REVISTA

PARASITOLOGIA

LATINOAMERICANA

Vol. 65/ N° 3 - DICIEMBRE 2016 Version: On-Line: 0719-6326

Articulos originales

- Epidemiologia molecular de Echinococcus granulosus en las Américas: implicaciones
para el control y diagnostico

- Hidatidosis: un problema no resuelto en Chile

- Equinococosis quistica: una década de egresos hospitalarios. Resultados preliminares.

- Dipilidiosis humana en concepciéon. Reporte de caso y revision de claves diagndsticas
en el laboratorio

- Supervivencia de Giardia duodenalis en agua de mar, de rio y subterranea a temperaturas
ambientales

- Human toxocariosis: in vitro production of soluble mediators against Toxocara canis
infection

- Mepraia spinolai (Porter) (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae): morfologia e indice
de infeccion en su area de distribucion.

- From epidemic outbreaks to pandemics: the critical time of percolation

Organo Oficial de la Federacién
Latinoamericana de Parasitologos




REVISTA

PARASITOLOGIA
LATINOAMERICANA

Volumen 65 N° 3-2016

ISSN: 0719-6326

ORGANO OFICIAL

LATINOAMERICANA
DE PARASITOLOGOS




REVISTA

PARASITOLOGIA
LATINOAMERICANA

Editor

Mauricio Canals (Chile)

Editores Asociados

Héctor Alcaino (Chile)
Werner Apt (Chile)
Pedro E. Cattan (Chile)
Fernando Fredes (Chile)

Catalina Murioz (Chile)
Marisa Torres (Chile)
Inés Zulantay (Chile)
Mario George-Nascimento (Chile)
Editores Adjuntos
Guillermo Denegri (Argentina) Arturo Ferreira (Chile)
Benjamin Cimerman (Brasil) Ana Fliser (México)
Luis Gil (Chile)

David Botero (Colombia)

Rodrigo Zeledén (Costa Rica) David Gorla (Argentina)

Alejandro Llanos-Cueto (Pert1)

Jorge Sapunar (Chile)
Ramén Lazo (Ecuador) Santiago Mas-Coma (Espaia)
Raul Romero (México) Patricia Munoz (Chile)
César Naquira (Pert) Isabel Noemi (Chile)
Chris Schofield (Inglaterra)

Osvaldo Ceruzzi (Uruguay)

George Hillyer (Puerto Rico) Aldo Solari (Chile)

Patricio Torres (Chile)

Alejandro Schijman (Argentina)
Anne Petavy (Francia) Daniel Gonzélez (Chile)
Michel Tivarenck (Francia) Thomas Weitzel (Alemania)
Michael Miles (Alemania)

Naftale Kats (Brasil)

Ives Carlier (Bélgica)

Paulo Coelho (Brasil)
Telmo Fernandez (Ecuador)

Claudio Lazzari (Argentina)
Felipe Guhl (Colombia)
Liliana Semenas (Argentina)

Secretarias

Rosa Avila
Lucia Canals



Revista Parasitologia Latinoamericana

Editorial

Dimensionando el parasitismo

Un parasito (sensu stricto) es un organismo que exhibe una diversa, pero obligatoria dependencia de otro
organismo, su hospedero, el cual se ve afectado en su sobrevivencia y/o fecundidad (Grenfell & Dobson 1995).
Los parasitos, al afectar estos dos pardmetros, los mas importantes del régimen demografico de una poblacion,
reducen la adecuacion bioldgica de su hospedero. Los parasitos pueden afectar: i) la tasa de crecimiento de los
hospederos, ii) la direccionalidad del flujo de energia, consumiendo parte de ella, iii) la tasa de competencia y
depredacion, iv) la composicion de especies de la comunidad, y v) la biodiversidad en general.

Dimensionar la importancia y la cantidad de parasitos es una empresa dificil, pero hay algunos nimeros que
nos pueden ayudar. ;Cudnto pesan los pardsitos en un ecosistema? Hay algunas estimaciones que proponen
que en un humedal salino de 70 ha el total de pardasitos en los vertebrados e invertebrados alcanzaria entre 21
y 30 toneladas, esto es, la biomasa equivalente a 7 a 10 elefantes (Kuris, en Hudson 2005). Hay estimaciones
que proponen que entre el 40% y 50% de las especies existentes son parasitas. (Price 1980, Toft 1986, Dobson
etal. 2008). Hay Phyla en que todas sus especies son pardsitas como Opalinata, Mesozoa y Pentastomida. Mds
del 80% de los gusanos planos (Platyhelminthes) y cerca del 50% de las especies de Arthropoda son parasitos
(Dobson et al. 2008). Si s6lo consideramos la riqueza de parasitos de vertebrados se estiman aproximadamente
77.000 especies y si nos concentramos sélo en los Nematodos podemos observar que hay 0,48 especies de
parasitos por hospedero en los Condrictios, 1,5 en los peces ¢seos, 2,8 en los anfibios, 2,2 en los reptiles, 3,3 en
lasavesy 3,9 en los mamiferos. Se imaginan la magnitud del parasitismo si incluimos las especies de Protozoos,
Bacteria y Virus?. Sin lugar a dudas, el parasitismo es una estrategia de vida favorecida por la evolucion.

Mauricio Canals Lambarri (M.D., PhD.)
Editor
Parasitologia Latinoamericana
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Summary

The parasite E. granulosus sensu lato comprises the group of related parasites responsible for the disease
cystic echinococcosis affecting humans and animals. It is well known that the parasite shows great degree of
variability, this has allowed the classification of this parasite in strains, genotypes and haplotypes which have
been grouped in different proposed species. The investigation of this variability in relationship with diagnostic
and control of the parasite is vital to improve control programmes and for a better understanding of the biology
of the parasite. The endemic area in the American continent include mainly countries in South America (Brazil,
Chile, Peru, Uruguay and Argentina) although it is well known that the parasite is also transmitted in Mexico.
There is a need to increase the efforts to improve the knowledge of the molecular epidemiology of this parasite
in all the endemic area especially in South America. And to link this knowledge with the control initiatives
undertaken in these countries, specially related with vaccination of intermediate hosts and diagnostic of
human disease. In this regard it is also important to increase the collaboration between scientist of the endemic
countries aiming to share knowledge and resources for a common aim of fighting this neglected parasite.

Introduccion de los cuales han sido agrupados como diferentes
especies (Bowles, Blair et al. 1992, Bowles and
McManus 1993, Bowles, Blair et al. 1994, Thompson
and McManus 2002, Thompson 2008, Lymbery
2016, Thompson 2017). De esta forma actualmente
el nombre E. granulosus sensu lato (s.]) agrupa a
todos los parasitos responsables de la EQ; de ellos
el mayor responsable de infecciéon animal y humana
es E. granulosus sensu stricto (s.s.) que incluye los
genotipos G1, G2 y G3 y también micro variantes
de estos genotipos; E. equinus que circula en el ciclo
caballo-perro también conocido como G4; E. ortleppi
que circula en el ciclo bovino-perro y es también
llamado G5; E. canadensis es el grupo de parasitos
que presenta mayor variabilidad y distribucion
geografica afectando distintos hospederos agrupando
a los genotipos G6-G10. Recientemente una nueva
clasificacion ha sido propuesta para este subgrupo
en la cual los genotipos G6 y G7 son llamados E.
intermedius mientras que los genotipos G8 y G10
siguen agrupados como E. canadensis (Lymbery,
Jenkins et al. 2015). Sin embargo, esto no ha estado
libre de controversias en la comunidad cientifica
(Lymbery, Jenkins et al. 2015, Nakao, Lavikainen
et al. 2015). La taxonomia y epidemiologia
molecular de Echinococcus granulosus sensu lato
han sido revisadas de manera extensa en multiples
publicaciones (Thompson and McManus 2002,
Thompson 2008, Romig, Ebi et al. 2015, Lymbery
2016). Esta revisiéon tiene como objetivo resumir

El parasito Echinococcus granulosus, asi como
otros parasitos del género Echinococcus, se encuentra
en su estado adulto en el intestino de canidos que
actian como hospederos definitivos (perro, lobo,
zorro, dingo) y en su estado larval en higado, pulmén
y otros organos de hospederos intermediarios
(bovinos, ovinos, cerdos, équidos, caprinos vy
animales silvestres). El parasito es también capaz
de infectar al ser humano, de la misma forma que
a un hospedero intermediario, al ingerir huevos
que provienen de las fecas del hospedero definitivo
ya sea en vegetales o agua contaminada o por
contacto directo con el canido que previamente ha
sido alimentado con visceras infectadas (Thompson
2017). La enfermedad producida por E. granulosus
se llama Equinococosis Quistica (EQ) o hidatidosis
y representa un serio problema de salud humana
y animal en muchos paises incluyendo Brasil,
Uruguay, Pert, Chile y Argentina (Deplazes, Rinaldi
et al. 2016). E. granulosus presenta gran variabilidad
que ha sido caracterizada investigando diferencias
morfoldgicas, bioquimicas, en el desarrollo en
diferentes hospederos y también basadas en
diferencias genéticas. El estudio de secuencias de
ADN ya sea mitocondrial o nuclear ha proveido
importante informacién y confirmaciéon de la
presencia de variantes que han permitido clasificar
al parasito en cepas, genotipos y haplotipos, algunos

6 Parasitologia Latinoamericana. (2016); 65 (3): 5 - 19
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la informacién relacionada con la epidemiologia
molecular de E. granulosus s.l. en el continente
Americano en el contexto de su importancia en el
control y diagndstico de este parasito.

Cepas, genotipos y haplotipos

El termino cepa ha sido usado extensamente
en el estudio de la variabilidad en E. granulosus,
ya en los 70%, Smyth et al (1974) clasifico como
dos cepas diferentes al parasito que infectaba a
ovejas y caballos en el Reino Unido las que después
recibieron el status de especie. Sin embargo, fue en la
década de los 80’s cuando este término se comenzo a
usar mas frecuentemente para definir variantes cuya
taxonomia no estaba clara; generalmente las cepas
fuerondescritas basadasen diferencias eninfectividad
en diferentes hospederos, distribucién geografica,
morfologia y biologia del parasito (Thompson and
Lymbery 1988). Por ejemplo en los 80s se creia
que en Australia, pais pionero en la investigacion
de este parasito, existian tres diferentes cepas: dos
circulando en el ciclo oveja/perro en el continente y en
Tasmania y una tercera en el ciclo macropodo/dingo
(Thompson and Kumaratilake 1982). Se determiné
que en condiciones in vitro (después de 35 dias de
infeccién en perro), los parasitos adultos obtenidos
de quistes originados en Tasmania producian huevos
7 dias antes que los pardsitos que crecieron a partir
de material originado en el continente Australiano
(Kumaratilake, Thompson et al. 1983). Sin embargo a
inicios de los 90’s Lymbery et al (Lymbery, Thompson
et al. 1990) no encontraron evidencia de diferencias
genéticas que permitieran distinguir poblaciones
de E. granulosus o cepas en este pais entre parasitos
aislados de distintas areas geograficas o diferentes
hospederos, mas atin se encontrd una gran diversidad
genética en el parasito demostrando la ambigiiedad
del termino cepa.

La disponibilidad de herramientas e de biologia
molecular durante los 90’s tales como la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion de
nucleétidos entre otras, permiti6 analizar secuencias
especificas del ADN de Echinococcus spp. De esta
forma el termino genotipo fue propuesto en las
investigaciones realizadas en los afios 90’s, también
en Australia por Bowles et al (1992, 1993) quienes
definieron siete genotipos G1-G7 segun diferencias
en las secuencias de 366 y 477 nucledtidos de los
genes mitocondriales cox1 y nadhl respectivamente

Parasitologia Latinoamericana. (2016); 65 (3): 5 - 19

en muestras obtenidas de diferentes hospederos
y paises. Este sistema contribuyo enormemente a
la investigacion de la variabilidad genética en este
parasito; el impacto de estas publicaciones se ve
reflejado en el numero de oportunidades que han
sido citadas en la literatura cientifica: 452 para la
investigacion en coxl y 203 para el estudio basado
en el gen nadhl (Scopus, Noviembre 2016); en
muchas de estas publicaciones los términos cepa
y genotipo fueron tratados como sinénimos. Los
genotipos fueron nombrados como “oveja (G1)’,
“oveja Tasmania (G2)”, “bufalo (G3)”, “caballo (G4)”,
“cepabovino (G5)”, “camello (G6)”, “cerdo (G7)”. Una
minima diferencia de un nucleétido fue considerada
suficiente para determinar un genotipo diferente.
De esta forma utilizando la secuencia de coxI solo 3
nucleétidos diferenciaron a los genotipos G1 y G2, 2
nucleétidos de diferencia se encontraron entre G2 y
G3yotros 2 entre G1 y G3; mientras que la diferencia
entre los genotipos G6 y G7 fue de solo 1 nucleétido
(Bowles, Blair et al. 1992). En el caso de nadhl, la
secuencia amplificada resulto ser idéntica entre los
genotipos G2 y G3, mientras que solo 4 nucledtidos
diferenciaron G1 de G2/3 y solo 3 nucledtidos
diferenciaron los genotipos G6 y G7 (Bowles and
McManus 1993). El genotipo G8 o ‘“cepa ciervo
Americano” fue propuesto por Bowles et al (1994)
basados en el analisis del ITSI del DNA ribosomal
usando PCR-RFLP y en la secuenciacion de los
genes mitocondriales cox1 y nadhl. La existencia de
un nuevo genotipo (G9) en muestras humanas de
Polonia (cepa “humano-cerdo”) fue publicado por
Scott et al (Scott, Stefaniak et al. 1997); sin embargo
fue confirmado posteriormente que correspondia
a una micro variante del genotipo G7 (Kedra,
Swiderski et al. 1999). El genotipo G10 (cepa “ciervo
Fenoscandinavo”) fue propuesto por Lavikainen et al
(2003) usando muestras de ciervo y alce de Finlandia
con la misma metodologia empleada previamente.
Debido a falta de material la llamada “cepa leén” no
fue incluida en el sistema de genotipos, sin embargo
recientemente se ha aceptado su status de especie y es
llamado E. felidis (Huttner, Nakao et al. 2008).

