. Se encontraron tres haplotipos de E. granulosus sensu stricto G1, que
habian sido descriptos en Neuquén previamente por Soriano et al. (2010) y Pierangeli
(2013). El haplotipo mds comuin encontrado en este trabajo fue el genotipo G1
originalmente descripto por Bowles et al. (1992), siendo el haplotipo mas comun y
extendido a nivel mundial (Kamenetzky et al., 2002; Vural et al. 2008; Soriano et al., 2010).
Los otros dos haplotipos encontrados en menor frecuencia correspondian a G1lngnB vy
G1ngnD, descriptos previamente en Neuquén por Soriano et al. (2010), Soriano (2011) y
Pierangeli (2013). El haplotipo G1ngnB fue reportado, en menor frecuencia que el genotipo
G1 originalmente descripto por Bowles et al. (1992), en Irdn y Turquia, mientras que el
genotipo G1ngnD fue descripto sélo en la provincia de Neuquén (Vural et al., 2008; Soriano,

2011; Pierangeli, 2013).

Los haplotipos de E. granulosus sensu stricto encontrados en este estudio no
revelaron una estructura filogeografica sistematica aparente en la provincia de Neuquén. El
analisis de la red de haplotipos reveld una estructura simple, con sdlo tres haplotipos (Figura

22). El genotipo G1 original fue el haplotipo central de la red y el mas numeroso, del cual se

141



Discusion

desprendian los restantes. Estos resultados son coherentes con los observados por otros
autores en otras regiones del mundo (Farhadi et al., 2015; Han et al., 2019). Ademas, cabe
destacar que el haplotipo central es predominante en la poblacion mundial, lo que sugiere
que un linaje particular de E. granulosus sensu stricto estd ampliamente extendido en
poblaciones geograficamente no relacionadas. Nakao et al. (2010) sugirieron que la
mutacion de los haplotipos fundadores de la secuencia parcial del gen coxI no era
ventajosa, porque las secuencias de aminoacidos del fundador eran las mismas que las de
otros haplotipos, como el haplotipo G1ngnB encontrado en ganado de la provincia de
Neuqguén. Sin embargo, se contradice en el caso del haplotipo G1ngnD que presenté una
sustitucion no sinénima; este cambio en la secuencia de la proteina podria tener
implicancias en la especificidad por el hospedador, antigenicidad, patogenicidad, entre
otras (Romig et al., 2015).

La baja diversidad de haplotipos y diversidad nucleotidica para las secuencias de 366
pb de E. granulosus sensu stricto obtenidas en este trabajo podrian ser un indicativo de la
falta de expansién de la poblacién, que ademas esta respaldado por la estructura de la red
de haplotipos que incluia solo tres haplotipos, con un haplotipo principal comun. En este
trabajo sélo se encontraron tres de los cinco haplotipos descriptos previamente en la
provincia de Neuquén. Esto puede ser debido a que el nimero de aislamientos provenientes
de ganado analizados en este trabajo, fue menor que los de Soriano et al. (2010) y Pierangeli
(2013). Tanto el indice de neutralidad de Tajima’s D como Fu’s Fs fueron negativos, sin
embargo no fueron significativos, por lo tanto no es consistente con una poblacién en
expansién (Tajima, 1989).

El analisis de las secuencias de E. canadensis también mostré cierta diversidad. Se
encontraron los genotipos G6 y G7, y un nuevo haplotipo de G7: G7nqn01. Las sustituciones
de bases nucleotidicas en el haplotipo G7ngn01 no implicaron cambios en la secuencia de
aminodcidos. Los genotipos encontrados en este trabajo corresponden a los genotipos G6
y G7 originalmente descripto por Bowles et al. (1992). En el ano 2002, Kamenetzky et al.

describieron un haplotipo de E. canadensis G7, diferente al descripto por Bowles et al.
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(1992), en un cerdo de la provincia de Santa Fe, Argentina; sin embargo, su secuencia no
coincide con el haplotipo de G7 encontrado en este trabajo. El analisis de la red de
haplotipos de E. canadensis reveld una estructura simple similar a la red de haplotipos de
E. granulosus sensu stricto (Figura 23). El andlisis de la secuencia parcial del gen cox1 (366
pb) muestra que la distancia genética entre los genotipos G6 y G7 es muy pequefia, ya que
se diferencian en un solo nucleétido. Esta afinidad entre los dos genotipos también fue
confirmada mediante el analisis del genoma mitocondrial completo (Nakao et al., 2013).
Existe controversia sobre si estos dos genotipos son distintos o son microvariantes que
reflejan diferentes dispersiones geograficas (Addy et al., 2017). En este trabajo de tesis se
encontraron numerosas diferencias fenotipicas que avalan su existencia como genotipos
diferentes que serdn discutidas mas adelante.

Los indices de diversidad de haplotipos y diversidad nucleotidica de E. canadensis
fueron mayores que los de E. granulosus sensu stricto. Debido al bajo polimorfismo
genético observado en la poblacion de E. canadensis en Neuquén, es probable que la
poblacion haya experimentado un evento de cuello de botella y una expansién de la
poblacién. Los indices de neutralidad de Tajima’s Dy Fu’s Fs obtenidos en este estudio para
las secuencias de E. canadensis fueron positivos, sin embargo sélo el indice de Fu’s Fs fue
significativo. Los valores positivos significativos de Fu’s Fs indican un exceso de alelos de
frecuencia intermedia en una poblacidn y pueden resultar del equilibrio de la seleccidn, los
cuellos de botella de la poblacién o la presencia de la estructura de la poblacién (Fu, 1997).
Hasta el momento, en América del Sur existe solo un estudio filogeografico de E. canadensis
realizado recientemente en Bolivia donde se describid |la presencia de E. canadensis G7 en
solo tres quistes de cerdo (Ali et al., 2020). Por lo tanto, de acuerdo a los resultados
obtenidos en este trabajo de tesis sobre una posible expansion, seria interesante llevar a
cabo mas estudios en otros paises de América del Sur para analizar la dispersion y diversidad

de E. canadensis.

Se ha sugerido que la localizacién anatémica de los quistes puede depender no

solamente de factores del HI, sino también del genotipo del parasito (Eckert et al., 2001).
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Los estudios sobre la localizacién anatémica de los QH segun el HI en distintos paises
presentan resultados muy dispares, lo que sugiere que podrian intervenir factores a nivel
local que influirian en el mejor desarrollo del parasito en un érgano determinado (Dueguer
& Gilman, 2001; Andresiuk et al., 2009). Ademads, estos resultados dispares pueden ser
debido a que generalmente los estudios sobre localizacién anatémica de los QH no tienen
en cuenta el genotipo con el cual estad infectado el HI. Algunos factores propuestos se
relacionan con procesos fisioldgicos de la infeccién, como por ejemplo, el predominio de
infeccidn pulmonar observado en ovinos de la region andina de Peru, donde se facilitaria la
infeccion por la dilatacion capilar en pulmones del HI como adaptacién fisioldgica a vivir a
las grandes alturas de los Andes (Dueguer & Gilman, 2001).

En el presente trabajo la localizacién anatémica mas frecuente de los QH en el
ganado fue pulmonar, seguida por hepatica. Asociaciones estadisticamente significativas se
observaron en la localizacién segun el HI involucrado: los quistes de caprinos y bovinos
fueron mayormente pulmonares y los de porcinos hepaticos. Aproximadamente 2/3 de los
QH de ovinos se localizaron en higado y el resto en pulmén (Tabla 5). La asociacidn entre la
localizacion pulmonar y los caprinos y localizacién hepatica y los porcinos es igual a la
descripta por Soriano et al. (2010). Sin embargo, en ese estudio describieron una asociacién
de QH de ovinos con la localizacién pulmonar, presentando diferencias con este trabajo de
tesis. Seria interesante realizar mas estudios para determinar si estas diferencias son

debidas al haplotipo con el cual estd infectado el ganado ovino.

Los QH fértiles producen PSC y son capaces de continuar el ciclo biolégico del
parasito infectando al HD. Por lo tanto, los valores de fertilidad y viabilidad de los QH
desarrollados en un Hl indican la participacién de ese HI en el ciclo bioldgico. Si el Hl es
susceptible a la infeccién pero los QH son infértiles, el ciclo se interrumpe y no hay
transmisidn a partir de ese Hl.

La evaluacion de la fertilidad y la viabilidad de los QH en el presente estudio mostré
qgue los HI analizados presentaron QH fértiles, lo que indica que los caprinos, ovinos,

porcinos y bovinos participan activamente en la transmision de E. granulosus sensu lato en
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la provincia de Neuquén. Sin embargo, se observaron diferencias significativas entre los QH
provenientes de los cuatro HI. Los QH de porcinos fueron mayormente fértiles con elevada
viabilidad, coincidiendo con lo descripto previamente por Soriano et al. (2010) (Tabla 6). Los
QH de caprinos y de ovinos presentaron una fertilidad de 65,6% y 66,7% respectivamente,
y viabilidad promedio de 64,5% y 42,1%, respectivamente. La mayor parte de los quistes de
bovinos fueron infértiles, coincidiendo con lo descripto previamente por Pierangeli (2013),
que describié que el 10,0% de los QH de bovinos eran fértiles. Teniendo en cuenta que en
Neuquén el ganado bovino es menos abundante que el caprino y el ovino, y que los quistes
detectados fueron mayormente infértiles, la participacién de los bovinos en la transmisién

de la EQ en la provincia seria menos relevante.

En el analisis de distribucion de genotipos en relacién con la localizacidon anatémica
de los quistes para cada HI, se observé que en los caprinos existe un marcado tropismo
pulmonar para los QH de E. canadensis G6. Los Unicos dos QH de caprinos originados por E.
granulosus sensu stricto G1 presentaban localizacidn hepatica. Los porcinos infectados con
E. canadensis G7 presentaban el 100% de los QH localizados en el higado, mientras que en
el unico cerdo infectado con E. granulosus sensu stricto G1 el QH estaba localizado en el
pulmén (Tabla 7). Estos resultados concuerdan con otros estudios que refieren la
localizacion preferentemente pulmonar para los QH de E. canadensis G6 y hepatica para los
QH de E. canadensis G7, independientemente del Hl infectado (Moro et al., 2009; Soriano
et al., 2010; Addy et al., 2012; Cucher et al., 2016). Estas diferencias fenotipicas entre G6 y
G7 apoyan el hecho de que sean considerados como genotipos diferentes.

La localizacion de los QH de E. granulosus sensu stricto G1 en ovinos de Neuquén
fue de 2/3 de los QH en higado y el resto en pulmdn (Tabla 7). Estos resultados difieren con
los resultados obtenidos previamente en la provincia de Neuquén, donde se reportaron
mayores infecciones pulmonares en ovinos (Pierangeli, 2013). Sin embargo, en la mayoria
de los estudios realizados en distintas regiones del mundo la localizacion hepatica es la mas
frecuente como, por ejemplo Marruecos, Kenia, China, entre otros (Azlaf et al., 2006; Addy

etal., 2012; Nusilaiti & Yan Hao, 2016; Deplazes et al., 2017). La diferencia en la localizacién
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anatdmica del QH podria estar dada por los haplotipos que infectan los ovinos. Pierangeli
(2013) reportd que el 51,5% de los QH de ovinos de Neuquén pertenecian a G1ngnBy todos
presentaban localizaciéon pulmonar, mientras que el 33,3% de los QH G1 original tenian
localizacion hepatica y sélo el 9,1% localizaciéon pulmonar. Soriano et al. (2010) reportaron
que el 78,6% de los quistes de ovinos pertenecian al haplotipo G1ngnB y tenian localizacidn
pulmonar. En este trabajo de tesis, sélo el 11,1% de los QH eran G1lngnB y presentaban
también localizacion pulmonar; mientras que el 83,3% de los QH pertenecian al haplotipo
G1 original y el 66,7% de estos QH presentaba localizaciéon hepatica. Estos resultados
sugieren una estrecha relacién haplotipo-localizacién anatdomica, al menos en ganado
ovino, lo cual constituye un resultado novedoso. A pesar de los numerosos estudios
publicados sobre diversidad de haplotipos, hasta el momento no se habia descripto ninguna
relacién con la expresidn fenotipica de dicha variabilidad.

La localizacion anatémica de los QH de E. granulosus sensu stricto G1 en bovinos de
Neuquén fue preferentemente pulmonar. Estos resultados son comparables a los
reportados previamente por Soriano (2011) y Pierangeli (2013) en la provincia de Neuquén,
donde observaron aproximadamente 95,0% de localizacidon pulmonar en QH G1 en bovinos.
Estos datos también concuerdan con los datos de QH de la provincia de Buenos Aires, donde
el 98,4 % de los quistes del genotipo G1 en bovinos fueron de localizacién pulmonar
(Andresiuk et al., 2009; 2013). Estos porcentajes son superiores a los obtenidos por de la
Rue et al. (2006) en bovinos de Brasil, que refieren también predominio pulmonar pero en
el 69,2%. Los resultados de este trabajo de tesis otorgan un fuerte sustento a la influencia
del genotipo sobre la localizacién anatémica, que es una expresiéon fenotipica producida por

las diferencias genotipicas.

La distribucién de los genotipos segun el HIl, considerando ademas la localizacién
anatémica vy la fertilidad de los QH, se realizd para caracterizar la infeccidon en cada tipo de
HI y establecer su participacidon en la transmisién de la EQ en Neuquén. Mediante este

enfoque, se pudo demostrar en primer lugar, que para cada Hl los QH fértiles correspondian
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a una sola especie y genotipo y generalmente a una determinada localizacién anatémica
(Tabla 7).

El analisis de los QH de origen caprino indicé que todos los QH de localizacidon
pulmonar correspondian a E. canadensis G6 y tenian una elevada fertilidad y viabilidad
mientras que los QH de localizacién hepatica eran infértiles y producidos por E. granulosus
sensu stricto G1.

El genotipo E. canadensis G6 fue descripto originalmente en camellos (Bowles et al.,
1992). Sin embargo, otros HI domésticos (como caprinos, ovinos, bovinos y porcinos) y los
humanos pueden también infectarse con este genotipo en aquellas regiones donde hay
camellos infectados con el genotipo G6 (Romig et al., 2017). Si bien en la provincia de
Neuqguén hay camélidos (guanacos), la infeccién echinoccocédsica en estos posibles Hl no ha
sido aun evaluada en esta provincia. Soriano et al. (2010) determinaron que las cabras
actuan como un reservorio de E. canadensis G6 en la provincia de Neuquén. Infecciones con
E. canadensis G6 en bovinos y humanos también fueron descriptas previamente en
Neuquén (Kamenetzky et al., 2002; Soriano et al., 2015).

Con respecto a los QH de origen ovino, se observd que todos los QH correspondian
a E. granulosus sensu stricto G1 y los QH de localizacidon hepatica presentaban mayor
fertilidad que los quistes de localizacion pulmonar. Estos resultados coinciden con lo
descripto por Pierangeli (2013), donde se observd que el 82,0% de los QH hepaticos eran
fértiles, mientras que solamente el 50,0% de los quistes pulmonares eran fértiles. Los
resultados de este trabajo de tesis difieren de lo descripto por Soriano et al. (2010), quienes
describieron que el 100,0% de los QH de ovinos que correspondian a G1lngnB eran
pulmonares y presentaban una fertilidad de 78,6%; probablemente, como se discutié
anteriormente, debido a que los haplotipos de G1 involucrados en cada caso fueron
diferentes.

Los datos epidemioldgicos sugieren que E. granulosus sensu stricto G1 estd
particularmente bien adaptada a la oveja como HI, lo que se refleja en alta prevalencia y

tasas elevadas de fertilidad de los QH (Cardona & Carmena, 2013; Deplazes et al., 2017;
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Romig et al., 2017). Sin embargo, los ovinos son susceptibles también a la infeccién por
otras especies y genotipos del complejo E. granulosus sensu lato, como E. granulosus sensu
stricto genotipo G3, E. ortleppi genotipo G5 y E. canadensis genotipos G6 y G7 (Bowles et
al., 1992; Dinkel et al., 2004; Varcasia et al., 2007; Snabel et al., 2009, Latif et al., 2010;
Soriano et al., 2010; Konyaev et al., 2013; Umhang et al., 2014a; Amer et al., 2015).

En el presente trabajo, el total de los QH porcinos correspondientes a E. canadensis
G7 fueron de localizacidn hepdtica, fértiles y presentaban elevada viabilidad. Este hallazgo
confirma el rol de los cerdos en un ciclo activo de transmisién de EQ en la provincia de
Neuquén descripto previamente por Soriano et al. (2010) y Pierangeli (2013). El cerdo es el
HI de preferencia del genotipo G7. Sin embargo, en el presente trabajo se encontré un cerdo
infectado con E. granulosus sensu stricto G1. Este quiste presentaba localizacién pulmonar
y era infértil. El genotipo G1 puede infectar al ganado porcino pero generalmente produce
QH infértiles en estos HI, por lo tanto los cerdos juegan un pequefio papel en la transmision
de E. granulosus sensu stricto G1 (Romig et al., 2017).

El andlisis de la fertilidad de los QH de origen bovino mostré que aunque este Hl es
altamente susceptible a la infeccién con E. granulosus sensu stricto G1, la mayor parte de
los QH producidos por este agente parasitario fueron infértiles en estos Hl y por lo tanto el
ganado bovino no tendria un rol fundamental en el mantenimiento del ciclo de E.
granulosus sensu stricto G1 en Neuquén. Resultados similares se describieron en la
provincia de Buenos Aires donde sélo el 11,5% de los QH G1 en bovinos eran fértiles
(Andresiuk et al., 2013). Los reportes acerca de la capacidad de esta especie y genotipo para
generar QH fértiles en ganado bovino son variables. La fertilidad de los QH es baja en la
mayoria de los estudios (menor al 20,0%), pero puede alcanzar el 75,0% (Latif et al., 2010;
Romig et al., 2017). Existen reportes de bovinos infectados con E. ortleppi G5 en las
provincias de Santa Fe y Buenos Aires, sin embargo no se encontrd ningun aislamiento G5
en la provincia de Neuquén (Cucher et al., 2016).

De acuerdo a los resultados del presente trabajo que relacionan la fertilidad con el

genotipo del QH se podria decir que: los ovinos actian como un reservorio de E. granulosus
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sensu stricto G1, los caprinos como un reservorio de E. canadensis genotipo G6 y los
porcinos como un reservorio de E. canadensis genotipo G7 en la provincia de Neuquén;

constituyendo los ciclos activos de transmisiéon de la echinococcosis en la provincia.
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5.2. ESTUDIO 2: Caracterizacion molecular, biolégica y clinica de quistes hidatidicos
humanos de la provincia de Neuquén.

En este trabajo de tesis se realizd la caracterizacién molecular, fenotipica y clinica
de QH obtenidos de humanos sometidos a cirugia por hidatidosis. Existen escasos estudios
a nivel mundial donde se relacionen la localizacién, fertilidad, viabilidad y tamafio del QH
con la especie y genotipo de E. granulosus sensu lato. Este es el primer trabajo en América
gue relaciona todas estas variables con el genotipo del parasito.