El termino haplotipo define micro variantes
identificadas a partir de un genotipo especifico. Desde
la descripcién de los genotipos un gran namero
de publicaciones uso la misma metodologia para
analizar la variabilidad genética de E. granulosus
obtenido desde distintos hospederos y zonas
geograficas en el mundo lo que hizo evidente que el
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parasito es mucho mas variable de lo que se describi6
originalmente por Bowles et al (1992, 1993). Ya en el
afio 2002, Kamenetzky et al (2002) detectaron micro
variantes del genotipo G1 en Argentina; por su parte,
Obwaller et al (2004) reportaron diferencias de hasta
2.45% en muestras correspondientes al claster G1-3
para el gen coxI y de hasta 1.67% para el gen nadhl
demostrando la presencia de micro variantes de los
ya conocidos genotipos G1-3; posteriormente Vural
et al (2008) reporté que ninguna de las secuencias
del coxl gen producidas a partir de 107 muestras
de Turquia y caracterizadas como Gl fueron
completamente idénticas a la secuencia del genotipo
Gl original; finalmente Casulli et al (2012) identifico
21 “nuevos” haplotipos asi como los ya conocidos
G1-3 en muestras de Europa del Este e Italia basados
en la secuencia parcial del mismo gen. Los haplotipos
se diferencian entre uno y otro por al menos un solo
nucledtido en la secuencia de ADN analizada. Basado
en esta definicion es posible sugerir que los genotipos
G2 y G3 son haplotipos de G1. Esto ha determinado
que el sistema de clasificacion de la variabilidad de
E. granulosus basado en genotipos sea considerado
obsoleto cuando se requiere investigar la variabilidad
en este parasito (Romig, Ebi et al. 2015).Mds aun
secuenciando porciones mdas grandes de genes
mitocondriales y nucleares es posible describir incluso
mayor variabilidad en E. granulosus (Romig, Ebi et
al. 2015). Subsecuentemente un nimero importante
de investigadores han incluido el termino haplotipo
en la investigacion de la diversidad genética en E.
granulosus. Sin embargo, la falta de uniformidad en
estos estudios ha complicado innecesariamente el
entendimiento de esta variabilidad y su importancia
en control y diagnéstico de este parasito.

Para que estudiar la variabilidad de E. granulosus s.1.?

Se ha propuesto que la variabilidad de E.
granulosus s.l. puede tener influencias en ciclos
de transmision, especificidad de hospederos,
tasa de desarrollo en hospederos intermediarios
y definitivos, antigenicidad y sensibilidad a
tratamiento farmacoldgico; todas caracteristicas que
pueden influir en el diseiio y desarrollo de vacunas,
test diagnosticos y drogas antiparasitarias (McManus
2006). Por esta razon es fundamental conocer la
variabilidad del parasito en las zonas endémicas de
EQ especialmente relacionado con la infectividad a
humanos. Aun no es claro si variantes del parasito

presenten distinta respuesta a farmacos o si distintos
haplotipos pueden producir diferencias en los
ciclos de transmisién o en el desarrollo del parasito.
A continuacién se presenta la informacién que
actualmente se conoce en relacion a la influencia de
la variabilidad del parasito en distintas caracteristicas
anteriormente nombradas:

Infectividad en humanos

La importancia relativa de distintos genotipos
capaces de infectar humanos fue determinada por
Alvarez Rojas et al (2014), de esta forma sabemos
que la gran mayoria de las infecciones humanas
cuyo genotipo ha sido determinado y publicado
corresponden a E. granulosus s.s. (88.4%), mientras
que E. canadensis G6/7 es responsable del 11% de
las infecciones humanas; E. ortleppi y E. canadensis
G8/10 son raros causantes de infecciéon humana.
Aunque la metodologia propuesta por Bowles et al
(Bowles, Blair et al. 1992, Bowles, Blair et al. 1994)
resulta a estas alturas un poco antigua, aun es til
parauna primera aproximacion ala determinacién de
genotipos en zonas endémicas de EQ especialmente
cuando solo se cuenta con muestras humanas
contenidas en bloques de parafina. La conexion
entre la especie de E. granulosus y la patogenicidad
en humanos no es muy clara, Guarnera et al
(2004) investigo la progresién de la enfermedad
en humanos causada por distintos genotipos del
parasito demostrando que no hay mayor diferencia
clinica entre distintas variantes de E. granulosus s.s.,
sin embargo los quistes causados por G6 parecieran
tener una tasa de crecimiento un poco mayor. Este
genotipo ha sido también relacionado con cierto
tropismo por cerebro en infecciones humanas
(Sadjjadi, Mikaeili et al. 2013) aunque no posterior
investigacion se ha realizado para comprobar esta
hipétesis.

Desarrollo del parasito adulto

Muchos de los estudios que se han realizado
relacionados con el desarrollo del parasito en
el intestino del perro se hicieron con material
proveniente de distintos hospederos antes de
la existencia de los métodos moleculares para
genotipificacion por lo tanto sus resultados
son ambiguos cuando se intenta conectar estos

Parasitologia Latinoamericana. (2016); 65 (3): 5 - 19
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resultados con variabilidad genética del parasito.
Por ejemplo, como se menciond anteriormente en
los afios 80’s se determinaron aparentes diferencias
en el crecimiento y desarrollo de parasitos adultos
provenientes de material de distintas areas de
Australia asi por ejemplo se reporté la posibilidad de
que pardsitos de Tasmania fueran mds precoces en el
inicio de la produccién de huevos comparados con
pardsitos provenientes del continente Australiano en
al menos 7 dias (Thompson and Kumaratilake 1982,
Kumaratilake, Thompson et al. 1983). Comunmente
se ha atribuido al genotipo G2 llamado “oveja
Tasmania” precocidad en el periodo de pre patencia,
sin embargo esto nunca ha sido comprobado, mas
aun el genotipo de estos parasitos no fue determinado
ya que la tecnologia no estaba disponible en los
80’s. Este tipo de estudios se ha descontinuado
principalmente por las complicaciones éticas y de
bioseguridad de trabajar con canidos. Recientemente,
Soriano et al (2016) realizo investigaciones similares
estudiando el desarrollo del parasito del genotipo G6
proveniente de caprinos en Argentina. Se determiné
un periodo de pre patencia de 41 dias, basados en
inspeccion microscopica de las fecas de dos de los
perros infectados en este estudio lo que podria tener
implicaciones en el control del parasito.

Fertilidad de quistes

Diferencias en fertilidad han sido observadas,
generalmente E. granulosus s.s. es altamente fértil
en ovejas sin embargo el porcentaje de fertilidad
es usualmente bajo en bovinos. Esto resulta muy
importante para considerar al ovino como el
principal hospedero intermediario en la transmision
del parasito. En el caso de E. ortleppi se sabe que
produce alta fertilidad en bovinos y por su capacidad
de infectar humanos la presencia de este genotipo en
determinadas dreas geograficas lo hace muy relevante
para considerar al bovino como un importante
hospedero de esta especie. En el caso de E. canadensis
G6, Soriano et al 2010 encontré que la mayoria
de los quistes en caprinos que son producidos por
este genotipo estdn localizados en pulmoén y son
mayoritariamente fértiles. Asi también, el genotipo
G7 fue encontrado mayoritariamente en el higado
(Soriano, Pierangeli et al. 2010).

Parasitologia Latinoamericana. (2016); 65 (3): 5 - 19

Implicaciones en el diagnostico seroldgico

Uno de los antigenos mas usados para el
diagnostico de EQ es el AgB, ya en los 90’s se sugirié
que hay diferencias en la secuencia de nucledtidos
y aminodcidos de una de las subunidades de este
antigeno (AgB1) aislado de distintas zonas geograficas
(Frosch, Hartmann et al. 1994), sugiriendo que la
variabilidad evidenciada en este parasito puede
también tener consecuencias en el diagnostico
cuando se usa AgBl. Posteriormente se comprobd
que hay variabilidad en la secuencia del gen que
codifica la proteina AgB1 en parasitos de distintos
genotipos (Haag, Araujo et al. 1998). Posteriormente
se report6 que el gen responsable de la proteina AgB4
estd presente en distintos genotipos, mientras que el
gen para la proteina AgB2 es un gen funcional solo
en los genotipos G1/2 y actiia como un pseudogene
en los genotipos G5 y G6/7 (Kamenetzky, Muzulin
et al. 2005). Polimorfismo en diferentes genes que
codifican proteinas que son secretadas y otras
proteinas de membrana en E. granulosus incluyendo
las proteinas del Antigeno B ha sido demostrado
también por Rozenzvit et al (Rosenzvit, Camicia
et al. 2006) quienes sugieren que esto puede tener
consecuencias en métodos diagnosticos. Matsumi
et al identifico que el gen que codifica para AgB5
también presenta variabilidad entre los genotipos
G1 y G6 (Mamuti, Sako et al. 2007). Asi también ha
sido demostrado polimorfismo en el gen que codifica
para el AgB1 en muestras de distintos hospederos
(Pan, Bera et al. 2010, Simsek, Ozcetin et al. 2012).

Implicancias para la vacunacién

La vacuna EG95 fue descubierta y desarrollada
como un antigeno recombinante a partir de una
proteina naturalmente expresada en las oncosferas
del parasito (Lightowlers, Lawrence et al. 1996). La
vacuna ha sido altamente exitosa contra infecciones
experimentales en distintos paises incluyendo
Argentina (Lightowlers, Jensen et al. 1999) y Chile
(Vivallo 2004). Recientemente la vacuna ha sido
usada en vacunaciones piloto en Argentina (Larrieu,
Herrero et al. 2013, Larrieu, Mujica et al. 2015) con
relativo éxito. La vacuna fue desarrollada a partir
de lo que se cree corresponde a E. granulosus s.s. y
hasta ahora no existe directa evidencia si es capaz de
prevenir la infeccidn con otras especies del complejo
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E. granulosus s.l. Excepto por indirecta evidencia
que sugiere que los anticuerpos producidos por la
vacunacion con EG95 no son capaces de neutralizar
completamente las proteinas EG95 expresadas
por E. canadensis G6, sugiriendo la diferencia en
epitopos de las proteinas de este genotipo. Esto
hace pensar que la vacuna puede ser inefectiva a la
infeccion con E. canadensis G6 (Alvarez Rojas, Gauci
et al. 2013) y probablemente con otros genotipos.
Interesantemente en la vacunacion piloto en
Argentina no se ha considerado la opcion de que los
animales estén siendo infectados con otro genotipo
como G6 que se sabe estd presente en esta area
que ha sido reportado en un perro y tres humanos
(Kamenetzky, Gutierrez et al. 2002).

Filogeografia y distribucion de E. granulosus s.l.

La investigaciéon de secuencias mas largas
principalmente de genes mitocondriales para la
determinacién de los haplotipos presentes en
diferentes areas geograficas es importante para
estudios poblacionales y filogeograficos que
permiten entender la dispersion del parasito en
un contexto histdrico. Por ejemplo, Yanagida et al
(2012) propuso que el haplotipo EG0O1 basado en
1,609pb del gen coxI es localizado como eje central
de redes de haplotipos en distintas partes del mundo
incluyendo Iran, Jordania, China y Pert, sugiriendo
que este puede ser un ancestro comun de otras micro
variantes de E. granulosus s.s. que conocemos hoy
y que posiblemente se esparcié en el mundo desde
el momento de la domesticacién de animales como
los ovinos hace unos 4,000 afios atras en el Oriente
medio. Similares investigaciones realizadas en otras
partes del mundo también ponen al haplotipo
EGO1 en el centro de las redes de haplotipos en
Australia (Alvarez Rojas, Ebi et al. 2016). La gran
diversidad descubierta sugiere que el parasito tuvo
multiples entradas al pais (Lymbery 2016), siendo
probablemente los origenes en Europa y el norte
de Africa. Con una situacién similar descrita para
el parasito en Chile (Alvarez Rojas, Ebi et al. 2016)
y Rusia (Konyaev, Yanagida et al. 2012, Konyaev,
Yanagida et al. 2013). Recientemente un nuevo
genotipo de E. granulosus s.s. ha sido identificado
en el sur de Etiopia a partir de un quiste humano,
este genotipo es claramente distinguible del cluster
G1-G3 (Wassermann, Woldeyes et al. 2016) lo que
ha puesto en duda el origen de E. granulosus en el

10

Oriente Medio. Recientemente se ha confirmado la
variabilidad genética en E. ortleppi, investigaciones de
Addy et al (Addy, Wassermann et al. 2016) detectaron
15 coxl y 6 nadhl haplotipos respectivamente y
20 haplotipos cuando estas secuencias se usan
concatenadas. También se han descrito haplotipos de
G8y G10 (Moks, JOGisalu et al. 2008).

Epidemiologia molecular de E.
granulosus s.l. en el continente
Americano

Argentina

Investigadores en Argentina como Mara
Rozenzvit y Laura Kamenetzky fueron pioneras
en el estudio de epidemiologia molecular de E.
granulosus en Sudamérica. Rozenzvit et al (1999)
describieron por primera vez la variabilidad genética
de E. granulosus en Argentina usando PCR-RFLP
del ITS1 y secuenciacion de secciones de los genes
mitocondriales coxI (391pb) y nadl (471pb). A
partir de 33 muestras se determiné la presencia
de G1 (Numero de acceso GenBank: U50464) en
7 ovinos de Chubut y 4 humanos de Rio Negro,
G2 en 2 ovinos y 1 humano de Tucuman, G6 en 3
humanos de Rio Negro y 1 de Buenos Aires y G7
en 15 cerdos de Santa Fe. Con esta informacion,
los autores sugirieron que la presencia del genotipo
G2 podria deberse a la importacion de ovinos en
el pasado desde Australia lo que hoy sabemos es
altamente discutible pues es también probable que
esta micro variante de E. granulosus s.s. llego a
América y Argentina con la colonizacién Espanola.
Estas mismas muestras fueron usadas por Zhang et
al (1999) en una comparacion con 40 muestras de
China mediante el andlisis de genes mitocondriales
coxl y nadl basado en Bowles et al (1992, 1993).
Posteriormente, Kamenetzky et al (2000) analizaron
10 muestras de distintas especies para determinar un
método para la extraccion de ADN de la membrana
germinativa de quistes fértiles e infértiles. Basados
en 379pb del gen coxI 9 muestras fueron clasificadas
como Gl (2 ovinos y 1 humano de Rio Negro,
2 bovinos de Corrientes), otras tres muestras
fueron clasificadas como Gl, sin embargo los
autores describen polimorfismo en estas secuencias
entendiendo que se trata de dos haplotipos de G1:
en dos muestras bovinas de Tucuman y una muestra
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humana de Santiago del Estero. Una muestra de cerdo
de Tucuman fue clasificada como G7. Kamenetzky et
al (2002) publicaron la mds amplia investigacién de
variabilidad genética de E. granulosus en Sudamérica
analizando 147 muestras en total incluyendo 5 de
Brasil, 1 de Bolivia, 3 de Chile, 3 de Peru y 1 de
Uruguay. En total de las 134 muestras de Argentina
65 correspondieron a GI1, 11 a G2, 5 a G5, 28 a G6
y 27 como G7. Este fue el primer reporte de G5
en Sudamérica (Argentina y Brasil), incluyendo 1
muestra humana en Argentina. Cinco haplotipos
de G1 fueron descritas en este estudio denominadas
GIA-GIE. Asi también fue detectada variabilidad
en el genotipo G7 (G74) y también fue detectada la
infeccién mixta en un perro con los genotipos G1 y
G6. Haplotipos de E. granulosus s.s. y de E. canadensis
G7 fueron descritas en Argentina por Haag et al
(Haag, Ayala et al. 2004) en 113 muestras de distintas
partes de Argentina. Lamentablemente los autores
no proporcionaron el origen exacto de las muestras
y solo se refirieren a ellas si fueron obtenidas en
el Norte, Centro o Sur de Argentina. Los autores
insisten en que es posible que el genotipo G2 haya
llegado a Argentina procedente desde Australia. Los
autores intentaron hacer interesantes correlaciones
entre los haplotipos descritos y el movimiento de
animales dentro del pais, interesantemente algunos
haplotipos parecen tener cierta restriccion geografica
en Argentina, desafortunadamente este tipo de
investigacion no tuvo continuidad.

Solo E. granulosus s.s fue encontrado en la
primera investigaciéon de epidemiologia molecular
del parasito en la isla Tierra del Fuego (cuya soberania
es compartida con Chile) en 8 muestras de ovinos
de la parte Argentina de la isla (Zanini, Gonzalo
et al. 2006), futuras investigaciones son necesarias
para comprobar si en la Isla de Tierra del Fuego
existe menos variabilidad quizas por el aislamiento
geografico de esta zona de Argentina y Chile.

Andresiuk et al (2009) también describid
haplotipos de E. granulosus s.s. comparando muestras
de bovinos de Argentina (Buenos Aires) y Espana
usando 366pb del gen coxI y 471pb del gen nadhl.

Soriano et al (2010) identifico a los caprinos
como reservorio del genotipo G6 en la Provincia de
Neuquén en la Patagona Argentina ya que 21 de 23
muestras de caprinos pertenecieron a este genotipo,
asi también una muestra canina fue identificada de la
misma manera. El genotipo G7 fue identificado en 18
muestras de cerdos y el genotipo G3 fue identificado
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en 1 oveja, GI en 15 ovinos, 2 caprinos y nueve
caninos; tres haplotipos de G1 fueron identificados
(GU980906-14). Esta fue la primera vez que el
genotipo G3 fue hallado en Argentina y Sudamérica.
Andresiuk et al (2012) estudiaron 42 muestras de
bovinos y 34 de ovinos analizados con 339pb del
gen coxl y 871pb del gen nadl, todas las muestras
fueron identificadas como Gl excepto por una
muestra de ovinos que fue descrita como G2 y una
muestra de bovinos que fue diagnosticada como G5.
Sin embargo siete haplotipos de G1 fueron descritos
(C1-C7), C1-C3 previamente descritos en Argentina,
la gran mayoria de las muestras (31 bovinos y 24
ovinos correspondieron a Cl, C2 (2 bovinos),
C3 (3 bovinos y 3 ovinos), C4 (1 bovino), C5 (1
bovino), C6 (1 ovino) y C7 (5 ovinos); mientras que
haplotipos C4-C7 fueron descritos por primera vez.
Las 871pb del gen nadl demostraron la presencia de
3 haplotipos (N1-N3). Finalmente E. granulosus s.s.
fue encontrado en solo 1 de 34 zorros de la provincia
de Buenos Aires (Scioscia, Petrigh et al. 2016).
Finalmente Laurimae et al (Laurimae, Kinkar et
al. 2016) detecto 29 haplotipos a partir de 52 muestras
con muestras de cuatro paises de América. De 36
muestras extraidas desde Argentina (16 bovinos,
19 ovinos), la mayor parte de los cuales provenia de
Buenos Aires se obtuvieron 17 haplotipos diferentes,
el haplotipo ARGO1 (KX039937) fue el mas
comunmente encontrado en 16 muestras sugiriendo
para los autores que este puede ser un genotipo
ancestral de los otros encontrados en Argentina por
su localizacion central en la el diagrama de la red de
haplotipos el halogrupo 1. Sin embargo es importante
recordar que el nimero de muestras analizadas es
bajo (36) y mas atin muchas de ellas provienen de
la misma area geografica. Los autores senalan que el
transporte de animales como la mayor causa de la
variabilidad encontrada, sin embargo es mas posible
que esta se deba a la multiple entrada del parasito
desde los tiempos de la colonizacién espaiola.

Brasil

E. granulosus s.s. esta presente en Brasil junto a E.
ortleppiyE. canadensis G7 principalmente en el estado
de Rio Grande do Sul. Siete variantes del genotipo G1
fueron identificadas por Haag el al (1999) basados
en el analisis de 6 genes (EgAg4, EgAgB/1, EgAg6,
EgHbx2, EgActIIl y EgNDI1(nadhl)), de los cuales
EgAg4 y EgAg6 presentaron el mayor polimorfismo.
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En cuanto al genotipo G2 tres variantes de este
genotipo fueron encontradas en las muestras de
Brasil; el gen coxl no fue analizado. Estas muestras
fueron también estudiadas en investigaciones previas
(Haag, Araujo et al. 1998) que pretendian elucidar
el sistema de reproduccion de E. granulosus. En otra
investigacion con muestras de Brasil, 38 muestras
descritas como G1 basados en la secuencia del
gen coxl, incluyendo 26 muestras de bovinos y 12
muestras de ovinos mientras que dos muestras
de bovinos correspondieron al genotipo G5,
lamentablemente las secuencias no estan disponibles
en bases de datos como GenBank (de La Rue, Dinkel
et al. 2006). Las muestras fueron recolectadas de
tres ciudades del estado de Rio Grande do Sul
incluyendo: Santa Maria, Bagé y Rosario do Sul.
Desafortunadamente no se entregan mas datos del
lugar exacto donde el genotipo G5 fue encontrado,
esto podria tener consecuencias en la diversidad
genética de Echinococcus granulosus en Uruguay, pais
limitrofe con Brasil, de hecho la ciudad de Bagé se
encuentra a solo 46 km del borde con Uruguay.

Genotipos Gl y G3 asi como G5 fueron
identificados en humanos y animales en muestras del
sur de Brasil (Santana do Livramento, Rio Grande
do Sul). Seis muestras de humanos y parasitos
adultos obtenidos desde 12 perros fueron usadas
para amplificar secciones de los genes coxI (395pb)
y 12S rRNA (313pb). Se detecté G1 en cuatro casos
humanos, G3 y G5 en otras dos muestras humanas.
En el caso de los pardsitos adultos, 10 muestras
fueron identificadas como G1 uno como G3 y uno
como G5. Siete de los parésitos adultos fueron 100%
idénticos a M84661, cuatro muestras humanas y tres
de perro fueron identificados como 4 micro variantes
de G1. La secuencia M84663 (G3) fue encontrada
en una muestra de perro y una humana, los autores
seflalan la importancia de diagnosticar G3 por
primera vez en Sud América (de la Rue, Takano et al.
2011). Cuando se analiz6 la secuencia del 12S rRNA
se encontraron diferencias entre G1, G3 y G5, sin
embargo no se detect6 variabilidad entre las muestras
de cada genotipo. Las secuencias del 12S rRNA gen
de G1 fueron 100% idénticas a AB451502. Santana
do Livramento es una ciudad que estd dividida por
la frontera entre Brasil y Uruguay, esto hace atin mas
importante la investigacion del posible infeccion con
G5 en Uruguay dada la cercania con focos de este
genotipo en Brasil.

Balbinotti et al (Balbinotti, Santos et al. 2012)
analizo el mayor numero de muestras publicado
hasta ahora en Sudamérica, en este caso de bovinos
del estado de Rio Grande do Sul. Secuenciando 444pb
del gen coxI de un total de 638 quistes fértiles: 361
fueron identificados como G1 (56.6%), mientras que
277 quistes fueron identificados como G5 (43.4%).
De 40 quistes infértiles 37 fueron identificados
como G1 (92.5%) y 3 como G5 (7.5%). Los autores
sugieren un incremento en la prevalencia de G5 en
Brasil en los ultimos afios, especialmente la alta tasa
de G5 en quistes fértiles remarca la importancia de
la deteccion de este genotipo dado que es infectivo
para humanos. Finalmente Monteiro et al (2014)
publicaron resultados de las secuencias del gen cox1
de E. granulosus obtenido de cerdos en el estado de
Rio Grande do Sul entre 2008 y 2011. Cinco muestras
fueron genotipificadas, en 2 de ellas se identifico G1
mientras que G7 estuvo presente en las tres restantes.
Laurimae et al (Laurimae, Kinkar et al. 2016) analizo
9 muestras de bovinos de Brasil de los cuales se
describieron 6 haplotipos basados en 8,279pb del
genoma mitocondrial de E. granulosus s.s.

Bolivia

La informacién con respecto a la epidemiologia
de la EQ en Bolivia es mds bien escasa, mas aun
cuando se trata de saber que especies o genotipos de
E. granulosus estan presentes en este pais. La tinica
informacién disponible es de una muestra extraida
de humano clasificada como G1 por Kamenetzky et
al (Kamenetzky, Canova et al. 2000).

Chile

Solo tres estudios relacionados con la variabilidad
genética de E. granulosus en Chile han sido
publicados. Primero, Manterola et al (Manterola,
Benavente et al. 2008) analizo la secuencia de 366pb
del gen coxI a partir de 20 muestras de quistes
hidatidicos extraidos a humanos de Temuco (Regioén
Araucania). Del total de 20 muestras, 19 fueron
identificadas como E. granulosus s.s. y una muestra
correspondi6 con el genotipo G6 de E. canadensis,
lamentablemente no hay informacién con respecto
a si este paciente se infecté en territorio Chileno.
El segundo trabajo publicado con informacién de
Chile reporto la presencia de E. granulosus s.s (G1)
en 12 quistes de bovinos y una de humano asi como
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una variante no previamente descrita muy similar
a G3 (Espinoza, Salas et al. 2014). Recientemente
Alvarez et al (Alvarez Rojas, Ebi et al. 2016) analizo
la micro diversidad de 69 muestras de E. granulosus
s.s. obtenidos desde distintas regiones de Chile. En
este trabajo se usd una secuencia de 1,609 pb del
gen mitocondrial coxl permitiendo comprender
en forma detallada la variabilidad de este parasito.
La comparacion de las secuencias obtenidas en este
estudio con secuencias del mismo gen obtenidas a
partir de E. granulosus s.s. de otros lugares del mundo
permiti6 identificar al haplotipo EGO1 como el mas
comun entre las muestras analizadas. Finalmente,
Laurimae et al (Laurimae, Kinkar et al. 2016) analizo
6 muestras de bovinos de Chile encontrando 4
haplotipos diferentes basados en 8,279pb del genoma
mitocondrial de E. granulosus s.s.