La IAP obtenida segun los datos de denuncias de casos al Ministerio de Salud de la
provincia de Neuquén durante el periodo 2013-2018 fue de 8,6/100.000 habitantes. Esta
tasa podria estar subestimada y el nUmero de casos podria ser mayor, ya que solo refleja
casos sintomaticos que requieren atencién médica o cirugia y representa una pequeiia
proporciéon del nimero real de casos, debido a varias razones. Primero, la EQ es una
enfermedad crénica, con un curso de desarrollo lento y casos asintomaticos frecuentes que
pueden representar hasta el 60% del nimero total de casos (Pawlowski et al., 2001;
Pierangeli et al., 2007). En segundo lugar, aunque la EQ es una enfermedad de notificacidn
obligatoria en Argentina, no se informan todos los casos. Mientras que los datos de los
hospitales publicos se registran sistematicamente en Neuquén, los hospitales privados
frecuentemente no notifican a las autoridades sanitarias. Por lo tanto, las deficiencias en
los registros oficiales también deben tenerse en cuenta. A pesar de las limitaciones
mencionadas anteriormente, los datos de IAP siguen siendo una herramienta util para

evaluar la situacién epidemioldgica regional de la enfermedad (Craig et al., 2017).

En este trabajo de tesis se observé que la distribucion de la EQ en humanos de
Neuquén fue heterogénea, al igual que lo observado por Pierangeli et al. (2007) durante el
periodo 1995-2004. La EQ es considerada una enfermedad rural debido a las caracteristicas
del ciclo de transmisién, que involucra animales ungulados domésticos y perros (McManus
et al., 2003). Sin embargo, en este trabajo de tesis se obtuvieron por primera vez QH de
pacientes provenientes de distintas localidades, tanto rurales como urbanas, de todos los

departamentos de la provincia de Neuquén. El mayor nimero de casos por 100.000
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habitantes se observé en los departamentos del oeste de la provincia de Neuquén, donde
el entorno natural incluye altas mesetas y montafias, y las actividades rurales son mas
frecuentes (Tabla 9). El mayor nimero de casos por 100.000 habitantes se encontré en el
departamento Huiliches, ubicada al suroeste de la provincia de Neuquén. Este resultado
concuerda con los hallazgos de Roccia et al. (2018) quienes reportaron que algunas
localidades, como Junin de los Andes, representan un punto geografico de alto riesgo en la
provincia de Neuquén, debido al elevado numero de casos reportados por screening
ecografico en nifos (indicador de transmision reciente de EQ) y por muestras de
coproantigeno positivas en materia fecal canina.

Otros departamentos con elevada nimero de casos por 100.000 habitantes fueron
los departamentos de Loncopué, Picunches, Aluminé y Minas, donde predominan
poblaciones rurales que viven en comunidades pequefias y crian cabras para su
subsistencia, principalmente bajo un modelo de producciéon trashumante (Tabla 9). Existen
reportes de alta prevalencia de EQ en comunidades trashumantes en todo el mundo,
debido a condiciones socioecondmicas, particularmente bajos niveles de educacion, falta
de conocimiento sobre la enfermedad y su transmisién, malas condiciones sanitarias,
intercambio de recursos hidricos con perros y faenas en los hogares. Las migraciones
humanas y el clima también contribuyen a la epidemiologia de la EQ en comunidades
trashumantes (Macpherson, 2001). Ademas, los factores culturales en conjunto con los
escasos recursos economicos y la falta de combustible (indispensable para la coccién de
alimentos), hacen que la alimentacién de los perros con visceras crudas sea un habito
generalizado en las comunidades rurales de Neuquén (Pierangeli et al., 2007).

La presencia de casos humanos en localidades urbanas de la provincia de Neuquén,
indican que la EQ no es sélo una problematica de localidades rurales en esta provincia. La
ciudad de Neuquén, capital de la provincia, fue la localidad con mayor cantidad de pacientes
con EQ, aunque mostré un bajo nimero de casos por 100.000 habitantes, debido a la
cantidad de habitantes que presenta (Tabla 9). La presencia de casos humanos en esta

ciudad puede explicarse por diferentes razones. En primer lugar, podria deberse a la
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migracion de personas, es decir traslado de las personas desde dreas rurales a las areas
urbanas (Dopchiz et al., 2009). Puede ser que estas personas traigan con ellos sus
costumbres de faena domiciliaria y de alimentar a los perros con visceras crudas, creando
un drea en su entorno que facilita la transmisién de la EQ. En segundo lugar, es posible que
la poblacién urbana haya estado en contacto con los huevos de E. granulosus sensu lato en
la ciudad, donde se registraron 7700 perros sueltos en el aflo 2019 (Instituto Nacional de
Estadistica y Censos, 2020). Roccia et al. (2018) reportaron la presencia de antigenos de E.
granulosus sensu lato en muestras de materia fecal canina en espacios publicos en ciudades
de la provincia de Neuquén, como Neuquén, Zapala, Villa la Angostura, Chos Malal, Junin
de los Andes, entre otras. En los Ultimos afios crecié la produccién de cerdos en las dreas
periurbanas de la ciudad de Neuquén (Ministerio de Produccion y Turismo, 2020). Algunos
productores realizan la faena de cerdos, y en menor medida de ovinos y caprinos, de
manera clandestina y por lo tanto los perros tienen acceso a las visceras crudas descartadas.
La distancia entre el drea periurbana y urbana es escasa, por lo tanto los perros infectados
podrian moverse de un area a la otra esparciendo los huevos de E. granulosus sensu lato.
Ademas, puede ser que las personas que viven en zonas urbanas adquieran la enfermedad
al concurrir a zonas rurales turisticas en ocasién de vacaciones/recreacion/actividad

deportiva, algo muy frecuente en la poblacién de Neuquén.

Al igual que en el ganado, la epidemiologia molecular de E. granulosus sensu lato en
humanos de Argentina es compleja debido a la presencia de distintas especies y genotipos.
Los reportes correspondientes a aislamientos en humanos de diferentes provincias del pais,
indican la presencia de E. granulosus sensu stricto genotipos G1 y G2; E. ortleppi genotipo
G5 y E. canadensis genotipo G6 (Rosenzvit et al., 1999; Kamenetzky et al., 2002; Guarnera
et al., 2004; Cucher et al., 2016; Avila et al., 2017). Es interesante destacar que en Argentina
se describieron por primera vez casos humanos causados por los genotipos G2 y G6, que

eran considerados no infectivos para el humano hasta ese momento (Rosenzvit et al., 1999).
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En el presente trabajo se evaluaron las especies y genotipos de E. granulosus sensu
lato presentes en 149 QH de 108 pacientes de la provincia de Neuquén, mediante el andlisis
de la secuencia parcial del gen mitocondrial cox1 del estadio metacestode del pardsito. Este
trabajo de tesis es el trabajo mds importante en nimero de pacientes estudiados con
genotipificacion de los QH de Argentina. La genotipificacion de los aislamientos demostro
la presencia de las siguientes especies y genotipos en Neuquén: E. granulosus sensu stricto
genotipo G1 con cuatro haplotipos (el haplotipo G1 descripto originalmente por Bowles et
al. (1992), G1ngnC, G1ngnD y G1ngnE), E. granulosus sensu stricto genotipo G3, E.
canadensis genotipo G6y E. canadensis genotipo G7 (Tabla 11). Estos resultados corroboran
la presencia de G1 y G6 en humanos de Neuquén publicados previamente por Kamenetzky
et al. (2002). Ademas, en este trabajo de tesis se describe por primera vez la infeccion en
humanos por el genotipo G3 en Argentina y por el genotipo G7 en América, datos
publicados por Debiaggi et al. (2017).

A diferencia de lo descripto por Kamenetzky et al. (2002), en este trabajo de tesis se
genotipificaron 149 QH y se encontré mayor cantidad de QH humanos de E. granulosus
sensu stricto G1 que de E. canadensis G6. Esto puede ser explicado porque Kamenetzky et
al. (2002) sélo analizaron 21 muestras en humanos de la provincia de Neuquén.
Echinococcus granulosus sensu stricto es el agente etioldgico con mayor cantidad de casos
a nivel mundial siendo G1 el genotipo identificado con mayor frecuencia (72,9%). El
porcentaje de QH G1 (59,1%) en la provincia de Neuquén fue menor con respecto a lo
descripto a nivel mundial (Alvarez Rojas et al., 2014; Cucher et al., 2016). Otros paises de
América del Sur, como Chile y Peru, presentaron infecciones en humanos tanto con E.
granulosus sensu stricto G1 y E. canadensis G6, sin embargo se han reportado porcentajes
de infeccion con G1 de aproximadamente 95,0%, siendo un valor muy superior al descripto
en este trabajo para la provincia de Neuquén (Cucher et al., 2016).

A pesar de que las infecciones con E. granulosus sensu stricto G1 predominaron
sobre las infecciones con E. canadensis G6, el porcentaje de infecciones con G6 fue de

37,6%, valor que triplica al descripto para la distribucion mundial (12,2%) (Cucher et al.,
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2016). El elevado porcentaje de humanos infectados con E. canadensis G6 podria estar
relacionado con el modelo de trashumancia llevado a cabo en la provincia de Neuquén para
la cria de cabras y con que el ganado caprino es el mas numeroso en Neuquén. Este modelo
podria aumentar el riesgo de infeccion humana por E. canadensis G6, ya que las cabras son
el principal reservorio de este genotipo en Neuquén (Soriano et al., 2010; Debiaggi et al.,
2017). Como consecuencia existe una mayor presidon de infeccion debido a la mayor
disponibilidad de QH de caprinos G6 que de ovinos G1.

La secuencia de E. granulosus sensu stricto G3 descripta en este trabajo es el primer
aislamiento de esta especie y genotipo en un humano de Argentina. Esta secuencia coincide
con la encontrada previamente en un ovino del norte de la provincia de Neuquén por
Soriano et al. (2010), Unico caso de un Hl infectado con este genotipo en Sudamérica. La
secuencia del genotipo G3 del humano y del ovino procedian de Chos Malal, departamento
localizado en el norte de Neuquén. La deteccidn de E. granulosus sensu stricto G3 en un
humano sugiere que este genotipo participa de un ciclo sinantrépico en Neuquén. La
secuencia del genotipo G3 encontrada en Neuquén es homdloga al primer reporte en
bufalos de la India (Bowles et al., 1992). La informacién epidemiolégica del genotipo G3 es
mas limitada respecto del resto de los genotipos. Hasta el momento, la secuencia del
genotipo G3 fue descripta previamente en humanos de Brasil, China, India, Italia, Turquia,
Irdn y Tunez (Deplazes et al., 2017).

El andlisis de secuencia de los productos de PCR realizado en este trabajo de tesis
permitié describir por primera vez un caso de infeccién humana con E. canadensis G7 en
Argentina y en América, lo que confirma el papel de este genotipo como agente causante
de infeccién en humanos, resultado publicado en Debiaggi et al. (2017). La secuencia del
genotipo G7 mostré una identidad completa de cox1 y nadl con secuencias publicadas
descriptas previamente en porcinos de Neuquén (Soriano et al., 2010), en porcinos y
bovinos de otras provincias de Argentina y otros paises (Kamenetzky et al., 2002; Beato et
al., 2013; Konyaev et al., 2013; Monteiro et al., 2014) y en humanos de China (Zhang et al.,

2014). Se notificaron casos humanos debido al genotipo G7 en paises de Europa central y
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oriental, Asia y Sudafrica, asociados con la transmisidn porcina (Dybicz et al., 2013; Alvarez
Rojas et al., 2014; Zhang et al., 2014; Deplazes et al., 2017). Sin embargo, hasta el momento
no habia informes de infeccién humana con E. canadensis G7 en las Américas (Cucher et al.,
2016; Deplazes et al., 2017).

Existen pocos reportes de coinfecciones con E. granulosus sensu lato en Hl en el
mundo. Se han reportado coinfecciones en Francia y en la Republica de Moldavia, donde
los genotipos G1 y G3 pertenecientes a la especie E. granulosus sensu stricto fueron
identificados en pulmones e higado de ovinos y bovinos (Umhang et al., 2013, 2014a).
Pierangeli (2013) describid en la provincia de Neuquén la infeccidon simultdanea en un mismo
animal con multiples especies y/o genotipos de E. granulosus sensu lato en ovinos y
bovinos. En un ovino y un bovino de Chile se encontraron hasta cinco haplotipos distintos
de E. granulosus sensu stricto en dos animales diferentes (Hidalgo et al., 2020). Oudni-
M’rad et al. (2016) reportaron por primera vez una coinfeccion en humanos, que
involucraba a E. granulosus sensu stricto G1y E. canadensis G6 en un nifio de Tunez. En este
trabajo de tesis se describe por primera vez en las Américas, un paciente que presenta
coinfeccién con E. granulosus sensu stricto G1ngnD y E. canadensis G7. Se trata de una
paciente que presentaba tres QH en el higado y que se sometid a dos cirugias. En la primer
cirugia, se extrajeron dos QH que fueron caracterizados genéticamente como E. granulosus
sensu stricto G1ngnD vy E. canadensis G7, respectivamente. La segunda cirugia se llevd a
cabo tres meses después, para extraer otro QH del higado que también fue caracterizado
como E. granulosus sensu stricto G1lngnD. Este resultado demuestra que la coinfeccion
humana es un hecho que debe tenerse en cuenta, especialmente en regiones endémicas
donde diferentes especies y genotipos de E. granulosus sensu lato estan presentes con
ciclos de vida simpatricos.

La presencia de una coinfeccién podria ser el resultado de infecciones sucesivas del
animal o el humano, o simultdneas (Umhang et al., 2014a). La primera propuesta es factible,
ya que al tratarse de una zona endémica, no existe limitacidén por la inmunidad del HI para

la adquisicion de nuevas infecciones (Gemmell & Roberts, 1995). Por lo tanto, habiendo
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disponibilidad en el ambiente de huevos de distintos genotipos y/o haplotipos de E.
granulosus sensu lato, los HI susceptibles podrian adquirir infecciones con cualquiera de
ellos. La capacidad de desarrollo de QH fértiles y, por lo tanto, la continuidad del ciclo,
dependerd de la interaccidn del parasito con cada hospedador. En cuanto a la propuesta de
infecciones simultaneas, podria ser también posible, ya que los perros podrian albergar los
parasitos adultos de distintos genotipos y/o haplotipos, luego de ingerir QH de diferentes
genotipos y/o haplotipos de animales que fueron faenados en el mismo acto. Ademas,
pueden coexistir en un mismo espacio geografico perros infectados con diferentes
genotipos y/o haplotipos. Hasta el momento no existen reportes sobre la existencia de
interaccion entre los distintos genotipos de E. granulosus sensu lato. Por lo tanto, seria
interesante llevar a cabo estudios en ganado y humanos con coinfecciones para determinar
si la infeccién de un hospedador sin salida o un Hl con un determinado genotipo favorece o

desfavorece la coinfeccién con otro genotipo.

La distribucidn geografica de las especies y genotipos de E. granulosus sensu lato en
humanos de la provincia de Neuquén fue marcadamente heterogénea, en concordancia con
lo observado en el ganado caprino, ovino, porcino y bovino en este trabajo de tesis (Figura
26 y Tabla 12). En el departamento de Minas se encontré la mayor diversidad de especies y
genotipos, coincidiendo con lo que se describid en los HI en este trabajo de tesis. Sin
embargo, en humanos se encontraron los genotipos G1, G6 y G7, mientras que en ganado
de este departamento se describieron los genotipos G1 y G6. A pesar de que la mayor parte
de los QH de porcinos infectados con E. canadensis G7 se describieron en el departamento
de Confluencia, el Unico quiste humano G7 que correspondid a un paciente con coinfeccién
fue encontrado en el departamento de Minas, donde no predomina la produccion de
cerdos. Por lo tanto, puede ser que la persona haya viajado al departamento de Confluencia
donde se podria haber infectado con E. canadensis G7. Ademas, es importante mencionar
gue no se obtuvieron QH de cerdos en el departamento de Minas en este trabajo de tesis y

seria importante realizar mas estudios en este departamento.
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Como se menciond anteriormente, el Unico humano con QH de E. granulosus sensu
stricto G3 se encontré en el departamento de Chos Malal, siendo el mismo lugar donde se
describid la Unica oveja descripta con infeccién por G3 en la provincia de Neuquén (Soriano,
2011; Pierangeli, 2013). Este hallazgo confirma la existencia de un ciclo activo de E.
granulosus sensu stricto G3 en esa localidad. Al ser un genotipo poco frecuente en general
y en América en particular, seria interesante poder realizar mas estudios para determinar
las causas de este hecho.

La mayor cantidad de QH pertenecientes a E. granulosus sensu stricto G1 se
encontraron en pacientes de la localidad de Junin de los Andes correspondiente al
departamento Huiliches, ubicada al suroeste de la provincia de Neuquén. La localidad de
Junin de los Andes se caracteriza por la cria de ganado ovino y bovino y muy baja produccién
de ganado caprino. La presencia de mayor cantidad de pacientes infectados con E.
granulosus sensu stricto G1 en esta localidad puede ser debido a la mayor cantidad de
ganado ovino y bovino, que actian como reservorio de G1. Mientras que la mayor cantidad
de QH pertenecientes a E. canadensis G6 se encontraron en pacientes de las ciudades de

Neuquén y Zapala (Tabla 12).

En estudios recientes, realizados en distintas partes del mundo, se analizd la longitud
completa del gen cox1 para evaluar la microdiversidad de E. granulosus sensu lato. Por
ejemplo, en Rusia, Konyaev et al. (2012a, 2013) describieron un total de 12 haplotipos de
cox1 de un total de 14 aislamientos de E. granulosus sensu stricto, mientras que Yanagida
et al. (2012) describieron 44 haplotipos de cox1 de un total de 120 aislamientos de China,
Peru, Iran y Jordania. El haplotipo mas frecuente encontrado por Yanagida et al. (2012) fue
denominado Eg01, y fue el principal haplotipo en todas las poblaciones geograficas que
estudiaron, ademas de ubicarse constantemente en el centro de las redes de haplotipos.
Este resultado sugirid una historia evolutiva de E. granulosus sensu stricto en el que un
subgrupo genético que incluye Eg01 podria haber sido seleccionado al comienzo de la
domesticacién del ganado, y luego se dispersd en todo el mundo a través de la difusion de

la cria de ganado. Sin embargo, en un estudio realizado en Australia, Eg01 fue encontrado
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en 9 de 37 aislamientos sugiriendo dos hipdtesis: 1) existe un antiguo polimorfismo
importado a Australia desde varios paises en los ultimos 200 afos; 2) la diversidad
evoluciond desde la importacion del parasito antes del asentamiento europeo, por ejemplo,
con la introducciéon de dingos hace unos 6000 afios (Alvarez Rojas et al., 2016). En Chile, se
encontraron 36 haplotipos: el haplotipo mas frecuente Eg01, dos de los haplotipos
encontrados en Australia, un haplotipo descripto previamente en Rusia, un haplotipo
descripto en un cerdo de Nepal y se describieron 31 haplotipos nuevos (Alvarez Rojas et al.,
2017; Hidalgo et al., 2020). En Bolivia, se encontraron 9 haplotipos de cox1 de un total de
30 aislamientos: el haplotipo mas frecuente Eg01, uno de los haplotipos encontrados en
Chile (EgCl03) y se describieron siete haplotipos nuevos (Ali et al., 2020).