Peru

Santivafez et al (2008) describié la presencia
de E. granulosus s.s. en 19 muestras humanas y
E. canadensis G6 en una muestra del mismo pais.
Moro et al (2009) analizo 71 muestras (32 ovinos, 16
bovinos, 12 porcinos, 6 caprinos and 5 humanos); 57
de estas muestras corresponden a cinco haplotipos
diferentes de E. granulosus s.s. designados Egra-A
(accession number: AB458672), Egra-B (AB458673),
Egra-C (AB458674), Egra-D (AB458675) y Egra-E
(AB470527). Siete muestras correspondieron
al genotipo G6 de E. canadensis (5 caprinos y 1
humano), a partir de estas muestras se determinaron
dos haplotipos designados Ecan-A (AB458676)
y Ecan-B (AB458677). Ocho muestras de cerdos
fueron identificados como un dnico haplotipo de
G7 denominado Ecan-C (AB458678). En el caso
de la secuencia del gen nuclear efla, este pudo ser
amplificado en 67 de las 71 muestras. De estas, 55
correspondieron a E. granulosus s.s. y 12 muestras
correspondieron a E. canadensis, en este caso las
secuencia de efla fue 100% idéntica entre G6 y G7.
Esta fue la primera vez en la que el genotipo G7
fue descrito en Pert, las muestras fueron obtenidas
en las cercanias de Lima lo que sugiere riesgo para
infeccién humana. Sanchez et al (Sanchez, Caceres
et al. 2010) estudiaron 96 muestras que fueron 100%
idénticas al genotipo G1 como fue descrito por
Bowles et al. 1992. Tres muestras de Ayacucho fueron
idénticas a una micro variante de G1 (EU178104)
previamente descrita en Turquia por Vural et al
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(Vural, Baca et al. 2008). Cuatro quistes hidatidicos
obtenidos de llamas de la localidad de Puno y 8 de
cerdos de Ayacucho fueron analizados por Sanchez
et al (Sanchez, Caceres et al. 2012) amplificando el
gen coxI (399pb) y nadl (765pb). Las muestras de
alpacas y cuatro de los cerdos fueron clasificadas
como GI; de ellas una muestra de alpaca y tres de
cerdo fueron 100% idénticas a las referencias usadas
para este genotipo por estos autores (U50464,
GU233854 originalmente descrito en Puno (Sanchez,
Caceres et al. 2010) y GU233945 originalmente
descrita en Ayacucho (Mata-Miranda, Osnaya-
Palma et al. 2007); las otras tres muestras de alpaca y
una de cerdo fueron idénticas al genotipo G1 descrito
por Bowles et al (M84661). Las cuatro restantes
muestras de cerdo correspondieron al genotipo G7.
Yanagida et al (Yanagida, Mohammadzadeh et al.
2012) analizo treinta muestras fueron seleccionadas
aleatoriamente a partir de 57 muestras originalmente
analizadas por Moro et al (Moro, Nakao et al. 2009).
Solo tres haplotipos fueron descritos a partir de estas
treinta muestras: el haplotipo EG01 en 16 muestras,
el haplotipo EG44 en 13 y el haplotipo EG43 en una.

Uruguay

La informacién relevante con epidemiologia
molecular de E. granulosus es muy escasa, cinco
muestras de bovinos han sido caracterizados como
E. granulosus s.s. (G1) (Kamenetzky, Gutierrez et al.
2002, Cucher, Macchiaroli et al. 2016). E. ortleppi ha
sido recientemente descrito afectando dos muestras
de bovinos de este pais (Cucher, Macchiaroli et al.
2016). Interesantemente, E. granulosus s.s. (G1) fue
detectado en un gato doméstico que estuvo asociado
a un cuadro de inmunodeficiencia felina lo que
puede explicar en parte el desarrollo de este parasito
en el gato el cual no es usualmente un hospedero
intermediario para este parasito (Armua-Fernandez,
Castro et al. 2014).

México y América Central

E. granulosus no representa un mayor problema
en México ni en América Central. Solo esporadicos
reportes han sido publicados con escasa informacion
relevante a la epidemiologia molecular del parasito en
esta drea. Se sabe que E. canadensis G7 esta presente
en cerdos en México asi como E. ortleppi (Maravilla,
Thompson et al. 2004). En otra publicacion se



Revista Parasitologia Latinoamericana

confirmo la presencia de E. canadensis G7 en cinco
quistes de higado porcino asi como E. granulosus
s.s. (Villalobos, Gonzalez et al. 2007). Los autores
describen la presencia de haplotipos de este parasito
en las muestras analizadas. Subsecuentemente
la variabilidad genética de E. canadensis G7 fue
confirmada en México sugiriendo que el parasito
arribo a este territorio en multiples ocasiones
(Rodriguez-Prado, Jimenez-Gonzalez et al. 2014).
Recientemente una sola muestra de E. granulosus
s.s. de México fue incluida en la investigacion
secuenciando 8,279pb del genoma mitocondrial; la
secuencia fue agrupada en un haplotipo especifico
con muestras de Sudamérica (Laurimae, Kinkar
et al. 2016). Lamentablemente no hay informacién
de epidemiologia molecular de algin caso de EQ
de América Central como Guatemala, El Salvador,
Honduras, Cuba, Panama (Sousa and Lombardo
Ayala 1965, Sanchez, De Bernard et al. 1992) y Costa
Rica (Brenes Madrigal, Sousa et al. 1977) o Cuba que
es el unico pais que reporta transmisiéon autéctona
del parasito (Gonzélez Nuifiez, Diaz Jidy et al. 2001,
Escalante, Espinosa Gomez et al. 2012).

Estados Unidos y Canada

El principal parasito responsable de la EQ en
estos dos paises es E. canadensis (G8 y G10) asociado
a ciervos como hospederos intermediarios (como
Alces alces, Rangifer tarandus y Cervus canadensis)
y el lobo (Canis lupus) como hospedero definitivo
en Canadd, Alaska y la frontera de USA con
Canada. E. canadensis G10 ha sido documentado
en un ciervo en el estado de Washington mientras
que G8 ha sido reportado en Alaska, Minnesota y
Maine Maine (Bowles, Blair et al. 1994, Thompson,
Boxell et al. 2006, Lichtenwalner, Adhikari et al.
2014). E. canadensis (G8) ha sido identificado en un
humano en Alaska (McManus, Zhang et al. 2002),
asumiendo que la mayor parte de los casos humanos
corresponden a personas que se han infectado
en otros paises. E. canadensis (G8 y G10) han
sido reportados en animales silvestres en Canadd
(Thompson, Boxell et al. 2006, Schurer, Shury et al.
2013, Schurer, Gesy et al. 2014). Lobos infectados con
E. Canadensis G8 han sido encontrados en British
Columbia, Saskatchewan, Manitoba, y los territorios
al noroeste, lobos infectados con E. Canadensis
G10 tienen una distribucién similar ademas de
encontrarse en el estado de Alberta (Thompson,
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Boxell et al. 2006, Bryan, Darimont et al. 2012,
Schurer, Gesy et al. 2014). E. canadensis (G10) ha
sido descrito en perros domésticos en Saskatchewan
(Himsworth, Jenkins et al. 2010). Mientras que el
ganado (ovinos, porcinos y bovinos) se han visto
tradicionalmente afectados por E. granulosus s.s. Ya
que la enfermedad no es considerada importante
en estos paises, recientes estudios de pardsitos en
perros no han buscado la presencia de E. granulosus
lo que impide tener mayor informacién de especies o
genotipos circulando (Gates and Nolan 2009, Little,
Johnson et al. 2009).

Conclusiones

El conocimiento de la epidemiologia molecular
de E. granulosus s.l. en el continente Americano es
aun incompleto. Por un lado existe un profundo
conocimiento de la presencia de genotipos en
Argentina. Asi mismo investigadores de Peru y
Brasil han producido importante informacién con
referencia a los genotipos presentes en los respectivos
territorios. Sin embargo aun son necesarios este tipo
de estudios en paises como Chile, Uruguay y Bolivia.
En relaciéon a la vacuna EG95 serfa importante
considerar  analisis moleculares de quistes
encontrados en animales vacunados en el territorio
Argentino y también en programas pilotos que se
estan realizando en dos regiones de Chile. Esto
para determinar si la vacuna es capaz de proteger
contra otras especies que no sean E. granulosus s.s.
Asi mismo es importante considerar que antigenos
usar para el diagnostico de esta enfermedad en édreas
donde mas de una especie del parasito esta presente.
Ademas es importante poder determinar si la
presencia de distintos haplotipos del parasito puede
producir diferencias en patrones de transmision de
la enfermedad. Finalmente como fue mencionado
anteriormente, la colaboracion entre investigadores
es vital para proveer de importantes nuevos
conocimientos que puedan ayudar a un mejor disefio
de los programas de control de esta enfermedad.
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Summary

In Chile, zoonotic diseases with high impact are still present, associated with economic losses and social
connotation. Among these diseases we can mention hydatidosis, which is a parasitic anthropo-zoonosis of
great importance in the country, which can be absolutely prevented. Hydatidosis is an endemic and hyper-
endemic infection that, despite its social and economic connotation, remains a public health problem that has
not been fully addressed and therefore remains unresolved.

The reported cases of human hydatidosis have an annual average of 304 cases, while classified deaths have
an annual average of about 26.6 deaths. The geographical distribution of hydatidosis is not homogeneous, a
higher incidence is described as one moves towards the south. Its distribution is associated with the livestock
population, where the regions of Aisén and Magallanes concentrate more than half of the country’s sheep
farming associated with traditional and extensive management systems with a large canine population. The
available evidence confirms that hydatidosis is a preventable disease and considering that the conditioning
factors and their form of control are known, in Chile it is feasible to reduce, through access to education,
information and participation of the population in the control measures and Prevention in the different risk
groups (canine registration, antiparasitic treatment, control of the canine population); Sanitary inspection of
slaughter animals and their meat (in application in the slaughtering plants of the country) and strengthening
epidemiological surveillance systems.

Introduccion
La complejidad de estas enfermedades esta

determinada por los multiples determinantes que
participan en la exposiciéon al agente y posterior
desarrollo. Existen determinantes estructurales como
el nivel educacional, nivel socioeconémico, patrones
antropoculturales, y practicas de produccion
agricolas, que van a impactar en los patrones
epidemiolégicos y en su distribucién. Tienen en
comun que afectan principalmente zonas o areas

Segin la Organizaciéon Panamericana de la
Salud (OPS), existen a nivel mundial enfermedades
infecciosas, la mayoria zoonosis, que representan
una gran carga social y econdmica a los afectados,
las cuales han sido llamadas las “enfermedades
desatendidas” porque no son consideradas problemas
de salud publica. Estas enfermedades generalmente

no dan emergencias epidemioldgicas destacadas - e
por lo cual no llaman la atencién de los medios de rurales, o localidades con caracteristicas rurales en

comunicacién y entre los diferentes sectores (Roses los que generalmente el acceso alos servicios de salud
2005). por parte de la poblacion es limitado. Por lo tanto,

la pobreza juega un rol relevante en los indicadores
de incidencia y prevalencia en estas enfermedades
(Irabedra & Salvatella 2010).

En Chile, a pesar del importante cambio en el
perfil epidemioldgico de la carga de enfermedad-
aun persisten enfermedades zoonoticas, algunas de
las cuales con gran impacto debido a su asociaciéon
con pérdidas econdémicas y connotaciéon social.
Dentro de estas enfermedades podemos citar la
hidatidosis, que es una antropo-zoonosis parasitaria
de gran importancia en el pais, la cual puede ser
absolutamente prevenida. En Chile, la hidatidosis es

Estas enfermedades que afectan a los animales y
especialmente, las que son trasmitidas al hombre, no
solo afectan la salud, sino que representan un freno
para el desarrollo social y econémico, provocando
disminucién en la produccién pecuaria, impacto
en ecosistemas, economia, turismo y comercio, en
conjunto con la puesta en riesgo de la seguridad
alimentaria, particularmente de la poblaciéon de
escasos recursos. Por otra parte, indirectamente
generan pérdidas por un bajo rendimiento laboral,
morbilidad, impacto negativo en la calidad de vida y
en ocasiones defunciones humanas (Martinez 2011).
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una infeccion de cardcter endémico e hiper-endémico
que, a pesar de su connotacion social y econdmica,
sigue siendo un problema de salud publica no
abordado en forma integral y que en consecuencia
permanece no resuelto (Martinez 2014).

La enfermedad

Esta enfermedad zoondtica es causada por formas
larvarias de varios géneros del parasito de la Clase
Cestoda, Orden Cyclophyllidea, Familia Taeniidae,
Género Echinococcus. Existen diferentes especies
de Echinococcus, pero soélo cuatro -E. granulosus,
E. multilocularis, E. oligarthrus y E. vogeli- son
reconocidas como taxonémicamente relevantes y las
cuales son patogénicas para el humano (5).

E. vogeli y E. oligarthrus son agentes zoonoticas,
cuya infeccion se denomina equinococosis
poliquistica (Roses 2005).

El ciclo de vida del parasito incluye dos
hospederos: hospedero definitivo o carnivoro
(especialmente el perro), donde los pardsitos
desarrollan en el intestino la fase adulta o estrobilar;
y hospedero intermediario-herbivoro u omnivoro
(ovino, caprino, bovino o porcino)- donde se
desarrollan las formas larvarias o metacéstode, en
los tejidos en forma de quiste (“quiste hidatidico”)
especialmente en higado y pulmén. El hombre se
sitia como hospedero accidental en el grupo de
hospedero intermediario (Osorio & Godoy 2008).
Los perros eliminan huevos del pardsito mediante
sus excrementos, los que se diseminan sobre su
pelaje y contaminan el medio ambiente. Los hombres
ingieren estos huevos al acariciar sus perros y llevarse
las manos a la boca o al trabajar en jardines y campos
o por la ingestion de verduras o aguas contaminadas
con materia fecal canina (Cortés & Valle 2010). Si
bien el contagio ocurre a cualquier edad, es mas facil
en los primeros anos de vida dado los habitos de
los menores de edad que favorecen la ingestion de
huevos desde las heces de los hospederos definitivos
(Martinez 2014) (Fig.1).

22
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(fase adulta o estrobilal

Huevos
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s larvarias o metacestt

Figural. Ciclo de transmision de E. granulosus

Luego, una vez ingeridos los huevos por el ser
humano, en el intestino delgado son liberadas
las larvas, las cuales penetran la pared, llegando
preferentemente al higado, donde en conjunto
con la reaccion del hospedero se forman quistes.
Adicionalmente, se pueden localizar en otros sitios
como pulmones, cerebro, rifién, bazo y otros tejidos,
donde finalmente al desarrollarse ejerceran presion
sobre ellos y al expandirse pueden inducir atrofia y
posteriormente necrosis por presion en los tejidos
circundantes (Fig. 2). Durante el curso natural de la
enfermedad, la fase del quiste hidatidico es variable.
Algunos quistes pueden crecer a un promedio de
1-30 mm por afio y pueden pasar muchos aios
sin transformacién. Excepcionalmente, puede
producirse una ruptura natural y desaparecer
completamente (Menezes da Silva 2010). Por otra
parte, una de las complicaciones mas frecuentes es
la ruptura del quiste, lo que puede desencadenar una
reaccion anafilactica y puede conducir a la siembra
secundaria y formacién de nuevos quistes en las
serosas, peritoneo, pleura, etc (Sanchez 2002).
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Figura 2.- Quiste hidatidico pulmonar complicado en un
hombre joven. Se aprecia en el l6bulo inferior derecho una
cavidad con un nivel hidro-aéreo (camalote). Se aprecia
la separacion entre la adventicia y la cuticula y pequefias
burbujas entre estas capas (neumoperiquiste).

El diagnostico se basa en datos epidemiologicos,
clinicos, radiolégicos y de laboratorio (OPS 2004,
Canals 2012). Adicionalmente, se ha considerado
que la ecograffia es una técnica muy importante
para el diagnoéstico y seguimiento post tratamiento.
También se describe que la resonancia magnética
serfa tutil para determinar la viabilidad de los quistes
y reconocer su estadio (Amez & Castafieda 2002,
Canals 2012). Mientras, la reaccion de polimerasa
en cadena (PCR) permitiria entregar un diagndstico
definitivo. Ninguna técnica por si sola otorga un
diagnéstico infalible por lo cual es necesaria la
complementariedad de técnicas diagnésticas (OPS
2004).

En relacién al tratamiento, historicamente, esta
enfermedad ha sido considerada de resolucion
quirdrgica (mediante cirugia abierta o asistida
por ecografia), donde se elimina el (los) quiste(s),
y se procede a la correccion de sus efectos en el
organo afectado y de las posibles complicaciones
(Amez & Castafieda 2002). Hoy se aplica terapia
farmacolégica a casos inabordables y a las
localizaciones abdominales que se pueden controlar
por imagenologia (Roses 2005).

El tratamiento farmacoldgico, como por ejemplo
la administracién de albendazol, a una dosis de 10
mg/kg/dia, en una toma diaria luego del desayuno,
en ciclos de 30 dias, estd indicado en portadores
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asintomaticos de quistes hidatidicos, principalmente
hepdticos, teniendo en cuenta el tipo, tamano y
localizacion. También en quistes inoperables y como
tratamiento pre y post quirurgico (1).

Epidemiologia

En Chile la distribucién geografica de la
hidatidosis no es homogénea, se describe una mayor
incidencia a medida que se avanza hacia el sur. Su
distribucion esta asociada a la poblacién ganadera,
donde las regiones de Aisén y Magallanes concentran
mas de la mitad de la ganaderia ovina del pais
asociados a sistemas de explotacion tradicionales y
extensivos de manejo con una importante poblacion
canina (Martinez 2014).

En nuestro pais, los casos notificados de
hidatidosis humana tienen un promedio anual de 304
casos, mientras las muertes clasificadas segiun CIE10
(codigos B67.0 a B67.9) tienen un promedio anual
cercano a 26,6 defunciones. Estos indicadores a nivel
pais estiman una tendencia al decrecimiento, sin
embargo estos indicadores esconden las realidades
regionales, donde no sélo existe una distribucion
geografica heterogénea asociada a la economia
bésica, evidenciada por el aumento de los casos a
medida que se avanza hacia el sur, si no también, por
las diferencias en la calidad y acceso a las prestaciones
de salud (Martinez 2014).

De acuerdo a la distribuciéon regional sin
considerar el sexo, las mayores tasas de mortalidad
2000-2010, corresponden a las regiones de La
Araucania (7,64 muertes por 100 mil habts.),
Aisén (6,04 defunciones por 100 mil habts.), Los
Lagos (3,83 muertes por 100 mil habts.) y Maule
(3,72 decesos por 100 mil habts.), sobrepasando la
tasa promedio del pais (1,8 por 100 mil habts.). En
hombres, la distribucién regional de las tasas de
mortalidad cambia levemente, donde se mantiene
la Regién de La Araucania con la mayor tasa de
mortalidad (8,46 muertes por 100 mil hombres),
seguido por las regiones del Maule (4,14 defunciones
por 100 mil hombres), Aisén (3,82 decesos por 100
mil hombres) y Los Lagos (3,77 muertes por 100 mil
hombres), todas sobre el promedio para el sexo en
el periodo (2,04 defunciones por 100 mil hombres).
En las mujeres, la mayor concentracién se registra
en la Region de Aisén (8,51 defunciones por 100

! Comunicacién personal Dr. Jensen, 2014
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mil mujeres), luego La Araucania (6,84 muertes por
100 mil mujeres), Los Lagos (3,88 decesos por 100
mil mujeres) y Maule (3,30 defunciones por 100 mil
mujeres), todas sobre el promedio para el sexo en
el periodo (1,57 defunciones por 100 mil mujeres)
(Martinez 2014).

Como se ha descrito anteriormente, esta
enfermedad es transmitida a cualquier edad y de
hecho Martinez (2011), sefiala que los afectados
poseen mayoritariamente entre 30 y 59 anos de
edad, grupo de edad que se encuentra en plena
actividad productiva en términos laborales. Incluso
se menciona que es importante considerar que
la poblacién chilena esta mds envejecida, lo cual
significa que ha cambiado el indice de dependencia
demografica, por lo cual, al ser menor la proporcién
de personas en edades laborales, disminuye la
oportunidad para incrementar la productividad
nacional. Por lo tanto, esta enfermedad estd asociada
a pérdidas econdmicas importantes y no solo a
nivel humano sino también a nivel de produccion
animal (Martinez 2011). Sin embargo, en informe
de SEREMI de Salud Aisén se destaca la evolucién
de esta enfermedad en relacion al cambio de patron
epidemiolégico, evidencidndose un incremento de la
importancia relativa en nifios y jévenes, donde para el
afio 2009 sobre el 50% de los casos registrados fueron
en menores de 20 afios. Adicionalmente, este informe
también indica que actualmente el diagnoéstico de la
enfermedad se hace preferentemente en poblacién
urbana (PP y CIH 2010).

En relacién a la muerte por hidatidosis es posible
distinguir y aplicarle el concepto de “muerte evitable”,
el cual se ha discutido por décadas y hace referencia
a una atencion meédica efectiva y oportuna, que
potencialmente evita muertes prematuras que no
deben ocurrir. Por lo tanto, con el conocimiento
y la tecnologia sanitaria disponible en términos
de diagnédstico y tratamiento una proporcion
importante —sino el total- de muertes por esta causa
podrian ser evitadas. A nivel internacional existe
estandarizacion mediante listados de enfermedades
en donde la muerte es evitable, en la cual estd
incluida la hidatidosis. A la vez, una muerte por
complicacion de la enfermedad, también es evitable
dada la existencia de adelantos a nivel quirdrgico,
radiolégico, inmunoldgico y farmacoldgico (SS
MEXICO 2006), entre otras. Por lo tanto, la
informaciéon de mortalidad es importante para
entender de mejor manera la carga de enfermedad y
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evaluar la efectividad de las intervenciones de salud
publica. Consecuentemente, a través de las tasas de
mortalidad se puede evaluar la efectividad de las
acciones en salud, en términos de acceso, calidad y
oportunidad.

El impacto econdmico y en salud

En Chile, se producen anualmente sobre 300
casos nuevos de hidatidosis que segtin diferentes
estadisticas, ocupan un promedio cercano a 10 dias-
cama (Olivares 2010). Por otra parte, de acuerdo con
los anuarios de egresos hospitalarios del Ministerio
de Salud se observa una mejoria de este indicador,
explicado por el avance tecnoldgico en medicina,
particularmente en las técnicas quirtrgicas, las
cuales en general son menos invasivas, por lo tanto
se requiere de menor estadia hospitalaria (Pavletic
2004).

Sin embargo, a pesar de esta reduccion del periodo
de hospitalizacion, el costo por este concepto sigue
siendo alto. Asi, utilizando los dias-camas promedio
oficialmente registrados para el aflo 2008 (14,5 dias
y 498 egresos hospitalarios), y considerando el valor
a 2011, de $27.900, asignados por FONASA al dia
cama de los servicios de cirugia de los hospitales tipo
uno, en los que se realizan estas intervenciones, se
puede estimar en mas de 200 millones de pesos el
costo que para el sistema de salud publica tiene cada
afo esta zoonosis, solo por el concepto de dias-cama.(2)

Segtin estimaciones del impacto econémico de
esta enfermedad en nuestro pais por Venegas et al
(2014) los costos por concepto de prestaciones y
examenes en el sector publico son estimados en USD
2.678, a lo cual se le suma los costos por licencias
médicas equivalentes a USD 238. Adicionalmente,
se estimé el impacto por decomisos de visceras y
pérdida en la produccion de carne equivalente a USD
8.699.614.

El costo total fue estimado sumando las pérdidas
a nivel humano y animal, lo que dio un valor anual
de USD 14,35 millones al 2013 (Venegas et al. 2014).

Por ser una enfermedad que genera alto impacto
socioecondémico (dias no trabajados, cirugia y
recuperacion, exdmenes, medicamentos, consultas

2 Estimacion segtin datos del Arancel FONASA del Régimen de
Prestaciones de Salud en la Modalidad de Atencion Institucional
2011. Comunicacion personal Sr. Pietro Cifuentes, diciembre 2011.
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médicas y prestaciones anexas) el Ministerio
de Salud de Chile (MINSAL) incorpord esta
enfermedad al sistema de notificacion obligatoria
y segun Acufa et al (2008) es obligatoria desde
1951 (Vidal et al. 1994, Acuna et al. 2008, MINSAL
2004, 2000). Al ser una enfermedad de notificaciéon
obligatoria (ENO) vy ratificada de acuerdo al
Decreto Supremo N°158 ex 712, afio 2000, se deben
caracterizar epidemiolégicamente los casos, forma
de presentacion y fuentes de infeccion, de manera de
interrumpir la transmision y desarrollar medidas de
prevencion y control en humanos. El sistema ENO
establece la obligacion de notificar diariamente la
sospecha de hidatidosis a la autoridad sanitaria
regional (MINSAL 2000).

Factores ambientales y socioculturales

Se ha de destacar que la hidatidosis es una
enfermedad multifactorial y que en su transmision
tienen importancia varios factores ambientales
antropogénicos, los cuales pueden ser influenciados
por el comportamiento humano o por eventos
naturales. Dentro de estos factores ambientales
antropogénicos podemos mencionar: el cambio
del uso del suelo, deforestacién, cambios en la
urbanizacién, sobrepastoreo y movimiento nacional
e internacional de personas, animales, alimentos y
mercancias, entre otros. Por otra parte, el potencial
impacto de las variables climaticas estd referido
fundamentalmente a los cambios en temperatura,
precipitaciones y humedad, las que actuarian
directamente sobre la viabilidad y desarrollo de los
huevos en el medio ambiente, e indirectamente sobre
la disponibilidad de alimento, lo cual influye en la
densidad y distribucién de las especies hospederas
(Rong et al. 2012).

Jensen (2011) divide los factores involucrados en
la dindmica de transmisién en factores extrinsecos,
entre ellos temperatura y humedad, agentes
dispersores de huevos, envejecimiento de los huevos;
factores socio-economicos, destacando las préacticas
ganaderas y la legislacion; y factores intrinsecos,
donde se encuentra el potencial bidtico e inmunidad,
tanto innata como adquirida.

Dentro delos factoresambientalesantropogénicos
podemos citar el cambio del uso del suelo relacionado
con la urbanizacién y a la vez interrelacionados
con el movimiento de animales, particularmente
domésticos, y entre ellos los canidos, hospedero
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definitivo del parésito.

Es un hecho ptblico y notorio que Ila
sobrepoblacién canina es un problema que afecta
a la mayoria de los centros poblados de nuestro
pais. Donde la ausencia de politicas publicas sobre
el tema contribuye a la generacién de multiples
consecuencias, que inciden tanto a nivel de salud
publica, medio ambiente y/o seguridad ciudadana
(Atkinson et al. 2013, Soto 2013).