En este trabajo de tesis se investigd, por primera vez en la Argentina, la diversidad
genética y la estructura de la poblacidon de E. granulosus sensu lato en humanos de la
provincia de Neuquén. La informacion fue obtenida mediante la secuenciacion completa
del gen mitocondrial cox1, que histéricamente se habia demostrado que presentaba
variabilidad intraespecifica y se habia utilizado para el estudio de la estructura de la
poblacién de E. granulosus sensu lato de otras partes del mundo (Bowles et al., 1992; Nakao
et al., 2010; Casulli et al., 2012; Yanagida et al., 2012). La comparaciéon de las secuencias
adquiridas en este estudio identificadas como E. granulosus sensu stricto con todas las
secuencias similares depositadas en GenBank, permitié identificar nueve haplotipos de cox1
del parasito (Tabla 13). De los haplotipos de E. granulosus sensu stricto encontrados en
humanos de Neuquén, tres haplotipos (EgNg01, EgNq02 y EgNq03) fueron descriptos por
primera vez en este trabajo de tesis. Estos hallazgos confirman la presencia del haplotipo
Eg01 como el mas frecuente. El haplotipo Eg32, encontrado en un humano de Plottier, fue
descripto anteriormente en China por Yanagida et al. (2012) y el haplotipo EGp1l fue
descripto en Nepal (Joshi & Yamasaki, 2009). Se compard por primera vez la diversidad
genética de la provincia de Neuquén con la de Chile, para evaluar posibles coincidencias y/o
discrepancias. Interesantemente, los haplotipos EGp1, EgCl01, EgCI03 y EgCI20 habian sido

descriptos en Chile, algunos de ellos en el area vecina a la provincia de Neuquén (Alvarez
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Rojas et al., 2017). Esto puede ser debido al intercambio legal e ilegal de ganado a través de
la cordillera de los Andes, que es la barrera natural que divide a ambos paises. Ademas, el
haplotipo EgCl03 también fue descripto en La Paz, Bolivia, a mas de 3000 km de la provincia
de Neuquén. Esto puede ser explicado porque después de la conquista del Imperio Inca, el
ganado que llegd a América desde Espafia se concentrd principalmente en Perd, desde
donde se distribuyd a Bolivia, Chile y Argentina. Desde el descubrimiento de la plata en
Potosi (Bolivia), se sabia que esta ciudad era un centro para el ganado, parte del cual fue
llevado hacia Argentina y Uruguay (Escobari de Querejazu, 1985). Por lo tanto, la
distribucién del ganado desde un lugar a otro podria explicar que regiones tan distantes
presenten los mismos haplotipos. Seria interesante realizar estudios moleculares en las
provincias del norte de Argentina, como Jujuy, Salta, Catamarca y Tucuman, para
determinar qué haplotipos se encuentran en esa region.

El andlisis de las secuencias de las muestras de E. granulosus sensu stricto mostré
qgue las sustituciones de nucleétidos fueron no sindnimas y predicen la variabilidad de
aminodcidos en la proteina cox1. Los haplotipos EgNg01 y EgNqO3 descriptos en este
trabajo de tesis presentan uno o dos sustituciones de aminoacidos en comparacién con la
secuencia de aminodcidos codificada por el gen cox1 del haplotipo Eg01 mas frecuente
(Tabla 13). Se ha propuesto que niveles similares de variabilidad genética tienen el potencial
de afectar una variedad de aspectos de la interaccidn hospedador-parasito, o respuestas a
agentes quimioterapéuticos o a vacunas. Por ejemplo, la variabilidad genética entre E.
granulosus sensu stricto G1 y E. canadensis G6 en el gen que codifica la vacuna EG95 ya se
ha demostrado que afecta la antigenicidad de la proteina (Alvarez Rojas et al., 2013). E.
granulosus sensu stricto es el principal complejo de genotipos responsable de la EQ en
humanos; por lo tanto, es importante saber si existe algun haplotipo predominante que
infecte a los humanos. Ademas, las diferencias entre las secuencia de aminoacidos de las
proteinas codificadas por los distintos haplotipos podria afectar la efectividad de la
vacunacion en el ganado y/o el tratamiento quimioterapéutico en humanos (Alvarez Rojas

et al., 2013). Las variaciones de las proteinas resultantes, debidas a cambios en las
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secuencias de aminodcidos, constituyen expresiones fenotipicas de los cambios genéticos
que presentan los diferentes haplotipos.

La red de haplotipos construida con las secuencias completas contiene al haplotipo
Eg01 en su centro que muestra (Figura 28), como se describié anteriormente, que es un
haplotipo ancestral que se ha expandido en todo el mundo después de la domesticacidon de
hospedadores animales y la migracién de humanos desde Medio Oriente (Yanagida et al.,
2012). Se supone que los perros de los barcos balleneros llevaron el pardsito a Argentina
desde paises europeos. La EQ se conoce en el Rio de la Plata (Argentina) desde las ultimas
décadas del siglo XIX. La actividad pesquera y la caza de ballenas se organizd en el Virreinato
al finalizar el siglo XVIII, por lo que se instalaron factorias en las costas de Argentina y de
Uruguay. Los perros transportados en buques balleneros infectaron a los ovinos y bovinos
que se expandieron en el territorio nacional (Ordiozola & Pettinari, 1998). La red de
haplotipos construida con las secuencias completas del gen cox1 de E. granulosus sensu
stricto de este trabajo de tesis y los disponibles en GenBank de paises de América del Sur
muestran que 26 haplotipos difieren en un solo nucleétido con el haplotipo central Eg01
(Figura 29). Aunque, no hay evidencia de que la poblacién de E. granulosus sensu stricto
difiere significativamente entre los paises de América del Sur, se sugiere que la mayoria de
los haplotipos de cox1 se identifican de forma Unica con paises particulares. El haplotipo
Eg01 sigue siendo el mas frecuente en América del Sur y se especula que podria haber sido
la variante mas frecuente del pardsito que infecta al ganado y también a los perros
importados a las Américas con la colonizacién espainola hace mas de 500 afios. El parasito
y especialmente el que pertenece al haplotipo Eg01 se adaptd a una variedad de climas en
Ameérica del Sur y a mutaciones aleatorias acumuladas a lo largo del tiempo (en el gen cox1
y otros genes) que produjeron los que ahora se identifican como diferentes haplotipos del
parasito (Ali et al., 2020). Considerando que algunos haplotipos de E. granulosus sensu
stricto descriptos anteriormente en Chile y Bolivia estaban presentes en la provincia de

Neuquén, seria necesario estudiar en quistes provenientes de ganado la secuencia
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completa del gen cox1 para E. granulosus sensu stricto en otros paises de América del Sur
para entender como se propagé este parasito en este continente.

Las diferencias regionales en la diversidad de haplotipos se han utilizado para inferir
el origen de E. granulosus sensu stricto, con la hipdtesis emergente de que el parasito
presento originalmente un ciclo de vida silvestre en Asia Occidental, que posteriormente
involucré animales domésticos, extendiéndose a otras regiones a raiz de la domesticacién
del ganado (Yanagida et al., 2012). La diversidad genética, siendo alta en Asia occidental y
Medio Oriente, parece disminuir hacia Europa y Asia oriental (Casulli et al., 2012; Yanagida
et al.,, 2012). En América del Sur se reporté baja diversidad de haplotipos en Perd, sin
embargo, en Chile se describié una alta variabilidad (Yanagida et al., 2012; Alvarez Rojas et
al., 2017). En este estudio, el valor del indice de diversidad de haplotipos es comparable
con valores descriptos previamente en diferentes animales de Chile, Bulgaria, Chinay Tunez
(Casullietal., 2012; Boufana et al., 2014; Alvarez Rojas et al., 2017; Han et al., 2019). La alta
diversidad de haplotipos observada en E. granulosus sensu stricto junto con la baja
diversidad nucleotidica observada en los aislamientos humanos de la provincia de Neuquén
fue similar a la reportada desde Tunez, Chile y China (Boufana et al., 2014; Alvarez Rojas et
al., 2017; Han et al., 2019). El indice de neutralidad de Tajima’s D obtenido en el estudio
actual fue negativo, lo que sugiere un sesgo hacia la presencia de variantes nucleétidicas y
una reciente expansion de la poblacién. Ademas, el valor del indice de neutralidad Fu’s Fs
también fue negativo, lo que indicd que la incidencia de haplotipos raros fue menor a lo
esperado bajo neutralidad. Los valores negativos de ambos indices de neutralidad podrian
interpretarse como un aumento de la poblacién después de un evento de cuello de botella
desconocido y/o purificacion de eventos de seleccién que podrian haber sucedido en el

pasado (Nakao et al., 2010; Boufana et al., 2014; Han et al., 2019).

Recientemente, se realizaron estudios sobre la variabilidad intraespecifica de E.
canadensis G6/G7 utilizando la secuencia completa del gen mitocondrial cox1 de 1608 pb.
Ito et al. (2013, 2014) describieron dos haplotipos de cox1 en lobos y 29 haplotipos de cox1

en humanos de Mongolia. En Rusia, se describieron dos haplotipos de cox1 de E. canadensis

161



Discusion

G6 provenientes de aislamientos de un humano, un reno y un lobo (Konyaev et al., 2013).
El haplotipo de cox1 de E. canadensis G6 mas frecuente encontrado por Addy et al. (2017)
fue denominado Ec01, que correspondia al mismo descripto previamente en un humano de
Rusia (Konyaev et al., 2013). Addy et al. (2017) propusieron que G6 y G7 conformaban un
cluster G6/G7 debido a que son muy pocos los cambios de bases nucleotidicas que
diferencian a G6 y G7, y observaron haplotipos intermedios que unen estos dos genotipos.
Este cluster conserva una variacidn intraespecifica sustancial y las subpoblaciones
comparten polimorfismos y haplotipos ancestrales comunes. Sin embargo, el cluster de
G6/G7 es claramente distinto de las secuencias de aislamientos de G8 y G10, siendo estos
ultimos genotipos distantes entre si (Addy et al., 2017).

Las secuencias completas identificadas en este estudio como E. canadensis G6
también se compararon con todas las secuencias similares depositadas en GenBank, lo que
permitio identificar siete haplotipos cox1 del parasito. De los haplotipos de E. canadensis
encontrados en humanos de la provincia de Neuquén, cinco no habian sido descriptos
previamente. El haplotipo Ec01, que es el mas frecuentemente encontrado en todo el
mundo, fue descripto en Rusia, Mongolia, Iran, Sudan, Nigeria, Mauritania y Kenia por Addy
et al. (2017), y también fue el mas comun en este estudio, lo que sugiere que Ec01 fue el
haplotipo fundador de esta especie en el momento de la domesticacion de los animales. El
haplotipo Ec22, encontrado en un humano de Centenario, fue descripto anteriormente en
Sudan por Addy et al. (2017).

El andlisis sobre la secuenciacion parcial del gen cox1 de E. canadensis G6 mostrd
gue este genotipo no presentaba microvariantes respecto a la secuencia original descripta
por Bowles et al. (1992). Sin embargo, en este trabajo de tesis se estudid por primera vez la
secuencia completa del gen mitocondrial cox1 para E. canadensis en Neuquén, lo que
permitid describir la presencia de 7 haplotipos de un genotipo que hasta hace poco se
consideraba muy estable. Este resultado refuerza los reportes que dicen que el uso de
secuencias mas largas del gen cox1 permite la descripcion de microvariantes de E.

granulosus sensu lato en una resolucién mayor que la establecida por Bowles et al. (1992).
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Todos los haplotipos nuevos de E. canadensis, excepto el haplotipo EcNg03,
descriptos en este trabajo de tesis dan origen a proteinas con una o dos sustituciones de
aminodcidos en comparacién con la secuencia de aminodcidos codificada por el gen cox1
del haplotipo EcO1 mas frecuente (Tabla 14). Debido a que E. canadensis G6 es el segundo
agente causante de EQ en humanos, es importante saber si esta variabilidad genética tiene
el potencial de influir en la efectividad de las practicas de manejo clinico, debido a las
diferencias en la patogenicidad o la respuesta a los medicamentos como lo sugiere Romig
et al. (2015). En este estudio sélo se obtuvo un aislamiento de cada haplotipo, por lo tanto
se necesitarian mds estudios moleculares para determinar como la variabilidad genética de
E. canadensis podria influir en la infeccién.

Los valores de los indices de diversidad de haplotipos y nucleotidica dentro de E.
canadensis G6 fueron bajos y comparables con la subpoblaciéon de G6/G7 en Cdrcega,
Francia. Estos valores indican que los aislamientos son poco polimérficos y ademas
muestran una segregacion duradera de la poblacién de parasitos, ademds de un bajo nivel
de polimorfismo en la poblaciéon fundadora. La diversidad haplotidica y nucleotidica
encontrada en humanos de Neuquén es menor de lo que se informd en diferentes HI del
sur de Africa, Africa Oriental, Europa Oriental y Medio Oriente (Addy et al., 2017). Los
valores de los indices de diversidad haplotidica y nucleotidica no fueron comparados con
los valores obtenidos en ganado en este trabajo de tesis debido a que las longitudes de las
secuencias analizadas eran diferentes. El valor significativamente negativo de Tajima’s Dy
Fu's Fs y la red de haplotipos de E. canadensis, que reveld una red "similar a una estrella",
sugieren la expansiéon de la poblacion después de la introduccion de los haplotipos
fundadores, que pareciera ser el haplotipo Ec01 (Figura 31). Debido a esta expansion, seria
interesante realizar mas estudios en otros paises de América del Sur para evaluar la
dispersion y diversidad de E. canadensis en el futuro. Las cabras y los camellos son los
hospedadores mas comunes para E. canadensis G6; sin embargo, no hay camellos en
América del Sur y las cabras fueron transportadas al continente con la llegada de los

europeos. Se cree que los primeros rebanos de cabras fueron llevados a Peru desde Espaia

163



Discusion

y luego extendidos hacia ambos lados de la cordillera de los Andes a principios del siglo
XVIII. El dltimo censo de ganado indicd que la poblacidn total de cabras en Argentina es de
alrededor de 4 millones, de los cuales 940.835 se concentran en Neuquén, la provincia con
la mayor poblacidn de cabras en el pais (Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2020).
El modelo trashumante realizado en Neuquén para la cria de cabras (Sapag, 2011) podria
contribuir a la alta incidencia de EQ causada por este parasito en esta regidn especifica de
Argentina. En Chile no predomina la cria de cabras y se crian en condiciones que difieren
del modelo trashumante llevado a cabo en la provincia de Neuquén (Sapag, 2011). El hecho
de que el predominio y la cria de cabras es diferente en Chile y Neuquén podria relacionarse
con el hecho de que hasta la fecha en Chile solo se ha informado un solo caso de infeccién
humana debido a G6 (Manterola et al., 2008). Teniendo en cuenta los haplotipos frecuentes
de E. granulosus sensu stricto entre Chile y Neuquén, seria posible pensar que E. canadensis
G6 podria expandir su distribucién hacia Chile, lo que sugiere que es necesario estudiar la
presencia de E. canadensis G6 en humanos y animales en Chile.

La red de haplotipos construida con las secuencias descriptas en Neuquén vy las
secuencias de G6 encontradas en Genbank mostré una configuracion del tipo estrella, con
el haplotipo EcO1 como haplotipo central (Figura 32). Este trabajo de tesis no aborda el
analisis sobre la diversidad genética y la estructura de la poblacién de E. canadensis en cada
continente ni de cdmo se dispersd E. canadensis G6 en el mundo ya que escapa a los
objetivos de este trabajo de tesis, por lo tanto quedan como interrogantes para futuros
estudios.

A pesar de que se requieren mas estudios filogeograficos en la provincia de
Neuquén, los resultados de este trabajo de tesis podrian transferirse a los programas de
control de hidatidosis y al sistema de salud para la aplicacidon de nuevas herramientas que
contribuyan al control de esta zoonosis endémica.

El estudio de la diversidad genética de E. granulosus sensu lato, analizando la
secuencia completa del gen cox1 en QH humanos, contribuye a la comprension de las

perspectivas histéricas sobre la dispersién del parasito. En el caso de este trabajo de tesis,

164



Discusion

los resultados proporcionan conocimiento sobre la propagacién del pardsito en
Latinoamérica después de la llegada de los colonos espafioles, destacando y confirmando
la presencia de los haplotipos de propagacion mundial Eg01 y EcO1 como los principales
haplotipos presentes en la provincia de Neuquén. Ademas, el estudio de la microdiversidad
en la regidn patagodnica en ambos lados de la cordillera proporciona informacién sobre el
intercambio genético y la transmisidn del parasito en esa region. La alta diversidad descripta
sugiere que el parasito se introdujo varias veces desde diferentes fuentes a esta provincia.
Nuevas investigaciones en la microdiversidad de E. granulosus sensu lato en el resto de las
provincias de Argentina, Espafa y otros paises sudamericanos podrian dilucidar el probable

origen del pardsito en esta parte del mundo.

La distribucidn de las poblaciones de E. granulosus sensu lato es habitualmente del
tipo agregada en el HD, HIl y en el hospedador sin salida, y se ajusta a un modelo de
distribucién binomial negativa: hay pocos hospedadores con muchos pardsitos y muchos
hospedadores con pocos parasitos (Gemmell et al., 2001). En la infeccién echinococcdsica
no hay regulacién de las poblaciones debido a la densidad poblacional, ni a la mortalidad
del hospedador inducida por el parasito. La intensidad de la infeccidn de los hospedadores
condiciona la dindmica de transmisién de E. granulosus sensu lato, que depende de factores
extrinsecos (clima, suelos, barreras fisicas, presencia de agentes que dispersen los huevos),
socio—ecolégicos (relacionados con el hombre y sus costumbres, las modalidades de
explotacién ganadera, el nivel de educacion) e intrinsecos del parasito (potencial biético,
periodo prepatente, genotipo) y de los hospedadores (tipo de HI y HD involucrados,
presencia de inmunidad adquirida en el HI). Muchos de estos factores son particulares en
cada regidn, por lo que deben evaluarse en cada caso. La caracterizacién de la dindmica de
transmisién implica el estudio de los factores que contribuyen a la regulacion y estabilidad
de las poblaciones del parasito en sus diferentes estadios, y constituye la base para evaluar
la situacion epidemiolégica local y establecer el control de la echinococcosis (Pierangeli &

Debiaggi, 2014).
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La dinamica de transmisidon de E. granulosus sensu lato varia en las distintas regiones
del mundo de acuerdo a numerosos factores, entre ellos, la importancia del ganado y/o de
los intermediarios silvestres, los genotipos del pardsito y al grado de adaptaciéon del parasito
a los HI presentes. Asi por ejemplo, en Australia intervienen principalmente los ciclos
perro/oveja y dingos/marsupiales; en el Reino Unido ovejas y caballos, mientras que en
Medio Oriente y norte de Africa estan involucrados los camellos. La diversidad de ganado
(ovino, caprino, bovino, porcino) y animales salvajes en Neuquén implica que pueden estar
presentes simultdneamente varios Hl en un mismo territorio. El conocimiento de los
genotipos que infectan cada hospedador y la posibilidad de interaccion entre los ciclos
bioldgicos es importante para establecer la dinamica de transmision en las regiones donde
conviven varios Hl (Thompson & McManus, 2001). La comprension de la dindmica de
transmisién de los distintos genotipos de E. granulosus sensu lato es de suma utilidad para
adecuar las medidas de prevencién y control. Por ejemplo, recientemente un programa de
control piloto en Lituania, basado en la desparasitacion de perros en momentos especificos
antes del sacrificio de cerdos, ha logrado una fuerte reduccién de E. canadensis (G7)
(Sarkiinas et al., 2019). Sin embargo, en areas con produccidn extensiva de ovejas se sabe
gue se deben aplicar medidas adicionales para controlar E. granulosus sensu stricto, por
ejemplo, registro y desparasitacion regular de perros, educacion en salud publica,
construccidn de zanjas para la eliminacidn correcta de despojos, vacunacion de ovinos con
EG95, entre otras (Craig et al., 2017).