De hecho, Lopez et al (2012) estima que en Chile
existe un perro por cada tres personas, siendo el
ideal recomendado uno por cada diez (Fuentealba
2002) y segtn datos de Ibarra (2003) la poblacion
total canina en Chile fluctuaria entre los 2,6 y 3,4
millones de perros y que el 75% de estos animales,
pese a poseer un propietario deambulan sin sujecion
ni control por las calles y que tan sélo un 25% de esta
poblacién no posee domicilio, tenedor ni propietario
(Fuentealba 2002, Ibarra & Morales 2003).

En relacién a la transmisién de zoonosis, en un
estudio en Santiago de Chile, con cerca de mil perros
con sintomas diarreicos y con duefios, se identifico
que aproximadamente 70% de estos presentaron al
menos un pardsito y de estos la mitad de los casos
se tratd de agentes con potencial zoonético (TVN
2014).

El control

Se ha de recordar que es fundamental en la
interrupcién del ciclo bioldgico de este parasito
el controlar la fuente de infeccién en los perros,
entendiendo que el perro es la fuente primaria de
infecciéon humana en el ciclo de la hidatidosis. Y
por lo tanto, el control de los caninos es un punto
central a considerar en cualquier programa de
control y eliminacién de la hidatidosis, para lo
cual se ha de recurrir a la intensificaciéon de la
tenencia responsable de mascotas, donde se deben
incluir herramientas de educacién a la comunidad,
las que si bien es cierto producen resultados a
largo plazo, son fundamentales para alcanzar los
cambios de conductas sanitarias necesarias para
lograr el control y eliminacion de esta enfermedad.
La tenencia responsable de mascotas considera la
preocupacién por aspectos sanitarios y entre ellos
se ha de considerar el tratamiento antiparasitario. El
tratamiento estandar se inicié en 1975 con el tenicida
praziquantel a una dosis de 5 mg/kg que permite la
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reduccién en forma répida de los perros parasitados
con E. granulosus y la reducciéon de la biomasa
parasitaria en la poblacion y en el ambiente, donde el
intervalo entre desparasitaciones puede ser ajustado
localmente, de acuerdo a la tasa de reinfecciéon para
cada lugar en particular (OPS 2006). Sin embargo,
para lograr disminuciones de la carga parasitaria en
perros y consecuentemente reduccion del riesgo de
infeccion en el hombre y en el ganado se requiere
alcanzar niveles de cobertura efectiva superior al
80% de los perros existentes (Jensen 2011).

Laevidenciadisponibleconfirmaquelahidatidosis
es una enfermedad prevenible y considerando que se
conocen los factores condicionantes y su forma de
control, en Chile es factible la reduccion, mediante
acceso a la educacion, informacién y participacion de
la poblacion en las medidas de control y prevencion
en los diferentes grupos de riesgo (registro canino,
tratamiento antiparasitario, control de poblacién
canina); inspeccién sanitaria de los animales de
abasto y sus carnes (en aplicacién en las plantas
faenadoras del pais) y fortalecimiento de los sistemas
de vigilancia epidemiol6gica (SEREMI Bio-Bio 2014,
Troncoso 2000).

En la actualidad se menciona que para un
adecuado programa de intervencién es necesario
primero realizar un “diagndstico de situacion” al
inicio y al término del programa. Luego, considerar
un sistema de vigilancia integral, el cual debe
considerar un sistema de vigilancia en el hospedero
intermediario; en el hospedero definitivo (canino);
en el ambiente; y vigilancia y tratamiento oportuno
en el hombre, incluyendo un sistema de seguimiento
y diagnostico en contactos del paciente, incluyendo
el potencial tratamiento. Dentro de las medidas de
prevencion, se ha de considerar el control de huertas;
educacion sanitaria y control de la poblacién canina.

Entre las medidas de control se ha de priorizar
y mantener un sistema de desparasitacion canina
cada 45 dias con praziquantel a lo menos al 80%
de los caninos; vacunaciéon a ovinos, caprinos y
bovinos, donde se debe vacunar todos los aflos con
dos dosis corderos, chivitos y terneros, con al menos
un intervalo de 30 dias. Luego un refuerzo anual
(idealmente por 7 anos). Adicionalmente, al inicio
del programa se debe vacunar con dos dosis con al
menos de 30 dias de intervalo a todas las madres
(SEREMI Bio-Bio 2014).

También es de prioridad considerar el control de
faena, particularmente las domiciliarias, las cuales

26

han de considerar la cultura asociada a ello y por
lo tanto, ya no se considera como recomendacion
la eliminacidn, sino que enseflar una adecuada
disposicion de las visceras, incluyendo la no entrega
a caninos (Troncoso 2000).

En los paises de América del Sur, se han
desarrollado estrategias de control que han cambiado
desde las medidas que apuntaban fundamentalmente
a disminuir la infeccion en el hospedero definitivo,
a intervenciones que consideran la prevencion de
la infeccién del hospedero intermediario. Si bien,
se han logrado disminuciones en la frecuencia de
la infeccién tanto en los hospederos intermediarios
como definitivos, el registro de nuevos casos no ha
cesado, lo cual refleja que la transmision no ha sido
interrumpida (OPS 2004).

Dentro de la factibilidad del control, se ha
de mencionar la existencia de la enfermedad en
animales silvestres, lo cual podria suponer un menor
riesgo para el humano, debido a que los zorros viven
alejados de las zonas pobladas, estancias y puestos
patagonicos. Esta situacién sin embargo, supone un
obstaculo para la erradicacién de esta zoonosis, por
no ser alcanzado el ciclo silvestre, por la mayoria
de las estrategias aplicadas al ciclo domestico (Jensen
2014).

Un planteamiento actual es que se debe trasladar
el foco de visibilizaciéon de la enfermedad desde
el contexto clinico-quirurgico hacia el contexto
sociocultural, donde la enfermedad forma parte de
la cultura local, pero no se visibilizan con claridad
ni los contextos de riesgo, ni las conductas riesgosas
respecto a la infeccion. La poblacion afectada tiene
la capacidad de percibir el riesgo en términos de
dreas, situaciones y conductas, y consecuentemente
asumir medidas preventivas. Sin embargo, el resto de
la poblacién sigue no percibiendo el riesgo. Luego,
se insiste en la necesidad de la existencia de un
programa de control permanente de la enfermedad y
sus implicancias. La ausencia de medidas sistematicas
de control (desde 2001), ha significado un serio
retroceso no solo en el control de la equinococosis
en los animales afectados sino en el fomento de
cambios en las formas de pensar y actuar frente a la
enfermedad (Osorio & Godoy 2008).
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Figura 3. Medidas de prevencion y control (Modificado de Jensen O. 2014).
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Summary

Cystic echinococcosis is one of the main mandatory disease notification at the country level, and even more
so in the Region de La Araucania, an endemic area with extreme poverty and a high rural population dedicated
to cattle raising and sheep farming. With a known underreporting, hospital discharges by cystic echinococcosis,
provide valuable information regarding the dynamics of pathology in the short term, age and place of origin
of patients, economic costs, among others. Objective: To analyze the dynamics of hospital discharges due to
echinococcosis at the Hospital Hernan Henriquez Aravena, Temuco from 2005 to 2014. Results: The preliminary
analysis of our results does not differ much from the national situation. The total hospital discharges for this
period was 1092 with an annual average of 109, a mild predominance of 54% in males, with a median age
of 34 years and a high number of cystic echinococcosis in children under 15 years (26%). The mean time of
hospitalization was 20 days bed, above the national figures. The information collected indicates a mainly rural
and Mapuche ethnic population (31%). The main sites were hepatic (46%) and pulmonary (40%). Conclusions:
The analysis of hospital discharges provides useful information for the evaluation of current programs and
gives us an indication of the current situation of hydatidosis in La Araucania, this preliminary analysis will
contribute to the decision making in health and the planning of new strategies for epidemiological surveillance
and control of cystic echinococcosis in endemic areas such as the Region de La Araucania.

Keywords: Cystic echinococcosis, Echinococcus granulosus, Hydatidosis, Hospital discharge, Chile.

Introduction decomiso de higados de bovinos, porcinos y ovinos
en 2011 generd pérdidas econdmicas estimadas en
USD 1.449.931 (Venegas et al. 2014)

Incluida dentro de las patologias del “Reglamento
sobre Notificacién de Enfermedades Transmisibles
de Declaraciéon Obligatoria, DS 158/04”, su
periodicidad de Notificaciéon Diaria Obligatoria se
rige por la Norma Técnica N° 55 sobre “Vigilancia
Ginica especie endémica dentro de los diversos de Enfermedades Transmisibles”, Circular N° 51B/22
genotipos del complejo E. granulosus que han sido del 4/06/2009, Ministerio de Salud (MINSAL 2016)

identificadas en Chile (Mufioz 2007). Su ciclo de . El In§tituto de Salud Publica (ISP)’ rep or'té a
vida involucra huéspedes definitivo e intermediarios, ~ Nivel nacional que entre 1990y 2005, la incidencia de
el estado adulto del cestodo tiene habitat en el EQ humana se mantuvo estable, con cifras cercanas a
intestino delgado de perros que ingirieron visceras los 2 por cada 100.000 habitantes, con una tendencia
con quistes hidatidicos. Los huevos de la especie al .descenso hasta f:l 2012, con 278 casos reportados
Echinococcus son eliminados en las heces del perro ~ (Figura 1), a partir de cuando se ha observado un
e infectan via oral por fecalismo a los hospedadores ~ leve aumento de los casos, 305 en 2013y 315 en 2014
intermediarios, quienes desarrollan en sus visceras (DEIS 2016).
los quistes hidatidicos (CDC 2016).

Degranimportancia en lasalud ptblica de nuestro
pais, es considerada de alta endemia, principalmente
en zonas rurales afectando al ganado bovino y ovino,
provocando elevadas pérdidas econdémicas por
el decomiso de visceras infectadas, donde solo el

La Equinococosis quistica (EQ) o hidatidosis, es
una importante zoonosis producida por el estado
larvario de cestodos del género Echinococcus. De
distribucién mundial, endémica en Chile, de las
cuatro especies reconocidas patdgenas en el hombre
la EQ es causada por Echinococcus granulosus,
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Figura 1. Numero de casos de Hidatidosis (equinococosis)
notificados en el pais, Chile 1950 - 2014*

*Serie histdrica 1950 — 2014. Enfermedades de Notificacion
Obligatoria (ENO). Departamento de Estadisticas e
Informacion en Salud. DEIS. Ministerio de Salud

Los casos humanos, también involucran un
fuerte impacto econdmico, debido a que afecta
principalmente a individuos en edad productiva,
quienes tienen en promedio licencia médica por
EQ de 17 dias, lo que involucra, hospitalizaciones,
generalmente de resolucion quirurgica, examenes,
pérdida de producciéon por dias no trabajados,
recurrencias, entre otras. (Lorca et al. 2003; Venegas
etal. 2014). Las principales ubicaciones de los quistes
hidatidicos son hepdtica y pulmonar, frente a las
otras localizaciones, alcanzando ambas casi el 90%
de las ubicaciones de quistes hidatidicos humanos
(Salman et al. 2000; Lorca et al. 2003; MINSAL 2015).

El diagnoéstico se basa fundamentalmente en la
anamnesis, informaciéon clinica y epidemioldgica,
imagenologia (radiologia principalmente),
bioquimica con transaminasas alteradas y/o
hiperbilirruminemia, hemograma con eosinofilia
y mediante la asociacion de dos métodos
inmunoldgicos, ELISA y Western Blot (Cortes &
Valle 1987; ISP 2016).

El tratamiento es principalmente quirtrgico,
hoy en dia con procedimientos menos invasivos,
eficaces y con multiples ventajas como el PAIR
(Puncture-Aspiration-Injection-Reaspiration)
procedimiento de puncidn, aspiracion, inyeccion de
escolicida y re-aspiraciéon (PAIR) (Di Martino et al.
2014; Rajesh et al. 2014). Utilizado de preferencia en
nifios, disminuye la tasa de complicaciones, minima
invasividad, acortando las estadias hospitalarias y
por tanto, generando un tratamiento de menor costo.

A partir de 2015, el Ministerio de Salud implement6
el “Manual para el diagndstico, tratamiento,
prevencion y control de la hidatidosis en Chile”,
en el cual establece las nuevas directrices técnicas,
metodologias y procedimientos para la prevencion,
control y manejo clinico de la hidatidosis en Chile
(MINSAL 2015).

El objetivo del presente estudio descriptivo, fue
analizar la dindmica de esta enfermedad a través de
los egresos hospitalarios con diagndstico de EQ en
el principal hospital de la region de La Araucania,
donde se resuelven la mayoria de los casos de
hidatidosis de la region. El alto grado de ruralidad y
pobreza de la regién, hace de la hidatidosis una de las
patologia de mayor importancia y preocupacién en
el ambito de la salud humana, dado que a pesar de las
campanas de salud y prevencion realizadas, continta
siendo endémica.

Materiales y Métodos.

Se analizaron retrospectivamente los egresos
por equinococosis en el Hospital Hernan Henriquez
Aravena (HHHA) de Temuco, regién de La
Araucania, desde el ano 2005 a 2014, utilizando la
base de datos del HHHA filtrando mediante el cdigo
de Clasificaciéon Internacional de Enfermedades CIE-
10: Ciertas enfermedades infecciosas y parasitarias
(A00-B99), Helmintiasis (B65-B83), Equinococosis
(B67).