En este trabajo de tesis se demostrd la existencia simultdnea de varios ciclos
sinantrépicos de EQ en la provincia de Neuquén (Figura 33). El reservorio para E. granulosus
sensu stricto G1 es el ganado ovino, para E. canadensis G6 el caprino y para E. canadensis
G7 el porcino. Todas estas especies de E. granulosus sensu lato ocurren de manera
simpatrica en la provincia de Neuquén. El ciclo del haplotipo de E. granulosus sensu stricto
G1 original descripto por Bowles et al. (1992) en ovinos estd presente en los departamentos
de Minas y Confluencia. El ciclo es activo en el departamento de Confluencia donde se

encontraron todos los ovinos con QH fértiles y es inactivo en Minas donde los ovinos
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encontrados presentaban QH infértiles. Debido a que el nimero de aislamientos de los
haplotipos G1ngnB, G1ngnC, G1lngnD y G1lngnE fue bajo no se pudo definir si existe
coincidencia geografica de los mismos. Sin embargo, los haplotipos G1ngnC, G1lngnD y
G1ngnE de QH provenientes de humanos fueron encontrados en ganado de la provincia de
Neuquén estudiados en este trabajo de tesis y en estudios previos. A pesar de que en este
estudio no se encontraron ovinos infectados con E. granulosus sensu stricto G3, Soriano et
al. (2010) describieron un ovino infectado con la misma secuencia de G3 en Chos Malal, el
mismo departamento donde se encontré un humano infectado con G3 en el presente
trabajo de tesis. Seria necesario analizar mas QH en Chos Malal para determinar el
reservorio de G3 en este departamento. El ciclo de G6 en cabras se mantiene activo en el
norte de la provincia (en los departamentos de Minas, Chos Malal y Pehuenches), donde la
ganaderia trashumante asegura el estrecho contacto entre el hombre, el perro y el ganado.
El ciclo de G7 en cerdos estd presente y activo en el departamento de Confluencia. Por lo
tanto, en este departamento existen simultdaneamente dos ciclos activos: el ciclo de G1 en
ovinos y el ciclo G7 en cerdos. La casuistica humana es importante en el Este y Sur de la
provincia, pero es necesario estudiar QH de ganado local para determinar los reservorios
de G1 y G6 en esta zona asi como también el de G7 en el departamento de Minas. Los
resultados del presente trabajo demuestran que el noroeste de la Patagonia Argentina es
un escenario complejo para la transmision de EQ. Esta informacién resulta de gran utilidad
para ser aplicada al disefio de nuevas estrategias en el programa de control de hidatidosis
de la provincia de Neuquén, mds adaptados a las caracteristicas biolégicas de los genotipos
presentes en la provincia, con el fin de optimizar la vigilancia y el control de la enfermedad.
La aplicacion de medidas mas eficientes contribuira a disminuir la endemicidad de la EQ y
por ende mejorar la salud de la poblacion. Ademas, se ha comprobado que la vacuna EG95
gue previene la infeccidn en el ganado, es efectiva solamente para prevenir la infeccidon con
E. granulosus sensu stricto. El gen que codifica la vacuna EG95 estd basada en E. granulosus
sensu stricto G1 y debido a las diferencias antigénicas demostradas de los genotipos no

seria efectiva para E. canadensis (Alvarez Rojas et al., 2013). Por lo tanto, el uso de la vacuna
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EG95 en un programa de control donde ocurren multiples especies y genotipos, como es el

caso de la provincia de Neuquén, necesitaria ser monitoreado a fondo.

En este trabajo de tesis se analizaron los aspectos biolégicos de la infeccién con E.
granulosus sensu lato en humanos de la provincia de Neuquén. Se obtuvieron datos del
paciente como la edad y el sexo (Tabla 15). La EQ se adquiere generalmente a temprana
edad pero puede ser detectada a cualquier edad y su prevalencia aumenta con la edad
(Djuricic et al., 2010). La distribucién de acuerdo a la edad mostré que el agente etioldgico
estuvo presente en todos los grupos etarios. Los grupos mas afectados fueron de 10-18 y
de 28-36 aios, estos datos son similares a los reportados previamente en Neuquén por
Pierangeli et al. (2007). El elevado porcentaje de casos en pacientes menores a 18 afos
indica que existe una transmisién activa de la EQ. Se considera que los nifios estdn mas
expuestos a infectarse debido a que juegan en el suelo y tienen contacto cercano con los
perros. El porcentaje de nifios con EQ (30,2%) encontrado en este estudio fue superior al
reportado previamente en nifios (13,3%) de la provincia de Neuquén por Pierangeli et al.
(2007) y es similar a reportes de otros paises del mundo donde la transmision del parasito
es muy activa. Por ejemplo, en Kazajistan y en Kirguistan, paises con elevada endemicidad
de EQ, el porcentaje de nifios infectados fue 29,0% y 33,0%, respectivamente, respecto del
total de los casos (Torgerson, 2013). La proporcion de nifios con EQ encontrado en este
estudio es muy alta para una regién que se encuentra bajo un programa de control hace
casi 50 afos, reforzando la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para reducir el
impacto de esta zoonosis en Neuquén. Los grupos etarios menos afectados
correspondieron a los grupos de 55-63 y 73-81 afios. Esto podria deberse a tres razones
principales: en primer lugar, la poblacidon de estos grupos de edad representa solo el 8,6%
de la poblacion total de Neuquén (Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2020); en
segundo lugar, como la infeccién se adquiere con mayor frecuencia durante la infancia, el
diagndstico y tratamiento de la enfermedad en los grupos de edad avanzada podria haberse
hecho antes del 2012 y por lo tanto, se obtuvieron pocos QH de esos grupos etarios en este

estudio; y en tercer lugar, es posible que en los grupos etarios mayores, los pacientes

168



Discusion

tuvieran QH calcificados, que no se operan y por lo tanto no fueron incluidos en este
estudio.

La distribucidn de los casos de acuerdo al sexo mostré mayor nimero de hombres
infectados que mujeres, sin embargo no se observaron diferencias significativas (Tabla 15).
En una revisidn sistematica realizada por Budke et al. (2013) se encontré que la prevalencia
de EQtiende a ser mayor en mujeres y sugerian que esto podia ser causado por los roles de
género en las regiones endémicas, lo que hace que las mujeres cuiden con mayor frecuencia
las necesidades diarias de los perros, cuiden los jardines y preparen la comida. El mayor
numero de casos en hombres en la provincia de Neuquén podria relacionarse al modelo
trashumante para la crianza de las cabras en las zonas rurales que es llevado a cabo
fundamentalmente por el hombre. El andlisis de la distribucion de acuerdo al sexo y a la
edad mostré, con una diferencia significativa, que habia mas casos pedidatricos en nifios que
en nifias, fundamentalmente en el rango de edad de 10 a 18 afios. Esta diferencia podria
ser explicada debido a que los nifios suelen acompafiar a los padres en los procesos de
traslado entre las zonas de veranada e invernada.

La mayoria de los estudios de genotipificacion en humanos generalmente no
brindan informacidn sobre la edad y sexo de los pacientes. En uno de los pocos estudios
gue brinda esta informacidon se analizaron 43 casos de pacientes con hidatidosis de
Mongolia y no detectaron casos de menores de 18 afios infectados con G1, sin embargo
describieron pacientes adultos infectados con G1 y menores de 18 afios y adultos infectados
con G6 (Ito et al., 2014). Esto difiere de los resultados obtenidos en este trabajo, donde se
observé con diferencias significativas mayor cantidad de pacientes menores de 18 afios
infectados con el genotipo G1 (Tabla 16). No se detectaron casos de mujeres menores de
18 anos infectadas con G6, esto refuerza la teoria explicada anteriormente de que los
varones menores de 18 afios suelen acompanar a los padres en el proceso de trashumancia

para la crianza de cabras, HI que actiia como reservorio de E. canadensis G6.

El andlisis de la localizaciéon anatémica de los QH mostré que un solo 6rgano estaba

afectado en 95,1% de los casos. Este resultado coincide con el 95,8% descripto previamente
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en 938 pacientes de Neuquén en el periodo 1995-2004 (Pierangeli et al., 2007). La
localizacion anatdmica mas frecuente en humanos fue el higado, seguido por los pulmones
(Tabla 17). Este resultado coincide con lo descripto por otros autores en distintas partes del
mundo (Wen et al., 2019). La relacidn higado/pulmén en este estudio fue 1,3:1; este valor
es mucho menor a lo reportado por otros autores en estudios basados en casos quirlrgicos
y/o sintomaticos. Una revisidon de la literatura de 9.970 pacientes (originarios de regiones
de América del Sur, Africa, Europa, Australia y Asia) reveld que la relacién higado/pulmén
fue 2,5:1 (Larrieu & Frider, 2001), valor similar al reportado por Dopchiz et al. (2007) en Mar
del Plata. Existen diferentes hipdtesis sobre la localizaciéon anatémica final de los QH. El
higado es el érgano mas frecuentemente infectado porque las oncosferas penetran en la
pared intestinal y llegan al higado a través de la vena porta. Si la oncosfera no se asienta en
el higado, ésta puede viajar a través del torrente sanguineo o por los vasos linfaticos y llegar
al lado derecho del corazén, luego a la circulacién menor, donde pueden asentarse en el
pulmén, enclavandose en las anastomosis arteriovenosas precapilares de las distribuciones
peribronquiales y subpleurales. Si la oncosfera escapa del filtro pulmonar, ingresa a la
circulacion sistémica pudiendo llegar a los lugares mds variados, especialmente a los
organos de mayor vascularizacion, entre ellos bazo, rifidn, entre otros (Ramos et al., 2001).

Si las oncosferas pasan a través de los primeros filtros, que son el higado y los
pulmones, o pasan por alto estos drganos usando el sistema linfatico, pueden causar
diseminacion hematdgena y linfatica del parasito. Por lo tanto, el QH puede desarrollarse
en cualquier parte del cuerpo humano (Gun et al., 2017). En este trabajo de tesis, el 16,3%
de los QH se encontraban en drganos inusuales. Este valor es superior al reportado por
Pierangeli et al. (2007) en un estudio retrospectivo de denuncias de casos en la provincia
de Neuquén, donde describieron que el 2,6% de los QH presentaban localizaciones
inusuales. Estas diferencias pueden ser debidas a que en este estudio se trabajé con casos
quirargicos, mientras que Pierangeli et al. (2007) realizaron un estudio retrospectivo basado
en denuncias de casos con EQ. Los QH en localizaciones anatémicas poco frecuentes

podrian dar mds sintomatologia y por lo tanto son extraidos mediante cirugia. Ademas, cabe
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aclarar que este trabajo de tesis se realizé casi 10 afios después y durante este tiempo
mejoré la tecnologia en el diagndstico por imagenes que podrian contribuir a la deteccién
de QH en localizaciones anatémicas inusuales.

La localizacién anatdmica inusual mas frecuente encontrada en este trabajo de tesis
fue la localizacidn dsea vertebral. De acuerdo a la literatura, la EQ en huesos ocurre sdélo en
0,5%-2,5% de los pacientes y afecta la columna vertebral en la mitad de los casos. La
afectacién primaria del hueso ocurre debido al asentamiento de la oncosfera transportada
por los vasos sanguineos en el hueso (Loudiye et al., 2003; Papanikolaou, 2008).

Las localizaciones anatdmicas inusuales son descriptas generalmente como
informes de casos. Las localizaciones anatémicas inusuales poco frecuentes descriptas en
este trabajo de tesis fueron pancreas, rifidn, fémur, cerebro, peritoneo, bazo y localizacién
extrapleural, encontrando un solo caso de cada localizacién. En la literatura, la incidencia
de hidatidosis pancreatica es inferior al 2,0%, incluso en areas endémicas (Ozsay et al.,
2018). Dentro del 0,5-2,5% de los pacientes que presentan EQ dsea, el 16,0% presenta
quistes en el fémur, valor superior al encontrado en este trabajo de tesis (Ramteke et al.,
2019).

La variacion en las frecuencias de localizacién anatdmica de QH observada en
diversos estudios en todo el mundo podria deberse a la infeccion con diferentes genotipos
de E. granulosus sensu lato, lo que podria tener una afinidad por diferentes 6rganos (Kern
et al.,, 2017). Actualmente, la mayor parte de los estudios de genotipificaciéon de QH
humanos no informan la localizacién anatémica de los quistes. En este trabajo de tesis se
realizd, por primera vez en la provincia de Neuquén, el andlisis de la distribucion de las
especies y genotipos de E. granulosus sensu lato en relacién a la localizacion de los QH
humanos de Neuquén (Tabla 18). Se observé que la mayor parte de los QH hepaticos
correspondian a E. granulosus sensu stricto G1y el 23,7% correspondian a E. canadensis G6.
Los cuatro QH producidos por E. granulosus sensu stricto G3 y el Unico quiste G7
presentaban localizacién hepatica. En un estudio bibliografico realizado por Cucher et al.

(2016) se determind que el higado es el 6rgano principalmente afectado por E. granulosus

171



Discusion

sensu stricto G1, seguido por E. canadensis G6 y G7, en concordancia con lo descripto en
este trabajo de tesis.

Cuando se analizaron las localizaciones anatémicas mas frecuentes para E.
granulosus sensu stricto G1 se observaron diferencias significativas entre la localizacion
hepatica y pulmonar, sugiriendo que este genotipo tendria una mayor afinidad por el
higado. El 60,4% de los quistes pulmonares correspondian a E. canadensis G6, presentando
diferencias significativas con el genotipo E. granulosus sensu stricto G1. Aunque se observo
que la mayoria de los quistes del genotipo G6 se encontraban en los pulmones, este
genotipo también infectd otros érganos como el higado, los rifiones, vértebras, el cerebro,
entre otros. La ubicacion de los quistes de E. canadensis G6 en humanos parece coincidir
con la observada en las cabras de Neuquén y en estudios previos que sugirieron un tropismo
de E. canadensis G6 por el pulmén (Bardonnet et al., 2002; Soriano et al., 2010). Este
resultado se contradice con lo descripto por Sadjjadi et al. (2013) En el presente trabajo de
tesis el unico QH de localizacion cerebral pertenecié al genotipo G6, coincidiendo con lo
descripto por Sadjjadi et al. (2013). Sin embargo, el resultado de este trabajo de tesis no es
suficiente para confirmar la hipotesis de Sadjjadi et al. (2013), quienes sugirieron que el
genotipo G6 parece tener una mayor afinidad por el cerebro humano. Ademas, se observé
con diferencias significativas que los QH del genotipo G6 se encontraban mayormente en
localizaciones extrahepaticas. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis sugieren
qgue E. canadensis G6 podria tener mas facilidad para evitar los primeros filtros naturales,
ya que suele aparecer en pulmones y localizaciones poco frecuentes.

Cabe destacar que no se pudo establecer una correlacidon entre la localizacion
anatémica de los QH v los distintos haplotipos cox1 de E. granulosus sensu lato descriptos
en este trabajo, debido que el nimero de aislamientos por haplotipo era bajo. Seria
interesante analizar mas secuencias completas del gen cox1 de E. granulosus sensu lato en

humanos para ver si existe relacion haplotipo/localizacion como la observada en ganado.

La mayoria de las infecciones primarias en humanos consisten en un Unico QH, sin

embargo, entre el 20,0% y 40,0% de los individuos presentan multiples quistes o multiples
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organos afectados (Moro et al., 2009). Esto coincide con los resultados descriptos en este
trabajo de tesis, donde el 23,8% de los pacientes presentaba mas de un quiste. El Unico
paciente que tenia una coinfeccion con G1 y G7 presentaba tres QH en el higado. Se
observd, con diferencias significativas, que el 37,5% de los pacientes infectados con el
genotipo G1 presentaban mas de un QH (con un maximo de 6 QH en un paciente), mientras
que el 12,0% de los pacientes infectados con el genotipo G6 presentaron hasta 2 QH (Figura
34). Estos resultados sugieren que el genotipo G1 estaria mas adaptado que G6 a la

infeccion en humanos.

El andlisis de la fertilidad de los QH humanos de Neuquén mostré que el 61,7% de
los quistes eran fértiles, y el 48,5% de los quistes fértiles eran viables. En la provincia de
Neuquén no se aplica un protocolo Unico de tratamiento antihelmintico de la EQ, ya que el
tratamiento va a depender de la presentacién clinica y las caracteristicas del QH en relacién
a: estado evolutivo, tamaio y localizacién. El tratamiento farmacoldégico administrado antes
de la cirugia puede esterilizar los QH, reduciendo o eliminando el riesgo que plantea el
derrame del contenido del quiste durante la cirugia (Belaid et al., 2001). A pesar de que el
51,2% de los pacientes analizados en este trabajo recibié tratamiento antihelmintico, la
fertilidad de los QH fue alta: el 64,3% de los quistes eran fértiles y el 40,7% de los QH fértiles
eran viables. Los estudios sobre fertilidad y viabilidad de QH en humanos son escasos. El
porcentaje de viabilidad obtenido en este trabajo de tesis es menor que el descripto por
Manterola et al. (2005) en Chile, en donde pacientes con QH hepaticos tratados durante
cuatro dias con ABZ antes de la cirugia, el tratamiento fue ineficaz ya que el 61,8% de los
QH eran viables. En Argelia y Tlinez se han descripto QH humanos con porcentajes de
fertilidad superiores (88,4% y 93,3% respectivamente) a los descriptos en el presente
trabajo de tesis; mientras que el porcentaje de viabilidad fue menor en Tunez (21,8%) y
mayor en Argelia (74,5%) (Lahmar et al., 2009; Zait et al., 2014). Sélo el estudio realizado
en Tunez menciond que de los 41 pacientes estudiados 4 recibieron tratamiento pre-

quirurgico. Los porcentajes de fertilidad y viabilidad altos de los QH aumentan el riesgo de
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hidatidosis secundaria, que es una de las complicaciones mds graves de la hidatidosis
después de la ruptura, fisura de los QH o maniobras realizadas durante el acto quirurgico.

Cuando se analizd la fertilidad y viabilidad de los quistes de acuerdo a la localizacién
se observo que las localizaciones mads frecuentes tenian el mismo porcentaje de fertilidad,
sin embargo los QH hepaticos fértiles presentaban una mayor viabilidad con respecto a los
pulmonares (Tabla 19). Estos resultados difieren con respecto a lo descripto en Argelia por
Zait et al. (2014), donde tanto la fertilidad como la viabilidad fueron similares en higado y
pulmodn. Los Unicos quistes de localizacidn cerebral, pancredtica y dsea (fémur) encontrados
en este trabajo de tesis fueron infértiles.

Los QH de localizacién hepatica y pulmonar, tanto de E. granulosus sensu stricto G1
y G3 como por E. canadensis G6, presentaron porcentajes altos de fertilidad (Tabla 20).
Lahmar et al. (2009) describieron una fertilidad de 93,3% en quistes hepaticos G1 de
humanos de Tunez; este valor es superior a lo descripto en este trabajo de tesis (71,7%). Sin
embargo, debe considerarse que solo el 9,75% (4/41) de los pacientes de Tunez habian
recibido tratamiento, lo cual podria afectar la fertilidad. Los genotipos G1, G3 y G6
parecerian estar bien adaptados al desarrollo de QH en humanos, debido a que producen
QH fértiles, a pesar de que los humanos sdélo se consideran “hospedadores sin salida”. Los
pacientes infectados con los genotipos G1, G3 y G6 presentaron QH con elevada fertilidad,

por lo tanto tienen un riesgo particularmente alto de echinococcosis secundaria.

Actualmente, en la provincia de Neuquén sélo existe un protocolo para el
tratamiento de QH hepaticos, sin tener en cuenta otras localizaciones anatémicas de los QH
(Ministerio de Salud Provincia de Neuquén, 2012). Por este motivo el tratamiento de QH
extrahepaticos es aleatorio y los tratamientos se realizan teniendo en cuenta la situacién
particular del paciente. Ademas, muchos pacientes llegan a los hospitales con
complicaciones y son operados inmediatamente sin realizar un tratamiento previo a la
operacion. Todas estas consideraciones dificultan el andlisis de la efectividad del
tratamiento en los pacientes con hidatidosis. Sin embargo, en este trabajo de tesis se

observd que en pacientes con tratamiento antihelmintico por mas de 20 dias antes de la
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cirugia con una dosis de ABZ de entre 10 mg/kg/dia no se encontraron quistes viables. Esto
podria ser tenido en cuenta en las revisiones de las guias clinicas de tratamiento de Ila
hidatidosis, ya que permitiria la realizacion de cirugias mas seguras, disminuyendo el riesgo

de infeccion secundaria (Tabla 21).

Teniendo en cuenta que se consideran pequefos aquellos QH con un didmetro
menor a 5,0 cm, el tamafio promedio de los QH analizados en este trabajo fue mediano
independientemente del genotipo y la localizacién. EI promedio y rango de los QH
obtenidos en este estudio coinciden con los obtenidos por Fica et al. (2012), quienes
analizaron pacientes de Santiago de Chile y obtuvieron un tamano promedio de quistes
Unicos de 7,7 cm y un rango de 3,0-20,0 cm. Este tamafio promedio mediano de los QH
puede deberse al hecho de que los pacientes consultaron por los sintomas de la
enfermedad en los centros de salud de manera tardia. El tamafio promedio de los QH
hepaticos y pulmonares analizados en este estudio fue similar (Tabla 22). Sin embargo,
existe evidencia de que los quistes hepaticos crecen de manera mas lenta que los quistes
pulmonares. El tejido pulmonar es elastico y ofrece escasa resistencia al crecimiento del
parasito dando lugar al crecimiento del quiste, incluso hasta ocupar todo el hemitdrax,
causando sintomas severos en menor tiempo que los QH hepaticos (Aribas et al., 2002). En
cambio, el tejido hepatico es relativamente denso y ofrece mayor resistencia, por lo tanto
los QH hepaticos crecen mas lentamente y pueden permanecer pequefios y asintomaticos
durante afios (Larrieu & Frider, 2001; Kern et al., 2017). El tamafio similar de QH hepaticos
y pulmonares obtenido en este trabajo de tesis podria ser debido a que en general ambos
tipos de QH fueron operados cuando los QH tenian un tamafo mayor a 5,0 cm provocando
sintomas en el paciente.

La velocidad de crecimiento de los QH depende del curso natural de la infeccion por
el pardsito y estad condicionado por el érgano, tipo de tejido afectado y el genotipo del QH.
Se ha descripto que las caracteristicas genotipicas de E. granulosus sensu lato pueden
conducir a una variabilidad importante de la enfermedad, en particular con respecto a la

velocidad de crecimiento del QH (Siracusano et al., 2012b). Sin embargo, existen pocos
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estudios donde se evalle el tamafio del quiste en relacidn con el genotipo. Soriano (2011)
evalud la velocidad de crecimiento de QH pulmonares G6 en cabras y determind que el
didametro promedio fue de 3,98 cm y la velocidad de crecimiento fue 0,71 cm/afio, resultado
similar a lo descripto por Guarnera et al. (2004). Pierangeli (2013) demostré en ganado que
los QH de E. canadensis G6 crecian mas rapido que los QH de E. granulosus sensu stricto
G1. Guarnera et al. (2004) describieron que el diametro promedio de los quistes hepaticos
y pulmonares G1 en humanos fue de 10 cm y 12 cm, respectivamente, mientras que para
los quistes hepaticos y pulmonares G6 fue de 18 cm y 5,7 cm, respectivamente. A excepcién
del didmetro de los QH pulmonares G6, el resto de los didmetros promedios fueron
superiores a los descriptos en este trabajo de tesis (Tabla 23). Esta diferencia puede ser
debida a que el nUmero de muestras analizadas en ese estudio fue menor al de este trabajo
de tesis.

El papel de E. canadensis G7 como agente causante de la EQ en humanos
generalmente se subestima. Schneider et al. (2010) sugirieron que las razones de esta
subestimacién podrian ser que los quistes G7 tienden a ser pequefos, localizados en el
higado y pueden ser asintomaticos durante afos o probablemente nunca detectados. El
resultado de este trabajo de tesis parece estar de acuerdo con esa sugerencia, ya que la
Unica deteccidn de quiste de E. canadensis G7 se localizd en el higado, y el diametro del

quiste era 0,5 cm.

Hasta el momento no se han realizado estudios donde se evalue el crecimiento de
QH de acuerdo a la localizacién y genotipo de los quistes y a la edad del paciente. En este
trabajo de tesis se evalud el crecimiento de los QH hepaticos y pulmonares de acuerdo al
genotipo, se analizd la variacion del didmetro mayor de todos los QH hepaticos vy
pulmonares de genotipo G1y G6, en funcién del grupo etario de los pacientes (Figuras 36y
37). Se demostrd que el didmetro mayor aumenté en forma lineal para las localizaciones
hepatica y pulmonar de genotipo G1. El didmetro mayor de los QH G6, tanto para la
localizacion hepatica como pulmonar, presentd una correlacién lineal moderada. Seria

necesario realizar mas estudios para determinar si este resultado de grandes variaciones en
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el didmetro es debido a la infeccidon por E. canadensis G6 o algun otro factor, como la
respuesta inmune del hospedador. Muchos estudios inmunolégicos han demostrado que el
desarrollo de QH resulta del equilibrio entre la respuesta inmunolégica del huésped
(respuestas humorales y celulares) y las diversas estrategias desarrolladas por los parasitos

para defenderse contra los ataques inmunes del huésped (Siracusano et al., 2012a).

El andlisis de los QH hepaticos de acuerdo a la clasificacion de OMS brinda
informacién sobre el riesgo clinico relacionado con la evolucidn del parasito. Cabe recordar
gue en este trabajo de tesis no se incluyeron pacientes con QH CE5, ya que a estos pacientes
no se les realiza tratamiento quirurgico sino que se observa la evolucidn del QH en el tiempo
(watch and wait) (Ministerio de Salud Provincia de Neuquén, 2012). Los QH activos CE1 y
CE2 constituyeron el 42,6% de todos los casos (Tabla 24). El 35,2% de los QH se clasificaron
como transicionales, que a pesar de que se consideran QH que estan comenzando a
degenerarse, se ha demostrado que generalmente son viables (Hosch et al., 2008). Esta
informacién sugiere la importancia del diagndstico precoz de EQ debido al hecho de que la
mayoria de los QH se encuentran en estadios viables.

Cuando se evalué la relacion entre el genotipo y el estadio segun OMS de los QH
hepaticos se observd, con diferencias significativas, que la mayoria de los QH de E.
granulosus sensu stricto G1 eran activos y transicionales mientras que la mayoria de los QH
de E. canadensis G6 eran inactivos (Tabla 25). Esto podria deberse a que existe una mayor
adaptacion por parte de E. granulosus sensu stricto G1 a la infeccidon en humanos. Ademas,
como se describié anteriormente en este trabajo de tesis, existe una asociacién significativa
entre E. canadensis G6 y la localizacidon pulmonar, por lo tanto se sugiere que aquellos QH
producidos por E. canadensis G6 tenderian a estar inactivos cuando se localizan en el
higado. Sin embargo, estos resultados se contradicen con lo descripto por Guarnera et al.
(2004), quienes encontraron en 36 pacientes mayor cantidad de QH activos y transicionales
tanto para los QH G1 como para los QH G6. Por lo tanto, seria importante realizar mas
estudios donde se relacione el genotipo y el estadio segin OMS de lo QH hepaticos y asi

determinar si existe alguna relacion entre estas variables.
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Con el objetivo de determinar el patrén de evolucidon de los QH, se establecié el
crecimiento anual de quistes en los genotipos identificados en Neuquén. Este analisis se
llevé a cabo suponiendo que la infeccidn ocurrié a los 3 afios, cuando los niflos gatean,
juegan en el suelo y estan mas en contacto con los perros (Pawlowski, 1997; Guarnera et
al., 2004). Considerando la fecha estimada de infeccidn y la edad promedio en afios de
personas con quistes de cada tipo (Tabla 26), el tiempo promedio de infeccion debe ser de
15 afios para CE1, 3 para CE2, 18 para CE3 y 6 para CE4. La suma de los tiempos de infeccidon
para los diferentes estadios segun OMS sugiere que el quiste podria terminar su desarrollo
en CE4 o CE5 después de 42 o mas afios de evolucidn. Estos resultados difieren con lo
descripto por Guarnera et al. (2004) quienes realizaron el mismo analisis en QH de genotipo
G1, G2, G5 y G6 de Argentina, pero el tiempo promedio de infeccién era de 19 afios para
CE1, 13 para CE2, 10 para CE3 y 19 para CEA4. Estas diferencias pueden ser debidas al nUmero
de muestras analizadas o bien al genotipo de los quistes analizados, ya que en este trabajo
de tesis se analizaron los estadios de QH G1, G3 y G6. Seria importante realizar estudios con
mayor cantidad de muestras para cada estadio y genotipo y de esta manera poder

determinar de manera mas precisa el patrén de evolucién de los QH.

Tipicamente, los QH no producen sintomas clinicos hasta que hayan alcanzado un
tamanfio particular. Pawlowski (1997) considerd que quistes de mds de 5,0 cm dan sintomas
en adultos, sin embargo en nifios los sintomas pueden aparecer antes de que el QH alcance
los 5,0 cm. La diversidad de manifestaciones clinicas, asociadas a la ruptura de un quiste,
estd relacionada con la localizacidn anatdmica del QH, su tamafio y liberacién de material
antigénico responsable de las reacciones de hipersensibilidad sistémica (Kern et al., 2017).
La mayor parte de los pacientes presentaba sintomatologia, incluso aquellos pacientes con
QH menores o iguales a 50 cm que debieron ser operados porque presentaban
complicaciones. Paraddjicamente, la mayoria de los pacientes pedidtricos, tanto
sintomaticos como asintomaticos, presentaron QH mayores a 5,0 cm. Sdlo tres pacientes
pediatricos sintomaticos presentaron QH menores a 5,0 cm. El dolor abdominal fue el

sintoma mas comunmente reportado para EQ hepatica y la tos fue el sintoma mas
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comunmente reportado para EQ pulmonar (Tabla 27). Estos resultados coinciden con lo
descripto en la revisién de la literatura sobre EQ a nivel mundial por Budke et al. (2013).
En general, las manifestaciones clinicas asociadas con los quistes hepdticos son
diversas, y los pacientes presentan dolor abdominal, dispepsia, fiebre o manifestaciones
alérgicas, incluida erupcion cutanea. Sin embargo, el uUnico paciente con cuatro QH
hepaticos G3 presentd sintomas no abdominales, como tos y dolor tordcico. Esto puede ser
debido a que los QH podrian haberse localizado en la parte superior del higado y el gran
tamafio de los QH, fundamentalmente de uno de los quistes de aproximadamente 20 cm,
podrian haber realizado presidn sobre la parte baja de los pulmones generando los sintomas
mencionados anteriormente. Otra posibilidad, menos probable, seria que los sintomas
fueron dados por el genotipo G3 del QH. No obstante, el analisis de pacientes con EQ
realizado en este trabajo de tesis sugiere que no existe relacién entre la sintomatologia y
los genotipos de E. granulosus sensu lato encontrados en pacientes de Neuquén. Este
resultado coincide con los hallazgos en pacientes de Argentina obtenidos por Guarnera et

al. (2004).
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5.3. ESTUDIO 3: Aspectos inmunoldgicos de la infeccion por Echinococcus granulosus
sensu lato en humanos

El diagndstico de la EQ se basa principalmente en la epidemiologia y en los estudios
por imagenes. Sin embargo, las imagenes no detectan en muchos casos los estadios
tempranos de la enfermedad. La serologia es Util como complemento del diagndstico por
imagenes, especialmente en pacientes asintomaticos, en el seguimiento post tratamiento
y en catastros poblacionales para la deteccién de casos asintomaticos (Carmena et al.,
2007). No obstante, el desempeiio de las herramientas serodiagndsticas actuales basadas
en la deteccidén de anticuerpos contra antigenos de E. granulosus sensu lato esta lejos de
ser Optima, debido a que presentan resultados dispares con especificidad, sensibilidad y
estandarizacion de las pruebas poco satisfactorias (Siles-Lucas et al., 2017a).

Para el diagndstico inmunoldgico de la EQ humana en la provincia de Neuquén hasta
el afio 2000 se utilizaron HAl y Doble Difusién Arco 5 con resultados poco satisfactorios, por
lo cual, en la actualidad el inmunodiagndstico no esta incluido en las normas provinciales
de diagndstico de la hidatidosis humana (Ministerio de Salud Provincia de Neuquén, 2012).
En los ultimos 20 anos ha habido mejoras significativas en el diagndstico seroldgico de
echinococosis, sin embargo no se han realizado estudios en pacientes de Neuquén. Por este
motivo, en este trabajo de tesis se evalué por primera vez en la provincia de Neuquén la
sensibilidad de tres tests seroldgicos comerciales: HAI, ELISA IgG y TIR.

En este estudio TIR fue la prueba seroldgica que presentd mayor sensibilidad,
seguida de ELISA IgG, sin diferencias significativas entre ellas. Tanto TIR como ELISA IgG
resultaron mejores que HAI, con diferencias estadisticamente significativas, la cual presentd
la sensibilidad mas baja. Estos resultados coinciden con la literatura, donde se reporta una
mejor sensibilidad general para las pruebas de lectura indirecta basadas en los antigenos 5
y B de E. granulosus sensu lato (Tamarozzi et al., 2016). La prueba de HAI es una técnica
inmunoldgica de lectura directa que utiliza LH para la deteccidn de anticuerpos especificos

de EQ vy presenta una serie de inconvenientes, que incluyen baja sensibilidad y un pobre
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valor prondstico para el seguimiento debido a la persistencia duradera de los anticuerpos

contra el LH (Manzano-Roman et al., 2015).

Para la evaluacion de la respuesta inmune en relacién a distintas variables, se
analizaron los resultados de los tests de ELISA 1gG y/o TIR realizados a los sueros de los
pacientes, ya que fueron los test serolégicos que presentaron mejor sensibilidad y no
presentaron diferencias significativas entre ellos. La sensibilidad de ELISA 1gG y/o TIR fue
diferente a la sensibilidad obtenida en otros estudios, siendo en algunos casos mayor y en
otros menor a la sensibilidad obtenida en este estudio (Tamer et al., 2015; Tamarozzi et al.,
2016, 2017; Ertug et al., 2018; Vola et al., 2018; Zait & Hamrioui, 2019). Los diferentes
desempeiios en estas pruebas seroldgicas pueden ser explicados por distintas variables
relacionadas a la técnica (tipo de prueba, calidad y pureza del antigeno, adecuadas
concentraciones de los reactivos utilizados), variables bioldgicas del QH (localizacién
anatdmica, tamafo, estadio, cantidad) y variabilidades individuales de los pacientes en la
respuesta inmune. (Siles-Lucas et al., 2017a; Herndndez-Gonzalez et al., 2018). La mayor
parte de los estudios analizan el rendimiento de las pruebas serolégicas teniendo en cuenta
variables como la localizacién anatdmica y en el caso de los quistes hepaticos el estadio
segln OMS. En este estudio se evalud por primera vez en América la respuesta inmune de
los pacientes en funcidn de un conjunto de variables que incluye: genotipo, localizacidn,

estadio seglin OMS, tamafio del QH, nimero de QH por pacientes y grupo etario.

Entre las expresiones fenotipicas de las diferencias genotipicas de E. granulosus
sensu lato descriptas hasta el momento se incluye una importante variabilidad antigénica,
lo cual podria impactar en la respuesta inmune que genera en el hospedador vy, por ende,
afectar los resultados de las pruebas serolégicas (Siles-Lucas et al., 2017a; Hernandez-
Gonzdlez et al., 2018). Ito et al. (2014) evaluaron la sensibilidad de un test de ELISA de
acuerdo al genotipo de quistes hepaticos de 43 pacientes, que utiliza el antigeno
recombinante B8/1 (rAgB) producido a partir de E. multilocularis (rEmAgB), y determinaron

que el 90,0% de los pacientes con QH hepaticos de E. granulosus sensu stricto G1y el 65,0%
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de los pacientes con QH de E. canadensis G6/G7 fueron positivos. En este trabajo de tesis,
se analizd el porcentaje de positividad de los tests ELISA IgG y/o TIR en funcidon del genotipo
del QH en varias localizaciones anatdmicas y se observé un porcentaje similar tanto para
los pacientes con QH de E. granulosus sensu stricto G1 como para los pacientes con QH de
E. canadensis G6 (Tabla 28). El porcentaje de positividad de la serologia de los pacientes
infectados con E. granulosus sensu stricto G1 analizados en este trabajo de tesis
presentaron una sensibilidad similar a los resultados obtenidos por Ito et al. (2014), sin
embargo para los pacientes infectados con E. canadensis G6 de Neuquén el porcentaje de
positividad fue mayor que los del estudio mencionado. Estas diferencias pueden ser
explicadas por el origen de la fuente antigénica utilizada en los tests seroldgicos. Los
antigenos del LH y sus fracciones nativas purificadas son heterogéneos y contienen mayor
cantidad de epitopes que los antigenos recombinantes, por lo cual estos ultimos suelen ser
mas especificos aunque presentan menor sensibilidad (Lorenzo et al., 2005; Siles-Lucas et
al., 2017a; Hernandez-Gonzalez et al., 2018). Es posible que el antigeno recombinante
utilizado por Ito et al. (2014) no haya podido detectar los anticuerpos de los pacientes
infectado con G6, mientras que si lo pudieron detectar los antigenos del LH presentes en

los tests seroldgicos utilizados en este trabajo de tesis.