El HHHA, ubicado en la comuna de Temuco,
provincia de Cautin, Regién de La Araucania,
depende administrativamente del Servicio de Salud
Araucania Sur, y es el Gnico establecimiento de Alta
Complejidad de la red asistencial de la region, por
tanto es donde se resuelven quirtrgicamente, la gran
mayoria de los diagndsticos de EQ.

El metodo de analisis utilizado en los resultados
preliminares fue un analisis exploratorio descriptivo.

Resultados.

Se registraron 1092 egresos hospitalarios por
equinococosis, con un promedio anual de 109
egresos (Figura 2), fluctuando entre 87 (afio 2010)
y 140 (2005). La distribucion por edad fluctué
entre 2 y 93 afos, con un promedio de 34 afios. La
distribucién por sexo fue similar, con 46% del sexo
femenino, con un promedio de edad de 33 aios y
54% del sexo masculino, con un promedio de edad
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de 34 anos. Al realizar una distribucién por rango
etario (Figura 3), 26% de los egresos hospitalarios se
concentrd en menores de 15 afios (281 egresos).

Respecto a la distribucién por etnia, de los 1092
egresos hospitalarios, 458 (41,9 %) de los pacientes
se declararon parte de pueblos originarios, y de estos
334 (30,5%) de origen mapuche.

La Figura 4 muestra la distribucién geogréfica
por comunas de los egresos hospitalarios.

Respecto a las localizaciones de los quistes
hidatidicos, la mayoria de los egresos hospitalarios
501 (46%) presentaron ubicacion hepatica y
432 (40%) pulmonar, muy por sobre las demas
ubicaciones. Cabe hacer notar, que de los 37 egresos
por hidatidosis 6sea, 34 eran de sexo femenino y los 5
egresos por EQ delocalizacion cerebral correspondid
a menores de 5, 10, 11, 13 y 19 anos. Los pacientes
con quistes hidatidicos hepaticos que presentaron un
segundo quiste, resulto ser de ubicacién pulmonar y
los quiste hidatidicos pulmonares presentaron una
segunda ubicacién hepatica.
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Figura 2. Egresos hospitalarios de equinococosis humana
en el Hospital Hernan Henriquez Aravena de Temuco, 2005-

2014.

Figura 3. Distribuciéon por grupo etario de los egresos
hospitalarios de equinococosis humana en el Hospital
Hernan Henriquez Aravena de Temuco, 2005-2014.
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Figura 4. Distribucion por comunas de los egresos
hospitalarios de equinococosis humana en el Hospital
Hernan Henriquez Aravena de Temuco, 2005-2014.

Al analizar los egresos hospitalarios por paciente,
de los 1092 egresos hospitalarios, 580 fueron
pacientes que presentaron un solo egreso hospitalario
por equinococosis, los 512 egresos restantes
correspondian a 206 pacientes que presentaron
mas de un egreso hospitalario por esta causa, ya
sea por una primera hospitalizacién para estudio
y diagnostico, y posteriores hospitalizaciones para
cirugia o a través de los afios por una recurrencia o
aparicion de quiste hidatidico en otra localizacion.
En un analisis mds profundo de estos 206 pacientes,
los datos indican que 141 pacientes ingresaron dos
veces por causas hidatidicas, 50 tres veces, y en el
extremo uno con 8 y otro con 15 hospitalizaciones
por EQ. En si, desde un punto de vista de diagndstico,
con o sin resolucion quirurgica, 786 pacientes fueron
diagnosticados con EQ.

Del total de egresos, 76% de los pacientes tuvo
una resolucién quirurgica, con un promedio de 20
dias cama. En este grupo, no se incluy6 un paciente
con hidatidosis espinal que estuvo 293 dias cama,
para evitar alterar la media.

Discusion.

La finalidad de este estudio, fue analizar la
dindmica del comportamiento de los egresos
hospitalarios por equinococosis, en el hospital
regional de mayor resoluciéon quirurgica en La
Araucania, para estimar su comportamiento en esta
region endémica, en cuyas comunas mas prevalentes
se realizan constantemente programas de prevencion,
desparasitacion de caninos y mesas de trabajo con las
comunidades.
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Al analizar los registros de egresos hospitalarios
con diagndstico de equinococosis, es muy importante
para la interpretacién de los datos, tener en cuenta
que es muy probable que un mismo paciente presente
una o mas hospitalizaciones por esta causa, ya sea
porque se hospitaliza para estudio, ser diagnosticado
y es dado de alta para una posterior cirugia, o por
tener uno o mds quistes hidatidicos en la misma o
diferente localizacién, entre otras razones.

Del mismo modo, se debe considerar la
disparidad de los datos debido a la considerable
subnotificaciéon que existe entre los casos notificados
al ISP y los egresos hospitalarios por equinococosis
quistica (Cortés & Valle 1987; ISP 2016). El informe
epidemiolédgico de la OPS para Hidatidosis en el
periodo 2009-2014, menciona la mayor sensibilidad
de los egresos hospitalarios por sobre los casos
notificados, con una mayor tasa de incidencia por
egresos hospitalarios (4,68 a 5 casos por cien mil
habitantes), por sobre la incidencia nacional en
base a casos notificados (1,40 a 1,80 por cien mil
habitantes) (OPS 2015), dicha discrepancia ha sido
informada por diversos autores en distintos periodos
estudiados (Rodriguez 2013; ISP 2015; Martinez
2015).

El analisis preliminar de nuestros resultados
indican que respecto a la hidatidosis en poblacion
adulta, nuestros datos concuerdan con su dindmica
a nivel nacional, con una edad fluctuante entre 2 y
93 afos, con un promedio de 34 afios (en mujeres 33
afios y en hombres 34 afos), con un leve predominio
de hombres respecto a las mujeres como lo muestra
la literatura (Serra et al. 1996; Lorca et al. 2003;
Martinez 2011; Jans et al. 2012; OPS 2015). Diferente
fue el comportamiento en menores de 15 anos, donde
el 26% encontrado esta por sobre el 19,8% de registro
de egresos entre 0-18 afios de la literatura (Martinez
2015), al 13% en poblacion similar (Fica et al. 2012)
o al 15% de los casos registrados en menores de 15
afos de edad por la OPS en la Region de América
del Sur, 2009-2014 (OPS 2015). Estas cifras indican
casos recientes de hidatidosis, por ser nifios tienen
una baja data de infeccion, por tanto son indicadores
de la persistencia de la infeccién en el ambiente
y refleja falencias en las medidas de prevencién y
control.

De los egresos hospitalarios filtrados, 41%
de los pacientes declaré formar parte de pueblos
originarios y de estos 31% de la etnia mapuche. La
region de La Araucania presenta una de las mayores

concentraciones de pueblos originarios mapuche
del pais, con elevados indices de pobreza y el mayor
numero absoluto tanto de casos ENO como egresos
hospitalarios (Martinez 2014).

Al analizar la distribuciéon por comuna, las
principales fueron Temuco, Vilcun, Villarrica, Padre
Las Casas, Lautaro, Nueva Imperial y Cunco. Temuco
esla capital regional, sin embargo, las demds comunas,
dedicadas principalmente al turismo, ganaderia
ovina, bovina y/o agricultura, tienen una elevada tasa
de poblacién rural y de pueblos originarios, datos
coincidentes a nivel nacional, donde las mayores
tasas de incidencia de EQ se presenta en comunas de
economias de subsistencia asociadas a poblaciones
de pueblos originarios (OPS 2015). El periodo de
incubacion de la EQ es variable (12 meses a varios
afos), y depende del sistema inmunitario y edad
del hospedador, genotipo y localizacién del quiste,
llegando a crecer aproximadamente 1 cm/afo. Es
por ello que la informacién de origen geografico de
los egresos hospitalarios debe interpretarse con esta
consideracién, ya que es muy probable que la data
de infeccion sea hace bastantes afios, e incluso que
se hayan infectado cuando nifios, del mismo modo,
se debe considerar que la migracion de la poblacién
entre comunas de la regién en la poblacion es baja y
por lo general han vivido toda su vida en la region,
por ello la informacion geografica debe interpretarse
a través del tiempo.

El tiempo medio de hospitalizacién, 20 dias cama,
esta por sobre la media de los registros consultados,
que reportan un promedio de 9-17 dias (Lorca et al.
2003; Martinez 2011; Jans et al. 2012; Venegas et al.
2014).

Se observé una predominancia de los quistes
hidatidicos hepaticos (46%) y pulmonares (40%) por
sobre las otras ubicaciones, lo que es coincidente con
los autores que reportan 43-50% hepdtico y 20-40%
pulmonar (Cortes & Valle 1987; Salman et al. 2000;
Lorca et al. 2003; Fica et al. 2012; Jans et al. 2012;
MINSAL 2015).

Conclusiones.

El presente analisis preliminar ya ha sido
presentado al Subdepartamento de Zoonosis y
Vectores de la SEREMI de Salud Regiéon de La
Araucania gracias a nuestro trabajo colaborativo
en la Comision Regional de Zoonosis, con el fin de
contribuir a la Vigilancia Epidemioldgica de la EQ
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en La Araucania. El analisis de egresos hospitalarios
es una valiosa herramienta que contribuye a la
toma de decisiones en salud publica, determinando
las dreas de trabajo prioritario, grupo de riesgo en
quien concentrar las actividades, la planificacién de
campaiias, estrategias y programas de salud futuros,
entre otras. La EQ es una zoonosis que pertenece
endémica, y estos resultados preliminares podran
contribuir al control y disminucién de la EQ en la
region de La Araucania.
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Summary

Dipylidium caninum is a zoonotic parasite that causes dipilidosis. Its common definitive hosts are dogs, cats,
wild animal and, accidentally, human beings. The acquisition of this parasitosis involves ingest of arthropod
like flea, their carrying inside a cysticercoid larvae. Children are most affecting because their close association
with pets and poor hygienic habits. In Chile, 19 cases have been reported to the date, and two were described
in Concepcion. We report the identification of D. caninum proglotide, and some particular topics in concern to

the laboratory diagnostic were rewieved.

Key words: Dipylidium caninum, Diagnosis, Zoonoses, Concepcion

Introduccion

Dipylidium  caninum  (Cyclophyllidea:
Dilepididae) es un céstodo endopardsito cosmopolita
que causa dipilidiosis, parasitismo que afecta
principalmente tanto a mamiferos domésticos como
salvajes y, de forma accidental, al ser humano. La
forma adulta, cuyo habitat es el intestino delgado,
se caracteriza por ser blanquecina y presentar una
longitud variable de 20 a 70 cm. Su escdlex es de
aspecto romboidal y se encuentra provisto de 4
ventosas, rostelo retractil y 3 a 7 coronas de ganchos.
Su estrébila consta de una cantidad variable de
proglétidas (15 a 150) de forma trapezoidal, en
aquellas que se encuentran inmaduras mientras que
las gravidas son alargadas, de aspecto de “pepas de
zapallo o meldn” cuyas medidas relativas son de 1 cm
de largo por 0.5 cm de ancho (Vernard 1938, Gallego
2006). El ciclo de vida es heteroxénico y se inicia con
el desprendimiento, activo o pasivo, de las proglotidas
gravidas, que son expulsadas al ambiente junto con
las deposiciones del hospedero definitivo (Vieira et
al. 2012). Estas contienen en su interior los huevos
esféricos, de 30 a 40 um de didmetro, corteza lisa y
delgada, y que encierran un embrién hexacanto. Los
huevos, a su vez, estan incluidos dentro de capsulas
ovigeras que pueden contener hasta 30 unidades
(Borchert 1975). Los hospederos intermediarios,
habitualmente artropodos como las pulgas
Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis y Pulex
irritans, ademas de piojos como Trichodectes canis,
se infectan al consumir los huevos de D. caninum
mientras desarrollan los estadios inmaduros de su
metamorfosis. En el interior de estos hospederos
los huevos contintan su desarrollo hasta la fase
larval o cisticercoide. Hospederos definitivos como
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canidos y félidos se infectan al ingerir el hospedero
intermediario cuando lo captura en el proceso de
acicalamiento. Asi, el cisticercoide alcanza el intestino
delgado y se desarrolla hasta el estado adulto en un
periodo cercano a un mes (Guzman 1984, Wani et al.
2015).

El ser humano no es hospedero definitivo
habitual en el ciclo (Narasimham et al. 2013), pero
puede infectarse al ingerir artrépodos que albergan
el cisticercoide. Constituyen factores que favorecen
la infeccién la inadecuada tenencia de mascotas,
ejemplificada en la no desparasitacion regular y
controlada de las mismas, ademas de la presencia de
perros de vida libre y la falta de habitos de higiene en
poblacién infantil, la mas comunmente afectada por
este parasitismo (Pacheco 2003, Neira et al. 2008).
Hasta la fecha, en Chile se han informado 19 casos de
dipilidiosis humana (Neira et al. 2008), dos de ellos
en la ciudad de Concepciéon (Bull & Oyarce 1966).
En todos estos reportes los pacientes fueron ninos,
cuyas edades fluctuaron entre los 4 meses a 4 afos y
de condicién socioecondémica modesta.

Dada la baja prevalencia de esta parasitosis
en personas tanto en Chile como en otros paises,
consideramos de interés comunicar la ocurrencia
de un caso de dipilidiosis humana que representd
dificultad al diagndstico de laboratorio.

Materiales y métodos

En diciembre de 2015, se recibi6 en el
Laboratorio de Parasitologia, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Universidad de Concepcion, la solicitud
de identificacién de un espécimen contenido en un
frasco con agua potable. La muestra consistia en tres
elementos de color blanco de aproximadamente 1 cm
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de longitud, que fueron eliminados por una nifia de
seis afios, domiciliada en Coronel, localidad ubicada
a 30 Km al sur oeste de la ciudad de Concepcién
(37°01°00”S; 73°08°00”0).