La localizacion anatdmica del quiste podria influir en la respuesta inmune del
hospedador ya que el estimulo antigénico podria diferir segin el 6rgano de implantacion.
El andlisis del porcentaje de positividad de los test serolédgicos en funciéon de la localizacién
anatédmica mostré que el 81,4% de los pacientes con QH hepaticos y el 85,4% de los
pacientes con QH pulmonares fueron positivos para EQ (Tabla 29). Un hecho que se muestra
claramente desde las aplicaciones iniciales de la serologia al diagndstico de hidatidosis es
gue los quistes pulmonares generalmente producen solo una leve respuesta seroldgica
debido a la mala calidad del antigeno pulmonar. Otras localizaciones anatémicas, como la
hepatica, suelen presentar una mejor respuesta serolédgica (Zarzosa et al., 1999; Zait &

Hamrioui, 2019). Sin embargo, en este trabajo de tesis no se observaron diferencias
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significativas entre el porcentaje de positividad de los pacientes con QH de localizaciéon
hepatica y pulmonar.

Cabe destacar que, si bien fueron pocos casos, el porcentaje de positividad de los
tests seroldgicos fue del 100,0% en pacientes que presentaban localizaciones anatdmicas
poco frecuentes, como QH 6éseos, extrapleural y retroperitoneal. En zonas rurales de la
provincia de Neuquén, donde la EQ es mas frecuente y los sistemas de salud son basicos
y/o de dificil acceso, la disponibilidad de TIR seria muy util para ayudar en el diagndstico
diferencial durante los catastros ecograficos y para la deteccidn de EQ en pacientes con QH

en localizaciones anatémicas poco frecuentes.

El andlisis del porcentaje de positividad del test seroldgico de acuerdo al estadio de
los QH hepaticos mostré diferencias significativas entre los QH activos e inactivos (Tabla
30). En concordancia con otros estudios, el porcentaje de positividad de la serologia
analizada en este trabajo de tesis fue estadisticamente significativo bajo en el diagndstico
de QH inactivos CE4 (Tamarozzi et al., 2016, 2017; Herndndez-Gonzalez et al., 2018; Vola et
al., 2018). Estos resultados confirman las limitaciones de la serologia en el diagndstico de la
EQ y en la utilidad del diagnéstico diferencial de quistes CE4 y CE5 de otras lesiones
hepaticas. Existen pruebas de que los pacientes con EQ tienen perfiles seroldgicos comunes
y especificos de cada estadio (Mariconti et al., 2014; Ahn et al., 2015). Ahn et al. (2015)
demostraron que el antigeno 5 parece ser inmunoreactivo en todos los estadios, a
diferencia del antigeno B, cuyas proteoformas revelaron una captura de anticuerpos

reducida en las etapas CE1, CE4 y CES5.

El porcentaje de positividad de los tests serolégicos para el diagndstico de la EQ
también depende del tamafio del QH. En este estudio se observd que el porcentaje de
positividad de la serologia de pacientes con QH de tamafio grande era bajo y presentaba
diferencias significativas con aquellos pacientes con QH de tamafio mediano (Tabla 31). Sin
embargo, este analisis incluyd pacientes con QH de distintas localizaciones anatdmicas, de

tal manera que el resultado de la serologia puede estar influenciado tanto por el tamafo
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como por la localizacién anatédmica del QH. Al analizar el porcentaje de positividad de la
serologia solo de aquellos pacientes con QH hepaticos se observé que el porcentaje de
positividad era del 50,0% para los QH con tamafo pequeio y presentaba diferencias
significativas con los QH de tamafio mediano (Tabla 32). Desde el punto de vista bioldgico,
el aumento de la masa antigénica expuesta al sistema inmunitario del hospedador debido
a la pérdida de integridad de la pared del quiste (ya sea espontaneamente o como resultado
de la terapia) y el aumento de la masa antigénica cuando hay QH grandes podrian explicar

la mayor respuesta inmunolégica del paciente (Lissandrin et al., 2016).

Otra variable que puede afectar el desempeiio de las pruebas seroldgicas es el
numero de QH por paciente, ya que la concentracién de anticuerpos aumenta cuando hay
multiples QH (Lissandrin et al., 2016) (Tabla 34). En concordancia con otros estudios, el
porcentaje de positividad de la serologia en pacientes con mas de cuatro QH fue mayor que
en aquellos pacientes con menos de tres quistes (Zait et al., 2019). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de positividad de la serologia de
aquellos pacientes que presentaban 1, 2 o mas de 3 QH. Seria necesario realizar mas
estudios que evaluen el porcentaje de positividad de los test serolégicos fundamentalmente

en pacientes que presenten mas de tres QH.

En conclusidn, en este trabajo de tesis se demostré que tanto la prueba de ELISA IgG
como TIR funcionan bien en la deteccién de anticuerpos contra E. granulosus sensu lato en
muestras de suero humano. Sin embargo, TIR tiene algunas ventajas respecto a ELISA IgG,
como su resolucion en poco tiempo, no se requiere de personal especializado, es facil de
interpretar los resultados, generalmente es mas econémico y no requieren refrigeraciéon
para ser transportados o almacenados (Siles-Lucas et al., 2017a). Seria importante evaluar
en el futuro la especificidad y la reactividad cruzada en presencia de otras infecciones
helminticas presentes en la provincia y la inclusién de muestras de pacientes con afecciones
no parasitarias que podrian intervenir con el rendimiento de las pruebas seroldgicas. En

base a los resultados obtenidos se sugiere el uso de esta prueba de diagndstico rapido para
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apoyar el diagndstico clinico en combinacion con la ecografia y para fines de deteccién en

regiones donde la EQ es endémica, como el norte de la provincia de Neuquén.

En el presente trabajo de tesis se analizd el perfil proteico de los LH provenientes de
caprinos, ovinos, bovinos, porcinos de Neuquén con el objeto de evaluar las posibles
diferencias entre Hl y genotipos. Ademas, se evalud por primera vez en Argentina el perfil
proteico del LH de origen humano. Teniendo en cuenta que el LH se utiliza como fuente
antigénica en el diagndstico seroldgico de EQ, las variaciones en su composicién podrian
influir en la sensibilidad y especificidad, y en consecuencia, en el resultado de las pruebas
seroldgicas.

Se ha demostrado que los genotipos del parasito E. granulosus sensu lato difieren
entre si en uno o mas aspectos, ya sea morfoldgicos, bioldgicos, o en caracteristicas del ciclo
biolégico (Thompson, 2017). Estas diferencias pueden influir en la antigenicidad, la
velocidad de desarrollo, la patogenicidad y la sensibilidad del parasito a las drogas
antihelminticas (Thompson & McManus, 2001; 2002). Actualmente, se reconoce que esta
variabilidad tiene consecuencias importantes en el desarrollo de reactivos para diagndstico,
vacunas y drogas antihelminticas que impactan en la epidemiologia y control de la EQ (Siles-
Lucas et al., 2017a).

Las proteinas de excrecion-secrecidn y aquellas expresadas en la superficie de las
capas del QH intervienen en las estrategias para que el parasito pueda desarrollarse en el
microambiente del hospedador y para defenderse de los ataques del sistema inmune. Estas
proteinas estan en estrecho contacto con el hospedador, por lo que son de eleccion para
ser utilizadas como fuente de antigenos en el desarrollo de pruebas de diagndstico, y como
blanco de vacunas y nuevas drogas antihelminticas (Rosenzvit et al., 2006; Kesik et al.,
2019).

En el presente trabajo, la variacién de las proteinas de E. granulosus sensu lato
presentes en el LH se determiné mediante la separacion electroforética en geles de SDS-
PAGE, y se evalud su relacidn con el HI u hospedador sin salida y con caracteristicas del QH

(genotipo, localizacién anatémica vy fertilidad). Se observaron diferencias en la cantidad y
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en el PM de las bandas entre los LH provenientes de distintos HI y humanos, genotipos,
localizaciones y fertilidad de los QH (Tabla 36).

Las diferencias en el perfil proteico entre LH de un mismo genotipo y fertilidad, pero
obtenido de diferentes hospedadores, como por ejemplo, entre QH pulmonares fértiles de
E. canadensis G6 de caprinos y de humanos, podrian explicarse por la presencia de distintas
proteinas del hospedador en el LH. En el caso de los LH de ovinos, caprinos y humanos G1,
todos procedieron de QH fértiles, por lo que la presencia de proteinas de excrecion-
secrecién de los PSC en el LH podria ser responsable de las diferencias observadas con los
LH obtenidos de QH G1 infértiles de bovinos.

El fraccionamiento de las proteinas del LH por SDS-PAGE ha sido poco estudiado y
las evaluaciones fueron realizadas fundamentalmente en ovinos y, en menor medida, en
bovinos, bufalos, caballos, caprinos y camellos. En casi todos los casos, el andlisis se realizd
teniendo en cuenta el HI involucrado, pero sin la determinacion del genotipo del QH por
métodos moleculares, ni la localizacion y fertilidad de los QH (Gottstein et al., 1987; Kanwar
et al.,, 1992; Shambesh et al., 1995; loppolo et al., 1996; Burgu et al., 2000; Irabuena et al.,
2000; Carmena et al., 2004; Maity et al., 2007; Taherkhani et al., 2007; Khosravi et al., 2012).
En este trabajo de tesis se evalud por primera vez en el mundo el perfil proteico de LH de
origen humano teniendo en cuenta la localizacidn, fertilidad y genotipo del QH.

Pierangeli (2013) realizé un estudio comparativo del perfil proteico de LH obtenidos
de caprinos, ovinos, bovinos y porcinos de la provincia de Neuquén y mostro diferencias en
las bandas segun el HI, especificando el genotipo del QH. Se encontraron algunas diferencias
entre el trabajo reportado por Pierangeli (2013) y este trabajo de tesis. Los LH de origen
ovino analizados en este trabajo de tesis, correspondian a E. granulosus sensu stricto G1 de
localizacion hepdtica y mostraron sélo 10 bandas, entre 8 y 199 kDa, siendo la principal la
correspondiente a 65 KDa (Figura 38). Este resultado difiere del estudio realizado por
Pierangeli (2013) quien describié 18 bandas en QH fértiles y 10 bandas en QH infértiles.
Ademas, identificd 12 bandas principales con pesos moleculares de 8, 16, 21-25, 30, 37, 43,

55, 67,72, 86, 137 y 159 kDa en el andlisis de SDS-PAGE, coincidiendo sélo la banda de 67
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kDa con la banda principal encontrada en este trabajo de tesis. Esta misma banda principal
fue encontrada en un estudio donde se analizé LH de ovejas de Turquia infectadas con E.
granulosus sensu stricto G1, sin embargo no brindan informacién acerca de la fertilidad del
QH (Kesik et al., 2019).

Algunas de las principales bandas observadas en el presente trabajo en el LH de
caprinos G6 fértiles, correspondientes a 11 y 58, concuerdan con los hallazgos en QH de
caprinos G6 fértiles de Neuquén (Pierangeli, 2013).

En el perfil proteico del LH de origen porcino de genotipo G7 fértil se observaron 21
bandas en un rango de 8 a 312 kDa. Los PM de las principales fracciones fueron de 8§, 11,
24,53, 63, 84, 96, 106, 151 y 198 kDa, siendo las bandas de 8, 24 y 54 coincidentes con las
bandas principales encontradas previamente en cerdos con QH G7 fértiles de Neuquén
(Pierangeli, 2013).

En los LH de origen bovino genotipo G1 infértiles se observaron sélo 10 bandas con
una sola banda principal de 63 kDa. Esta banda coincide con una de las principales
fracciones descriptas previamente en bovinos con QH G1 infértiles de Neuquén (Pierangeli,
2013).

Las diferencias en el perfil proteico entre LH de un mismo Hl, fertilidad y genotipo
podria ser debido a que los QH podrian pertenecer a distintos haplotipos. Por lo tanto, seria
necesario realizar mas estudios para determinar el haplotipo de estos QH mediante Ila
secuenciacion completa del gen cox1 y asi establecer si las diferencias son debidas a la
variabilidad genética del parasito.

El perfil proteico del LH de humanos de genotipo G1 fértiles presentd 22 bandas
tanto para los QH de localizacién hepatica como pulmonar. Ademas, estos perfiles proteicos
coincidian en algunas bandas principales como las bandas de 8, 54 y 64 kDa. Al analizar el
perfil proteico del LH de humanos de genotipo G6 fértiles se observé menor cantidad de
bandas que los LH de genotipo G1, con 15 bandas los QH de localizacién pulmonar y 14
bandas los QH hepaticos. Esta diferencia en la cantidad de bandas podria ser explicada

porque los QH pertenecen a distintas especies/genotipos de E. granulosus sensu lato. La
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variabilidad de estas especies/genotipo se observaria en las principales proteinas
antigénicas del parasito, incluyendo los antigenos Ag5 y AgB, asi como otras proteinas
inmunomoduladoras, incluyendo enzimas proteoliticas y antioxidantes que se encuentran
en el LH (Siles-Lucas et al., 2017b). Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis no se
pudieron comparar con otros estudios porque no existe hasta el momento otras
publicaciones sobre el perfil proteico de LH de origen humano segun la localizacién,

fertilidad y genotipo del QH.

La caracterizacién antigénica de E. granulosus sensu lato es fundamental para la
comprension de los aspectos inmunoldgicos de la EQ (D’Amelio et al., 1985). Los primeros
trabajos sobre los antigenos de los distintos estadios del pardsito describian la presencia de
al menos 10 proteinas antigénicas en el LH, y hacian especial hincapié en dos de ellas, los
antigenos 4 (ahora AgB) y 5, para ser aplicados al diagndstico inmunoldgico de EQ (Musiani
et al., 1978). El diagndstico de EQ estd basado fundamentalmente en estudios por
imagenes, pero éstos no detectan los estadios tempranos de la enfermedad (Kern et al.,
2017). La aplicacién del diagndstico inmunolégico en humanos, especialmente en la fase
asintomatica de la hidatidosis, podria brindar a los pacientes la oportunidad del tratamiento
farmacoldgico temprano y mejorar el seguimiento clinico. Las pruebas serolégicas pueden
aplicarse a gran escala, aun en comunidades alejadas de centros de complejidad.
Actualmente, el LH es la principal fuente antigénica utilizada en las pruebas serolégicas para
el diagndsticos de hidatidosis humana, con valores de sensibilidad adecuados, pero su
especificidad estd afectada por la reactividad cruzada con un amplio nimero de otras
enfermedades parasitarias y no parasitarias (Zhang & McManus, 2006; Siles-Lucas et al.,
2017a).

La caracterizacion de los antigenos de E. granulosus sensu lato presentes en el LH ha
sido estudiada fundamentalmente en ovinos, y solo algunos trabajos se realizaron en QH
de bovinos, camellos, caballos, humanos, caprinos o porcinos. Sin embargo, en esos
estudios la evaluacién de la composicidn antigénica fue realizada teniendo en cuenta el HI

y, en algunos trabajos, la localizacion de los QH, pero sin considerar el genotipo
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determinado por técnicas de biologia molecular (Pozzuoli et al., 1975; Gottstein et al., 1987,
Shambesh et al., 1995; Irabuena et al., 2000; Mamuti et al., 2002; Rafiei & Craig, 2002;
Carmena et al.,, 2004, 2005; De la Rue et al., 2010; Khosravi et al., 2012; Hadipour et al.,
2016). Sdélo dos estudios analizaron la composicion antigénica teniendo en cuenta el Hl, la
localizacion y genotipo de los QH (Pierangeli, 2013; Kesik et al., 2019).

La deteccién de anticuerpos especificos en suero de pacientes es la técnica de
eleccidon para el inmunodiagndstico de la EQ. La deteccién de anticuerpos se realiza
generalmente aplicando la técnica ELISA (Zhang et al., 2012). Otra técnica que se emplea
en los laboratorios de diagndstico es el IB, aunque generalmente como técnica
confirmatoria (Delunardo et al., 2010). En la mayoria de los casos, tanto el ELISA como el IB
contienen antigenos nativos, generalmente el LH completo o algunas fracciones
semipurificadas del mismo enriquecidas en Ag5 o en AgB.

El LH es la principal fuente antigénica en las pruebas seroldgicas para la deteccion
de anticuerpos en pacientes afectados por EQ y debe recolectarse de quistes en animales o
pacientes infectados naturalmente. En este sentido, la composicion del LH depende en gran
medida de su origen, principalmente debido a la variabilidad entre los fenotipos del parasito
gue infectan a diferentes hospedadores y entre las diferentes etapas de desarrollo del QH
(Azizetal., 2011; Ahn et al., 2015). La caracterizacion antigénica del LH de distintos origenes
podria aportar conocimientos acerca de la relacién hospedador—pardsito, que podrian
aplicarse al diagnéstico inmunoldgico de EQ.

Con el objetivo de mejorar la sensibilidad y especificidad de la pruebas seroldgicas
se comenzaron a evaluar antigenos purificados del LH, péptidos sintéticos y proteinas
recombinantes. Algunos antigenos recombinantes han demostrado un mejor rendimiento
que el LH para diferenciar la EQ de otras patologias por serologia y para el seguimiento de
pacientes en tratamiento, incluidas varias isoformas del AgB (por ejemplo el AgB1, B2, B3y
B4) y el Ag5, entre otros (Siles-Lucas et al., 2017a; Hernandez-Gonzdlez et al., 2018). Tanto
el AgB como el Ag5 se expresan en todos los estadios del ciclo de vida del parasito. Las

isoformas del AgB, codificadas por una familia multigénica que tiene al menos cinco
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subunidades de loci genéticos, se expresan de forma variable en los distintos genotipos de
E. granulosus sensu lato, en los distintos estadios del ciclo de vida y estadios del quiste; por
lo tanto, la expresion variable de las isoformas del AgB puede afectar el rendimiento de las
pruebas diagndsticas (Monteiro et al., 2012; Ahn et al., 2015).

En la interpretacién de los resultados de las pruebas inmunodiagnédsticas debe
considerarse también que la respuesta humoral y celular en humanos con hidatidosis varia
entre individuos. Esta variabilidad podria atribuirse a la diversidad en los genes humanos
del complejo mayor de histocompatibilidad que participan en la presentacién antigénica y
a los diferentes genotipos del parasito, lo que podria influir también en la evolucidon de la

enfermedad (Dreweck et al., 1997).

En el presente trabajo se evalud la composicién antigénica del LH proveniente de HI
(caprinos, ovinos, porcinos y bovinos) que participan en ciclos simultdneos de E. granulosus
sensu lato en la provincia de Neuquén. Ademas, se analizd por primera vez la composicién
antigénica de LH proveniente de humanos con EQ de la provincia de Neuquén. Los factores,
como la localizacién, fertilidad y genotipo del QH, que podrian afectar a los antigenos
presentes en cada HI fueron considerados. Hasta el momento, todos los estudios sobre
caracterizacidon antigénica obtuvieron el perfil antigénico mediante IB enfrentando las
bandas de proteinas del LH con pooles de sueros humanos con hidatidosis confirmada
(Carmena et al., 2005; Pierangeli, 2013; Hadipour et al., 2016). Sin embargo, E. granulosus
sensu lato comprende varios genotipos que potencialmente expresan diferentes conjuntos
antigénicos y por lo tanto podrian generan respuestas inmunolégicas variables. Esto puede
conducir a un rendimiento diagndstico diferente de un LH especifico (Manzano-Roman et

al., 2015).

En este trabajo de tesis se evalud, por primera vez en el mundo, la composicion
antigénica del LH proveniente de QH de distintos HI y humanos enfrentando las bandas de
proteinas del LH con sueros de pacientes con hidatidosis confirmada, teniendo en cuenta el

genotipo del QH con el cual estaban infectados estos pacientes. Para el grupo control, los
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LH se enfrentaron a sueros de pacientes sanos. Estos sueros no reconocieron ninguna banda
al enfrentarlos a los distintos LH de los distintos hospedadores analizados, en coincidencia
con lo descripto por otros autores (Pierangeli, 2013; Hadipour et al., 2016). Los sueros de
humanos infectados con los genotipos G1, G3, G6 o G1-G7 reconocieron antigenos en los
LH de todos los hospedadores analizados, aunque con diferencias considerables entre siy
segln el origen y genotipo del LH (Figura 39).

La evaluacion de la respuesta inmune mediante IB mostrd que el suero de pacientes
infectados con E. granulosus sensu stricto G1 reconocié mayor cantidad de antigenos en los
LH proveniente de humanos que presentaban QH de E. granulosus sensu stricto G1, tanto
de localizacién hepatica como pulmonar, respecto al resto de los LH (Tabla 37). Esto puede
ser explicado porque tanto el LH como el suero son G1 vy, por lo tanto, el LH expresa los
mismos antigenos que los anticuerpos del suero G1. En ambas localizaciones se observaron
las bandas asociadas al AgB (8/10, 16, 20-24 kDa). Las bandas correspondientes a
multimeros de AgB, fueron reconocidas por el suero de pacientes infectados con G1 en
todos los LH, excepto en los bovinos, pero con diferente patrén e intensidad. Este resultado
podria ser debido a que los LH de bovinos fueron los Unicos que provenian de QH infértiles.
La ausencia de la banda de 45-47 kDa en el patrén antigénico del LH de porcinos G7, que
estd presente en el resto de los LH, podria relacionarse a diferencias relacionadas con el Hl
o el genotipo.

Ademas de las bandas correspondientes al AgB y al Ag5 presentes en los distintos
LH, otras proteinas antigénicas de E. granulosus sensu lato fueron detectadas al enfrentar
el suero G1 con los distintos LH del presente trabajo. Las bandas de 12-14 kDa podrian
relacionarse con la presencia de los antigenos EgTeg y HSP-70 debido a la similitud de PM
(Ortona et al., 2003, 2005). Estas bandas fueron detectadas en LH provenientes de QH de
ovinos G1, caprinos G6, humanos G1 (tanto de localizacién hepatica como pulmonar) y en
humanos con QH hepaticos G6. La proteina EgTeg se encuentra en el tegumento de los PSC,
la capa germinal y el LH, y se la relaciona con la supervivencia del parasito. EgTeg es una

molécula inmunomoduladora, debido a que inhibe la quimiotaxis e induce a los linfocitos
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productores de IL-4, favoreciendo una respuesta inmune Th2 asociada con la infeccién
cronica (Ortona et al., 2005). La proteina HSP-70 posee funciones inmunomoduladoras, ya
que es una molécula antigénica que induce las respuesta de linfocitos By T (Ortona et al.,

2003).

El suero del paciente infectado con E. granulosus sensu stricto G3 reconocié menor
cantidad de bandas en los distintos LH que el suero G1, a pesar de que ambos genotipos
corresponden a la misma especie (Tabla 38). A diferencia de lo que se observé en el IB con
suero G1, mayor cantidad de bandas se observaron al enfrentar suero G3 con LH
proveniente de QH humanos G6 (hepatica y pulmonar) que con LH proveniente de humanos
G1, fundamentalmente en aquellos que presentaban QH con localizacion pulmonar. Todos
los perfiles antigénicos de los LH analizados en este trabajo presentaron las bandas
correspondientes a AgB pero con diferente patrén e intensidad, excepto en el LH
proveniente de QH pulmonares de humanos infectados con E. granulosus sensu stricto G1.
Este resultado puede estar afectado por distintas variables: 1) los quistes pulmonares dan
antigenos de baja calidad; 2) baja concentracién proteica; 3) estadio del QH (Akisu et al.,
2006; Siles-Lucas et al., 2017a). Las bandas correspondientes al Ag5 (22, 36, 57 y 67 kDa)
fueron reconocidas con diferentes patrones en los LH obtenidos de QH de ovinos G1,
caprinos G6, porcinos G7 y en humanos con QH de localizacién pulmonar, tanto de genotipo
G1 como G6. Seria necesario realizar este estudio con mayor cantidad de sueros de
pacientes infectados con G3, debido a que en este trabajo se realizd con el suero de un

Unico paciente y por lo tanto no se pudo llegar a una conclusion.

Tanto los LH de origen caprino con QH G6 hepatico como de origen humano con QH
G6 pulmonar fueron los LH con mayor nimero de bandas al enfrentar los LH con el suero
de pacientes infectados con E. canadensis G6 (Tabla 39). Sin embargo, el nimero de bandas
fue menor respecto al IB con sueros de otros genotipos. Esto puede ser debido a que un
porcentaje de pacientes no presentan anticuerpos frente a los antigenos del LH (Barnes et

al., 2012). Los LH provenientes de QH de ovinos, caprinos, porcinos, humanos G1 (pulmonar
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y hepaticos) y humanos G6 pulmonar analizados en este trabajo presentaron las bandas
correspondientes al AgB pero con diferente patrdn e intensidad. Mientras que las bandas
correspondientes al Ag5 se reconocieron sélo en los LH provenientes de QH de ovinos,
caprinos y humanos G1 de localizacién hepatica. La diferente expresion de antigenos no es
solamente debido al genotipo parasitario, sino que también depende del estadio del QH.
En un estudio de protedmica e inmunoprotedmica se ha demostrado que los estadios
quisticos CE1 y CE2 difieren en la expresiéon de los antigenos inmunodominantes (AgB y
Ag5). El Ag5 es predominantemente reconocido por anticuerpos de pacientes con etapas
iniciales, mientras que el AgB es mas escaso en el estadio CE1 y es principalmente detectado
en pacientes con estadios CE2 y CE3 (Chen et al., 2014). En este trabajo de tesis solo se
obtuvo informacién del estadio de algunos QH de humanos, por lo tanto seria interesante

realizar estudios donde se incluya el estadio del QH para evaluar la expresidn antigénica.

Contrariamente a lo esperado, la menor cantidad de bandas en los distintos LH se
observé al enfrentar el suero del paciente con coinfeccion con E. granulosus sensu stricto
G1y E. canadensis G7. Este suero deberia contener los anticuerpos tanto para los antigenos
producidos por los QH G1 como por los QH G7. Sin embargo, al enfrentar el suero con los
distintos LH se observaron muy pocas bandas. La banda de 163 kDa encontrada en el LH
proveniente de ovinos G1 corresponde muy probablemente a la subunidad de 160 kDa del
AgB. De manera similar el polipéptido de 14 kDa podria corresponder a la subunidad de 16-
18 kDa del AgB o a los antigenos EgTeg y HSP-70. Los Unicos LH que reconocieron bandas
correspondientes al Ag5 fueron los LH provenientes de humanos con QH G1 pulmonar, con
una banda de 57 kDa, y el LH de origen porcino con QH G7 hepatico, con bandas de 57 y 67
kDa. En el resto de los LH se detectaron algunas bandas pero no correspondian a ninguno
de los antigenos mads estudiados hasta el momento (Wen et al., 2019). La baja cantidad de
bandas detectadas puede ser debido a la influencia de distintas variables ademas del
genotipo, como por ejemplo el estadio del QH. Hasta el momento, no hay bibliografia sobre

IB en pacientes con coinfecciones.

193



Discusion

En este trabajo de tesis se obtuvo mayor cantidad de sueros de pacientes infectados
con el genotipo E. granulosus sensu stricto G1 y E. canadensis G6, por lo tanto, se realizé la
comparacion de la respuesta inmune mediante IB enfrentando el suero de los pacientes a
diferentes perfiles antigénicos de LH. Se observdé que los pacientes infectados con el
genotipo G1 tenian una mejor respuesta inmune que aquellos pacientes infectados con el
genotipo G6. Incluso la respuesta inmune de los pacientes infectados con G1 fue mayor al
enfrentar el suero con LH G6 de distinto origen que los pacientes infectados con G6. Esto
puede ser debido a que los QH G6 generarian menor cantidad de anticuerpos en el paciente
qgue los QH G1. Sin embargo, serian necesario realizar mas estudios para confirmar esta

conclusion.

Resumiendo, en el presente trabajo de tesis se describié por primera vez la
composicion antigénica del LH de distintos Hl y humanos teniendo en cuenta no solamente
las posibles diferencias por el HI, la fertilidad, localizacién y genotipo del QH, sino teniendo
en cuenta el genotipo del suero utilizado en el IB. Ademas, se describié la diferencia en la
respuesta inmune de los pacientes infectados con los genotipos mas frecuentes, G1 y G6.

La caracterizaciéon del perfil antigénico de los LH de caprinos, porcinos, ovinos,
bovinos y humanos de Neuquén mostré que existen diferencias entre todos ellos,
atribuibles a las diferencias de HI, de genotipo y de fertilidad del QH y al genotipo del suero
del paciente. La presencia del AgB en la mayoria de los LH provenientes de los distintos Hl
y humanos estudiados indica que podria ser utilizado para el inmunodiagnédstico de EQ en
humanos. Sin embargo, el método debera validarse frente a un amplio panel de sueros para
establecer la sensibilidad, especificidad y las posibles reacciones cruzadas. Este panel de
sueros deberia incluir: 1) pacientes con hidatidosis confirmada, genotipo del QH y datos
clinicos relevantes; 2) pacientes con otras parasitosis (especialmente teniasis, cisticercosis
y echinococcosis alveolar); 3) pacientes con patologia crénicas del higado y otros drganos;
4) pacientes sanos para grupo control.

Se ha demostrado en el presente trabajo de tesis que existen ciclos simultdneos y

activos de varias especies y genotipos de E. granulosus sensu lato en la provincia de
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Neuquén, todas infectivas para el hombre. En consecuencia, el genotipo y perfil antigénico
de la fuente de antigenos deberian considerarse especialmente en la realizacién de las
pruebas diagndsticas, con el objeto de diagnosticar adecuadamente pacientes infectados

con diferentes especies y genotipos de E. granulosus sensu lato en Neuquén.
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6. CONCLUSIONES

El trabajo de tesis permitié llegar a las siguientes conclusiones:

1.

Las especies y genotipos E. granulosus sensu stricto genotipo G1 (haplotipo original y los
haplotipos G1ngnB y G1nqgnD), E. canadensis genotipo G6 y E. canadensis genotipo G7
(haplotipo original y el haplotipo G7nqn01) estdn presentes en QH de distintos HI de la

provincia de Neuquén.

. El ganado porcino puede infectarse con E. granulosus sensu stricto genotipo G1 en la

provincia de Neuquén.

. Existe asociacion estadisticamente significativamente entre el genotipo del quiste y el

tipo de Hl en el ganado de Neuquén: E. granulosus sensu stricto genotipo G1 se encontré
principalmente en ovinos y bovinos, E. canadensis genotipo G6 en caprinos y E.
canadensis genotipo G7 en porcinos.

Existen importantes diferencias fenotipicas de acuerdo al genotipo entre los quistes de
caprinos, ovinos, porcinos y bovinos de Neuquén, principalmente en la preferencia por

el HI, la localizacién anatdmica del QH, la fertilidad y la viabilidad.

. La asociacién estadisticamente significativa entre la localizacion y el genotipo del quiste

demostré que existe tropismo de G6 en caprinos por la localizacion pulmonar y de G7 en
porcinos por la hepatica.

Existe una relacion haplotipo-localizacidon anatémica en el ganado ovino: G1 original-
localizacion hepatica; G1ngnB localizacién pulmonar.

Los QH provenientes de los cuatro HI estudiados presentan diferencias en la fertilidad:
los QH de porcinos presentaron mayor fertilidad, seguido por los QH de caprinos y
ovinos; la mayor parte de los quistes de bovinos fueron infértiles.

Cuando se considera la secuencia de 366 pb del gen mitocondrial que codifica para cox1
se evidencia que las siguientes especies y genotipos estan presentes en QH humanos de
Neuquén: E. granulosus sensu stricto genotipo G1 con cuatro haplotipos (el genotipo
original y tres haplotipos: G1ngnC, GlngnD y G1ngnE), E. granulosus sensu stricto

genotipo G3, E. canadensis genotipo G6 y E. canadensis genotipo G7.
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16.

17.

18.

Conclusiones

Se describid por primera vez en Argentina la infeccién en humanos con E. granulosus
sensu stricto genotipo G3.

Se describié por primera vez en Argentina y en las Américas la infeccién en humanos con
E. canadensis G7.

Se describié por segunda vez en el mundo y por primera vez en las Américas una
coinfeccién con dos especies diferentes de E. granulosus sensu lato en humanos: E.
granulosus sensu stricto G1ngnD y E. canadensis G7.

El porcentaje de infecciones con E. canadensis G6 en humanos de Neuquén triplica al
porcentaje descripto para la distribucion mundial, por lo tanto G1 y G6 tienen
importancia epidemioldgica en la provincia.

La distribucidn espacial de las especies y genotipos de E. granulosus sensu lato en
humanos de Neuquén es heterogénea, especialmente en el norte de la provincia.

Existe diversidad de haplotipos cox1 de E. granulosus sensu stricto y de E. canadensis en
humanos de Neuquén. Se describieron por primera vez tres nuevos haplotipos cox1 de
E. granulosus sensu stricto y cinco nuevos haplotipos cox1 de E. canadensis cuando se
analizaron las secuencias de 1609 pb.

Existen ciclos simultaneos y activos de varias especies y genotipos de E. granulosus sensu
lato en la provincia de Neuquén, todas infectivas para el hombre, siendo el ganado ovino
reservorio del haplotipo de E. granulosus sensu stricto G1 original, el ganado caprino
reservorio de E. canadensis G6 y el ganado porcino reservorio de E. canadensis G7.

La provincia de Neuquén presenta un elevado porcentaje de casos en nifios menores a
18 anos, lo que indica que existe una transmision activa de la EQ.

Existen importantes diferencias fenotipicas (bioldgicas y clinicas) de acuerdo al genotipo
en los quistes humanos de Neuquén, principalmente en la localizaciéon anatémica del QH,
la fertilidad, niumero de QH y estadio segiin OMS en los quistes hepaticos.

La localizacion anatémica mas frecuente en humanos de Neuquén es el higado, seguido
por los pulmones. La relacién higado/pulmén en pacientes de la provincia de Neuquén

es menor respecto a otros reportes en el mundo.
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23.

24,

25.

26.

27.

Conclusiones

En humanos existe asociacion estadisticamente significativa entre E. granulosus sensu
stricto G1 y localizacién hepatica y E. canadensis G6 y localizacién pulmonar. Los QH del
genotipo G6 presentan mayormente localizaciones anatdmicas extrahepaticas.

Los genotipos G3 y G6 estarian bien adaptados al desarrollo de QH en humanos debido
a que producen QH fértiles, al igual que el genotipo G1.

El tratamiento antihelmintico pre-quirdrgico de los pacientes, por mas de 20 dias, con
una dosis de ABZ de entre 10 mg/kg/dia, logré disminuir la viabilidad de los quistes al
0%.

Existen diferencias significativas entre el genotipo y el estadio segiin OMS de los QH en
humanos de Neuquén: los QH de E. granulosus sensu stricto G1 son mayormente activos
y los QH de E. canadensis G6 son mayormente inactivos.

Las pruebas serolégicas ELISA 1gG y TIR presentan, con diferencias significativas, mayor
sensibilidad que HAI para la deteccidn de anticuerpos contra E. granulosus sensu lato en
muestras de suero humano.

La respuesta inmune de anticuerpos de los pacientes se ve afectada por el tamafo y la
cantidad de QH por paciente, y en el caso de los QH hepaticos por el estadio segin OMS
(activo e inactivo); mientras que el genotipo, la localizacién anatémica del QH y la edad
del paciente no afectan la respuesta inmune.

Los perfiles proteicos de los LH provenientes de distintos Hl y humanos, genotipos,
localizaciones y fertilidad de los QH presentan diferencias en la cantidad y en el PM de
las bandas.

Existen diferencias en la composicién antigénica del LH de distintos HI y humanos al
enfrentar las bandas de proteinas del LH con sueros de pacientes con hidatidosis
confirmada, teniendo en cuenta el genotipo con el cual estaban infectados estos
pacientes. Las variaciones en la composicion antigénica son atribuibles a las diferencias
de HI, de genotipo y de fertilidad del QH y al genotipo del suero del paciente.

El AgB, que actia como un inmunomodulador del parasito, esta presente en la mayoria
de los LH analizados pero con diferencias en la cantidad de bandas antigénicas, lo que

sugiere que podria ser utilizado para el inmunodiagnéstico de EQ en humanos.
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28. Existen diferencias en la respuesta inmune de los pacientes infectados con los genotipos

G1y Gb6 cuando se evaliua mediante IB frente a diferentes perfiles antigénicos de LH.

Los resultados obtenidos en los tres estudios de este trabajo de tesis permiten
concluir que existe importante variabilidad genética y de expresion fenotipica entre las
especies y genotipos de E. granulosus sensu lato en los distintos Hl y humanos presentes en
la provincia de Neuquén. Ademads, se demostro la existencia simultdnea de distintos ciclos
sinantrdpicos de EQ que involucran humanos y distintos HI en la provincia de Neuquén. Los
conocimientos generados permiten una mejor comprensién de la transmision de la EQ, la
biologia del parasito, los genotipos presentes en los distintos Hl y humanos y su distribucion
geografica, los aspectos clinicos e inmunoldgicos de la infeccidon. Los conocimientos
generados en esta tesis resultan de gran utilidad para ser aplicados al disefio de nuevas
estrategias en el programa de control de hidatidosis de Neuguén, mds adaptados a las
caracteristicas bioldgicas de las especies y genotipos de E. granulosus sensu lato presentes
en la provincia, con el fin de optimizar el control y la vigilancia de la enfermedad en la
provincia. Ademas, estos conocimientos podrian servir para revisar las indicaciones actuales
sobre el diagndstico y manejo de los pacientes con EQ en la provincia. La aplicacion de
medidas mas eficientes contribuira a disminuir la endemicidad de la EQ y por lo tanto
mejorar la salud de la poblacion. La profundizacidon y ampliacién de estos conocimientos en

futuros estudios permitira avanzar en el conocimiento integral de esta zoonosis.
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Abstract Human cystic echinococcosis caused by the larval
stage of Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.) is a highly
endemic disease in the province of Neuquén, Patagonia,
Argentina. Human infections with E. granulosus sensu stricto
(s.s.) G1 and Echinococcus canadensis G6 were reported in
Neuquén in previous studies, whereas four genotypes were
identified in livestock: G1, G3, G6, and G7. The aim of this
study was to identify the genotypes of E. granulosus s.I. iso-
lates from humans of Neuquén province, Patagonia,
Argentina, through the 2005-2014 period. Twenty six hydatid
cysts were obtained from 21 patients. The most frequent loca-
tions were the liver and lungs. Single cysts were observed in
81.0% of patients, and combined infection of liver and lungs
was detected in 9.5% of cases. Partial sequencing of mito-
chondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox/) and NADH
dehydrogenase subunit 1 (nadl) genes identified the presence
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of E. granulosus s.s. G1 (n = 11; 42.3%) including three dif-
ferent partial sequences; E. canadensis G6 (n = 14; 53.8%)
and E. canadensis G7 (n = 1; 3.9%). Coinfection with G1 and
G7 genotypes was detected in one patient who harbored three
liver cysts. Most of the liver cysts corresponded to G1 and G6
genotypes. This study presents the first report in the Americas
of a human infection with E. canadensis G7 and the second
worldwide report of a coinfection with two different species
and genotypes of E. granulosus s.I in humans. The molecular
diversity of this parasite should be considered to redesign or
improve the control program strategies in endemic regions.

Keywords Echinococcus canadensis - Echinococcus
granulosus - G7 genotype - Coinfection - Human
echinococcosis

Introduction

Cystic echinococcosis (CE) caused by the larval stage of
the tapeworm Echinococcus granulosus sensu lato
(E. granulosus s.1.), produces significant economic losses
and health problems in both rural and urban population
(Eckert et al. 2001; Budke et al. 2006). CE is an impor-
tant worldwide zoonotic disease that affects more than
100 countries, particularly affecting pastoral and poor
rural communities (Alvarez Rojas et al. 2014). In South
America, the disease is endemic or hyperendemic in
Argentina, Uruguay, Chile, Southern Brazil, and moun-
tain regions of Pert and Bolivia (Cucher et al. 2016).
Neuquén is one of the provinces with higher hydatid dis-
ease endemicity in Argentina, despite the fact that pro-
vincial sanitary authorities carry out a control program of
CE since 1970. The mean annual incidence (MAI) of
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human CE in Neuquén, based on official records of con-
firmed cases, was 24.4 per 100,000 inhabitants and 9.7
per 100,000 in children aged 0-14 years between 1995
and 2004 (Pierangeli et al. 2007). Fifty-nine new cases of
human CE were confirmed in the province in 2015 (MALI:
8.9 per 100,000) (National System of Health Surveillance
2017).

Humans become infected with E. granulosus s.l. by
the ingestion of eggs released from infected dogs or other
canids through direct contact with the animals or con-
sumption of water and/or vegetables contaminated with
infected canid feces (Thompson and McManus 2001).
After ingestion, eggs hatch, and each onchosphere can
develop an unilocular hydatid cyst, located in different
organs. The liver is the most common involved organ
followed by the lungs, but the cysts can develop less
frequently in other locations like the kidneys, spleen,
heart, bone and brain (Moro and Schantz 2009).

E. granulosus s.1. is considered a species complex with a
high genetic and phenotypic variation, and its taxonomy is
still controversial (Romig et al. 2015). In this work, we follow-
ed the nomenclature proposed by Nakao et al. (2013) for prac-
tical reasons. To date ten different genotypes (G1-G10) have
been described within this complex using molecular tools,
comprising: E. granulosus sensu stricto (s.s.) (genotypes
G1-G3); Echinococcus equinus (G4); Echinococcus ortleppi
(G5) and Echinococcus canadensis (G6—G10) (Bowles et al.
1992; Lavikainen et al. 2003; Nakao et al. 2013). Recently, the
“lion strain” (E. felidis) has been proposed as another valid
species, as it is evidently phylogenetically sister to
E. granulosus s.s (Hiittner et al. 2008).

Up to the present, four genotypes have been found in
human CE isolates in Argentina: G1, G2, G5, and G6, as
well as six genotypes in livestock: G1, G2, G3, G5, G6,
and G7 (Cucher et al. 2016; Avila et al. 2017). Among the
G1 isolates of Argentina, eight different partial sequences
have been identified: the original G1 sequence described
by Bowles et al. (1992), which we named GlngnA in this
work, and seven microvariants of this genotype
(Kamenetzky et al. 2002; Soriano et al. 2010, 2015).

Human infections with E. granulosus s.s. Gl and
E. canadensis G6 were reported in Neuquén in previous
studies, whereas four genotypes were identified in live-
stock: G1 (goats and sheep), G3 (sheep), G6 (goats and
cattle), and G7 (pigs) (Kamenetzky et al. 2002;
Guarnera et al. 2004; Soriano et al. 2010, 2015). The
diversity of genotypes in livestock is greater than that
found to date in humans in Neuquén, suggesting that
more genotypes could also cause human CE in this re-
gion. The aim of this study was to identify the geno-
types of E. granulosus s.l. isolates from humans of
Neuquén province, Patagonia, Argentina through the
20052014 period.
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Materials and methods

A prospective, observational, and descriptive study was con-
ducted between September 2005 and March 2014 in the prov-
ince of Neuquén. This province is located in the north of the
Argentine Patagonia region, comprising an area of
94,078 km? extending from 36° 39’ to 41° 01’ S latitude and
68° 00" to 71° 58" W longitude. The total population was
565,242 inhabitants in 2010. According to the last official
records, 684,777 goats; 164,161 sheep; 186,873 cattle; and
16,927 pigs were reported in the province in 2008
(Provincial Direction of Statistics and Census 2017). The
main economic activity in rural areas is raising livestock for
subsistence (goats, sheep, and cattle), under a transhumant
model of production. This fact leads to a close contact among
humans, livestock, and shepherd dogs. Pigs are mostly raised
in periurban areas, near to the largest cities.

Samples of hydatid cysts were collected from clinically
and/or imaging diagnosed CE patients who underwent surgery
for the disease in different public and private hospitals from
Neuquén. The samples were pieces of germinal layer and/or
hydatid fluid obtained from each cyst, by the surgeons, imme-
diately after the surgery. CE materials were sent refrigerated to
our laboratory in a lapse of no more than 4 h. Data about age
and gender of patients as well as cysts location were recorded.
Cysts were not pooled as each cyst was considered a single
sample. The protoscoleces (PSC) or pieces of germinal layer
were preserved in 70% ethanol at 4 °C.

Genomic DNA was extracted from each sample using the
QIAamp DNA mini kit (QTAGEN, Germany) according to the
manufacter’s instructions. DNA was then stored at —20 °C
until PCR amplification. For molecular identification of
E. granulosus s.l. genotypes, a 450 bp fragment of the cox/
gene was amplified from each isolate using previously pub-
lished primers (Bowles et al. 1992). To confirm the differen-
tiation between the G6 and G7 genotypes, a 500 bp fragment
of the nadl gene was also amplified from each E. canadensis
isolate using published primer sets (Bowles and McManus
1993). PCR conditions were the same as described by
Soriano et al. (2010). PCR products were purified by ethanol
precipitation and sequenced in both directions. Sequences
were aligned and compared with reference sequences of
E. granulosus s.l. downloaded from GenBank (GenBank ac-
cession numbers: U50464 (G1), M84662 (G2), M84663 (G3),
MB4664 (G4), M84665 (GS), M84666 (G6), M84667 (G7),
AB235848 (G8), and AF525457 (G10), using ClustalX v2.1
and Bioedit v7.2.5 softwares for Windows.

Results and discussion

Twenty-six hydatid cysts were obtained from 21 patients
aged 4 to 80 years, and 13.6% of the patients were children
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between 0 and 14 years. Male accounted for 12/21 of cases
(57.1%). The most frequent location was the liver, follow-
ed by the lungs (Table 1). Cyst location analysis showed
that in 90.5% of cases, only one organ was affected. This
result is in accordance with the 95.8% described previous-
ly in 938 patients of Neuquén between 1995 and 2004
(Pierangeli et al. 2007). Simultaneous infection in the liver
and lungs was detected in 9.5% of patients (including chil-
dren and adults). This finding is similar to the proportion of
10.0% reported in a study about CE patients in Mar del
Plata, Argentina (ages ranged from 15 to 84 years) but
higher than the 1.8% of combined liver and lung involve-
ment described previously in patients from 7 to 93 years in
Neuquén (Dopchiz et al. 2007; Pierangeli et al. 2007). In
contrast, the 19.3% of combined liver and lung involve-
ment was described in patients from 2 to 86 years in Turkey
(Kurul et al. 2002).

Hepatic cysts were more frequent than pulmonary cysts at a
ratio of 2.5:1, in accordance with reports from other authors
based on surgical and/or symptomatic cases (Larrieu and
Frider 2001; Djuricic et al. 2010). The factors that determine
the final anatomic location of cysts are still unknown; howev-
er, the liver is the organ most frequently infected because the
oncospheres penetrate the intestinal wall and tend to dissem-
inate to the liver via the portal vein. Variation in cyst location
frequencies observed in diverse studies throughout the world
could be due to infection with different genotypes of
E. granulosus s.1., which could have an affinity for different
organs (Pierangeli et al. 2007).

Sequence analysis revealed the presence of two species and
three genotypes of E. granulosus s.I. in Neuquén human iso-
lates: E. granulosus s.s. G1 (n=11;42.3%), E. canadensis G6
(n=14;53.8%), and E. canadensis G7 (n = 1; 3.9%). Among
the G1 isolates, we identified three different partial sequences
including the original G1 sequence described by Bowles et al.
(1992) which we named GIlngnA, and two microvariants of
this sequence: GIngnC (shows a change of C x T in position
73 compared with the reference sequence) and GlngnD

(shows a change of G x A in position 136 compared with
the reference sequence). The sequence of the GlngnC
microvariant showed 100% identity with a sequence previous-
ly described in humans in Algeria, in cattle in Brazil, and in
dogs in Neuquén, whereas the G1ngnD microvariant was de-
tected, to date, only in Neuquén (Soriano et al. 2010;
Laurimée et al. 2016; Zait et al. 2016; authors’ unpublished
data). The original G1 sequence (G1ngnA) was already found
in Neuquén in sheep, cattle, and dogs isolates; GlngnC
microvariant was previously detected in cattle and in one
dog of the study area whereas the presence of GlngnD
microvariant was also characterized in sheep and cattle iso-
lates from Neuquén (Kamenetzky et al. 2002; Soriano et al.
2010; authors’ unpublished data). The fact that the two G1
microvariants identified in humans were also present in other
local intermediate hosts as well as in dogs suggests that they
are not casual findings. On the contrary, active lifecycles of
each of them seems to coexist in sympatry. The GenBank
accession numbers for the nucleotide sequences characterized
in this study as well as the distribution of genotypes in relation
to the anatomic location of cysts is shown in Table 2. Our
results confirm previous findings of Kamenetzky et al.
(2002) about the presence of E. granulosus s.I. G1 and G6
in human isolates but also demonstrate that other species/ge-
notypes/microvariants are responsible of local human cystic
echinococcosis.

E. granulosus s.s. G1 is the most frequent genotype associ-
ated with human CE worldwide, being responsible for 72.9%
of the global burden of the disease, whereas G6 genotype is
considered poorly infective to human accounting for 12.2% of
human cases (Alvarez Rojas et al. 2014; Cucher et al. 2016).
However, E. canadensis G6 was the major causative agent of
CE in Neuquén patients (53.8%), followed by E. granulosus
s.s. G1 and E. canadensis G7 in the present work. There are
reports of human infection with E. canadensis G6 in other
provinces of Argentina and other South American countries

Table 2 Distribution of genotypes of E. granulosus sensu lato
according to anatomic location

Table 1  Frequency of cyst location in confirmed human cystic
echinococcosis cases from Neuquén between 2005 and 2014 Location GlngnA® GlngnC* GlngnD* G6*° G7*" Total
Location No. of cases % of total Liver 4 1 2 7 1 15
Lung 2 - - - 6
Liver 11 52.4 Brain N B 3 1 B 1
Lungs 3 14.2 Peritoneum 1 - - - - 1
Liver + lungs 2 93 Retroperitoneum 1 - - - - 1
Brain 1 4.8 Kidney B _ B 1 _ 1
Spleen 1 4.8 Spleen B _ B 1 _ 1
Kidney ! 48 Total 8 1 2 141 26
Peritoneum 1 4.8
Retroperitoneum 1 4.8 * Accession number for coxl: IN176931 (GlngnA), KT719395
Total 21 100.0 (G1lngnC), IN176930 (G1ngnD), IN176934 (G6), and IN176935 (G7)

® Accession number for nadl: KT749868 (G6) and KT868832 (G7)
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(Chile and Pert) that are close to Argentina, but in all these
cases E. granulosus s.s G1 is still the most frequent genotype
involved in human CE (Cucher et al. 2016; Avila et al. 2017).
The predominance of E. canadensis G6 in humans could be
related to particular socio-economic and cultural characteris-
tics that differentiate Neuquén from other regions. Most rural
population in Neuquén raise goats under a model of produc-
tion with great migrating movements every year (transhu-
mance), from small areas near to their homes in the winter to
fertile lands in the mountains in the summer. Transhumance
involves a close contact between the families, livestock, and
shepherd dogs, and this fact could increase the risk of human
infection by E. canadensis G6, as goats are the major reservoir
of this species/genotype in Neuquén (Soriano et al. 2010).
More studies concerning human CE molecular epidemiology
in Neuquén, involving a higher number of cases, are needed to
confirm or refute this finding.

The sequence analysis of PCR products allowed us to
describe for the first time a case of human infection with
E. canadensis G7in Argentina and in the Americas, which
confirms the role of this genotype as a causative agent of
human infection. The sequence of the G7 genotype
showed complete cox! and nadl identity with published
sequences described in pigs of Neuquén (Soriano et al.
2010), in pigs and cattle of other provinces of Argentina
and other countries (Kamenetzky et al. 2002; Beato et al.
2013; Konyaev et al. 2013; Monteiro et al. 2014), and in
humans of China (Zhang et al. 2014). To date, there are no
reports of human infection with E. canadensis G7 in the
Americas (Alvarez Rojas et al. 2014; Cucher et al. 2016).
Human cases due to genotype G7 were reported in central
and eastern European countries, Asia, and in South Africa,
associated with pig transmission (Dybicz et al. 2013;
Alvarez Rojas et al. 2014; Zhang et al. 2014). The role of
E. canadensis G7 as causative agent of human CE is gen-
erally underestimated. Schneider et al. (2010) suggested
that the reasons for this underestimation could be that G7
metacestodes tend to be small, located inthe liver, and may
be asymptomatic for years or probably never detected. Our
results seem to be in accordance with that suggestion, as
the only E. canadensis G7 cyst detection was located in the
liver, and the cyst’s diameter was estimated by the surgeon
as approximately 0.5 cm.

Coinfection with E. granulosus s.s. GlnqnD and
E. canadensis G7 was detected in one patient who harbored
three hydatid cysts in the liver. The patient was a woman of
43 years old from Andacollo, a small rural village in the north
of Neuquén. This patient underwent two surgeries. In the first
one, two cysts were removed and were genetically character-
ized as G1ngnD and G7, respectively. The second surgery was
conducted 3 months later, to remove another hydatid cyst
from the liver that was also characterized as GlngnD
microvariant.
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There are few reports of mixed E. granulosus s.I. infections
in intermediate hosts in the world. Coinfection has been re-
ported in France and in the Republic of Moldova, where two
different genotypes of E. granulosus s.s. were identified in the
lungs and liver of sheep and cattle (Umhang et al. 2013,
2014). The presence of mixed infections could be the result
of successive infections of the intermediate host, or by a single
infection due to a definitive host harboring simultaneously
adult worms of different species of E. granulosus s.l.
(Umhang et al. 2014). Recently, Oudni-M’rad et al. (2016)
reported for the first time a coinfection in humans, involving
E. granulosus s.s. G1 and E. canadensis G6 in a child from
Tunisia. Coincidently, in the present study, we were able to
describe the first case of human mixed infection with two
E. granulosus s.1. species: E. granulosus s.s. G1 (microvariant
GlngnD) and E. canadensis G7 in the Americas. The patient
was from Sanitary Area III, an endemic rural area of Neuquén
province with a MAI of 78.4 per 100,000 inhabitants
(Pierangeli et al. 2007). These results demonstrate that human
coinfection is a fact that should be taken into account, espe-
cially in endemic regions where different species and geno-
types of E. granulosus s.l. are present with sympatric
lifecycles.

The analysis of distribution of genotypes in relation to lo-
cation of cysts showed that most of the liver cysts
corresponded to E. granulosus s.s. G1 and E. canadensis G6
genotype (Table 2). Although we observed that most of G6
genotype cysts were located in the liver (50%), this genotype
also infected other organs like the lungs, kidney, spleen, and
brain. Interestingly, the location of E. canadensis G6 cysts in
humans seems to be different from the location previously
observed in goats from Neuquén, in which a clear tropism to
the lungs has been demonstrated (Soriano et al. 2010). Despite
the fact that E. canadensis G6 was the causative agent of the
only brain cyst detected in this study, our results are not
enough to confirm the hypothesis of Sadjjadi et al. (2013),
who suggested that genotype G6 seems to have a higher af-
finity for the human brain, as only 7% (1/14) of G6 genotype
cysts corresponded to this location. More studies of molecular
characterization of E. granulosus s.l. metacestodes from dif-
ferent locations are needed to assess if the different species/
genotypes are associated with preferential locations in
humans.

The occurrence of cases in children indicates that there is
an active disease transmission, although an echinococcosis
control program has been carried out in Neuquén province
for several decades. Moreover, our results showed that a di-
versity of species and genotypes of E. granulosus s.l. can
infect humans in Neuquén. Molecular diversity of
E. granulosus s.I. can affect life cycle patterns such as host
specificity, growth and development rates in the definitive
hosts, infectivity to intermediate hosts, pathogenicity, and an-
tigenicity (Soriano et al. 2016; Avila et al. 2017). Therefore,



Parasitol Res

the diversity of species and microvariants found in different
hosts including humans in Neuquén, could have important
consequences in immunological diagnosis, response to thera-
py and vaccines, as well as in the control and surveillance of
CE. For instance, the control program in Neuquén is based on
periodic anthelminthic treatment of dogs every 6 weeks, tak-
ing into account the prepatent period of E. granulosus s.s. G1.
However, in dogs infected with E. canadensis G6 and G7, the
prepatent periods are shorter (about 40 and 35 days, respec-
tively) (Soriano et al. 2016). The increase of knowledge of the
molecular epidemiology and the diversity of E. granulosus s.1.
could contribute to improve or redesign the control program in
Neuquén.

Further studies concerning human CE molecular epidemi-
ology are needed to assess the possible associations between
the different species/genotypes/microvariants and biological
aspects of human infection like clinical and immunological
features of the disease, tropism, biochemistry, and fertility
and viability of cysts, among others.
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