Para la identificacién se procedio a la observacion
de los elementos con lupa estereoscépica (Carl
Zeiss, Stemi DR, aumento de 4x) determinandose
la morfologia y las dimensiones. Posteriormente,
los elementos fueron tefiidos con Carmin acido
de Mayer de acuerdo al protocolo sefialado por
Hanson y Kruse (1982). Brevemente: los elementos
fueron colocados en etanol al 70%, luego tenidos
con soluciéon de Carmin. El exceso de colorante
fue removido en Alcohol-Acido concentrado (en
proporciéon 100:1). Finalmente, la muestra fue lavada
con agua destilada y fijada sobre un portaobjetos con
Entellin® (Merck), para su observacion mediante
microscopio 6ptico (Motic®, BA 310) con aumento
de 40x.

Resultados

Para mayor claridad de descripcion, se asignd
numeros de 1 a 3 a cada proglétida. Las observaciones
permitieron determinar que estos elementos eran
aplanados en sentido dorso ventral, de forma
alargada y color blanquecino. Las caracteristicas
morfométricas se resumen en la Tabla 1.

Longitud | Ancho Distancia Distancia Presencia
Muestra (mm) (mm) (mm) (mm) de
Extr. Ant/poro Extr. capsulas
Post./poro ovigeras
Proglétida | 10,0 2,0 45 5,5 +
)
Proglétida 8,5 2,0 38 47 ++
(2)
Proglétida 7,0 2,5 38 3.2 +E
@)

Figura 3. Caracteristicas morfométricas de las proglotidas
examinadas, en relacion al grado de madurez

En el extremo proximal de la proglétida 1 se
observé una protuberancia que en los otros dos
elementos no se visualizaba. El extremo distal era
aplanado en todas ellas. Al observar el parénquima
se aprecié capsulas ovigeras en un rango desde
escasas en la proglotida n°l, a mayor cantidad
en la proglotida n°3. Las capsulas ovigeras se
observaron como elementos ovoides de 250 a 300um,
distribuidos irregularmente y sin ocupar la totalidad
del espacio interno en las proglétidas. Los huevos,
incluidos en el interior de las capsulas, resultaron ser
elementos de forma circular de 40 um de didmetro.
No se observé 6rganos genitales en ninguna de las
proglotidas.

En consideracién a estas caracteristicas y la
revision de literatura de referencia (Vernard 1938,
Borchert 1975, Soulsby 1987) se identifico a estas
estructuras como proglotidas gravidas de Dipylidiun
caninum.

Discusion

D. caninum es un parasito zoondtico cosmopolita
que estd ligado principalmente a poblacion
canina y felina que carece de control parasitario.
Su transmisiéon depende de la presencia de los
hospederos intermediarios en el ambiente los cuales
deben ser ingeridos para que el ciclo se reinicie
(Gorman et al. 2006, Solana et al. 2014). Estudios
efectuados en heces depositadas en dreas publicas
de recreaciéon, en diversos lugares de Chile, los
porcentajes oscilan entre 2.1 % y 2.65 % (Lopez
et al. 2005, Gorman et al. 2006; Luzio et al. 2015).
Ademas, en una investigacion similar recientemente
finalizada en nuestro laboratorio, en distintos lugares
de Concepcidén (parques, plazas, dreas verdes) no se
detectd (datos no publicados).

La dipilidiosis humana afecta principalmente a
poblacién pediatrica, siendo el grupo de mayor riesgo
los menores de 6 anos (Neira et al. 2008). La infeccién
es favorecida por falta de higiene y puede producir
en distintas instancias, por ejemplo trituracion e
ingestion de la pulga infectada, contacto del nifio con
la mascota que puede tener cisticercoides libres en
sus fauces (Reid et al. 1992).

El diagndstico clinico de esta parasitosis en
infantes es dificil, pues suele ser asintomética o
cursar con signos inespecificos, tales como baja de
peso, irritabilidad nocturna y picazén de la zona
perianal, que suelen confundirse con enterobiosis.
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Ademas, la dipilidiosis suele ser autolimitada por
lo cual, el porcentaje de nifos afectados puede ser
subestimado (Samkari et al. 2008, Narasimham et
al. 2013). El diagnostico de certeza lo constituye
el examen parasitologico seriado de deposiciones
que permite visualizar principalmente las formas
macroscopicas de este céstodo, proglétidas, trozos de
estrébila y muy rara vez, el gusano adulto completo.
Lo habitual es que el diagndstico se realice en base a
la morfologia de las proglétidas gravidas “terminales”
es decir aquellas en que todo el parénquima estd
ocupado por el tutero, pues son los segmentos
que normalmente el pardsito va a eliminar. Por
lo mismo es habitual encontrar en los textos las
descripciones mds completas respecto de ellas. Sin
embargo, el hombre al no ser un hospedero habitual
de este pardsito puede liberar estos elementos con
variaciones en algunos aspectos morfoldgicos. La
formacion de la estrébila es un proceso dinamico vy,
por tanto, se producira gran variabilidad en tamanos,
formas y posicién de estructuras internas. De esta
forma, podemos imaginar que es posible encontrar
una “gama de progldtidas gravidas”, es decir, desde
aquella que inicia el proceso hasta aquella estructura
que estd lista para ser eliminada. Por otra parte,
al momento de examinar estos elementos en el
laboratorio, la morfologia de una proglétida gravida
se ve influenciada por el grado de contraccion,
describiéndose como un “grano de arroz” cuando se
encuentra contraida y como una “pepa de zapallo”
cuando se encuentra relajada.

Las progldétidas encontradas en este caso
correspondian al estadio gravido con escasas capsulas
ovigeras. De acuerdo con Vernard (1938), el menor
grado de madurez tendria relaciéon con la menor
cantidad de capsulas ovigeras en comparaciéon con
una progldotida gravida “terminal”. Por otra parte,
la posicién del poro varia dependiendo del grado
de madurez, por lo que la distancia desde el poro
al extremo anterior es menor en una proglétida
inmadura, mientras que en la gravida el poro genital
se ubica a una distancia equivalente entre el extremo
anterior y el posterior. En los elementos examinados
las mediciones registradas muestran una tendencia
hacia una posicidn central del poro. Por ultimo, en su
estudio Vernard (1938) se refiere al cambio de color
de blanco a rojizo, de proglétidas que ha alcanzado
su total gravidez. Los especimenes revisados eran de
color blanco, lo que también apoya a que provenian
de una estrobila atin joven.
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Otro aspecto a recordar es la forma de proceder
al recibir elementos parasitarios macroscopicos con
morfologia de céstodos y ain moviles, es importante
desvitalizar colocando los ejemplares en agua de la
llave o en NaCl al 0,85% y mantener en refrigerador
por 2 a 4 horas. También se puede usar mentol
(C1oH20), para acelerar la relajacién y permitir
que la estructura permanezca en estado relajado v,
de este modo, facilitar su visualizacién entre dos
protaobjetos (Garcia 2007)

Nuestro propdsito fue informar de un nuevo caso
de dipilidiosis humana en Concepcién y de refrescar
los procedimientos diagndsticos de esta parasitosis
que plantearon dificultad en la determinacion
taxonomica, al no observar las caracteristicas
morfoldgicas esperadas en los segmentos del parasito.
Concluimos que para el diagnostico de laboratorio de
D. caninum es fundamental considerar la presencia
de poros genitales bilaterales, la distancia entre éste
y el extremo anterior. En el examen del tejido es
importante buscar la presencia de capsulas ovigeras
las que no siempre estaran en abundancia. Recordar,
ademds, que la forma y el color son parametros
variables en funcién del grado de madurez y de la
preparacién de la muestra.
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Summary

Giardia has been associated with waterborne outbreaks in many countries. Worldwide, Giardia cysts have
been found in all natural waters. The survival of cysts in river water, artificial seawater (salinity: 35 ppt) and
groundwater was investigated. Giardia duodenalis cysts obtained from human feces were concentrated by the
Sheather s method. The prepared suspension of cysts (105 cysts/ml H,O4) was inoculated into tubes containing
(I) river water to 6, 15, 20 and 32 °C, (II) salt water to 15 and 20 °C and (III) groundwater at 20 °C and incubated
for 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days. Cyst viability was assessed by the technique of vital dye exclusion using 1 %
eosin. A significant increase (p < 0.001) in the percentage of dead cysts with increasing temperature was found.
At 20 °C the cysts survived longer in groundwater and inactivated faster in seawater, finding it a significant
interaction (p < 0.001) between the type of water and the time of exposition. At lower temperatures (6 - 15
°C), the coefficients of inactivation in river and salt water were similar (0.021 - 0.030 d™!). Since the cysts can
survive in water for long time, especially at cold temperatures, the importance of protecting and controlling
water sources is emphasized

Keywords: : Giardia, viability, sea, river, groundwater

Introduccion prevalencia de infeccién por Giardia varié desde 6
hasta 36 % (Molina et al. 2011).

La giardiosis es la enfermedad de transmision
hidrica mas frecuentemente diagnosticada y
constituye un importante problema de salud publica
global (Lujan 2006, Thompson 2008). Entre 2004 y
2010, se reportaron 199 brotes hidricos de parasitos
protozoarios en todo el mundo, de los cuales, Giardia
fue el agente etioldgico en el 35,1 % (Baldursson &
Karanis 2011). Las causas incluyeron agua de red
contaminada, suministros de agua no tratada, fallas
en el proceso de tratamiento, contaminacion de
fuentes de agua y agua recreacional.

Los quistes de Giardia estan ampliamente
distribuidos en los ecosistemas acuaticos. A nivel
mundial, su presencia se ha detectado tanto en aguas

Giardia es un enteropardsito protozoario de
distribucion cosmopolita que ha sido asociado
con brotes de origen hidrico en numerosos paises.
Giardia duodenalis, la especie que infecta al hombre,
comprende 8 genotipos, algunos de los cuales son
zoonoticos y otros huésped especifico (Feng & Xiao
2011). En humanos se han aislado los genotipos
zoonoticos A y B que también infectan a un amplio
rango de mamiferos silvestres y domésticos como
perros, gatos y ganado (Ryan & Caccio 2013). El
parasito produce quistes ambientalmente resistentes
que se eliminan en gran ndmero con las heces e
iniciardn la infecciéon si son ingeridos por otro
huésped (Thompson 2008). La infeccion puede ser i ’
asintomatica o presentarse como una diarrea aguda dulces. superficiales como subterrdneas (Castro-
o crénica que puede estar asociada con malabsorcion ~ Hermida et al. 2010, Pitkénen et al. 2015). Otras
de nutrientes (Lujan 2006). investigaciones indican que Giardia también se

En 2004, la Organizacion Mundial de la encuentra en aguas costeras y que puede infectar
Salud incluyé esta parasitosis en la Iniciativa de mamiferos marinos (Betancourt et al. 2014, Delport
Enfermedades Desatendidas debido a su vinculo €t al- 2014). En diversas provincias de Argentina
comtn con la pobreza (Savioli et al. 2006). En s€ informé la p.r?sencia de este parés.i(to €n aguas
los paises industrializados la prevalencia de la  Superficiales utilizadas para recreacion y como
enfermedad es del 2 al 7 %, mientras en los paises fu.ente de agua potable y en aguas de consumo de
subdesarrollados, puede superar el 40 % (Barbosa origen subterrdneo (Lurd et al. 2000, Abramovich et

et al. 2013). En estudios llevados a cabo en distintas al. 2001, Costamagna et al. 2005, Poma et al. 2012).
dreas y grupos de poblacion en Argentina, la La transmisiéon hidrica de Giardia se ve favorecida
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por la baja dosis infectante, la existencia de animales
que actian como reservorios y la elevada resistencia
de los quistes a las condiciones ambientales y a la
desinfeccion convencional del agua de bebida (Slitko
et al. 2000, Zerbatto & Abramovich 2016).

Dentro del ambiente acudtico, los factores
que pueden tener un efecto sobre la persistencia
de los quistes son diversos: exposiciéon a la luz
solar, temperatura, pH, presencia de organismos
predadores, etc. (Pedley et al. 2006, World
Health Organization 2016). Asimismo, segin su
procedencia, el agua posee distintas caracteristicas
fisicas, quimicas y bioldgicas, lo cual permite plantear
la posibilidad que influyan de manera diferente sobre
la viabilidad de los quistes.

Dada la importancia sanitaria que constituye el
agua para todos los seres vivos, ademds de ser un
elemento constitutivo de los lugares de recreacidn, se
torna indispensable estudiar todos los factores que
pueden influir en la transmisiéon de enfermedades
hidricas. Pese a que muchos estudios demuestran
que Giardia esta presente habitualmente en aguas
naturales, continua habiendo poca informacién
disponible sobre la longevidad de este parasito en
ambientes acudticos. En este trabajo se propuso
investigar la supervivencia de quistes de Giardia
duodenalis en aguas de distinto origen a temperaturas
ambientales.

Materiales y métodos

Obtencion de muestras de materia fecal de
humanos infectados con Giardia. Preparacion de
la suspension de quistes: Las muestras de materia
fecal humana con quistes de Giardia duodenalis
fueron aportadas por laboratorios de Hospitales de
la ciudad de Santa Fe (Argentina). Se prepararon
suspensiones en agua destilada del orden de 10°
quistes/ml. Para ello, las heces sin formol se filtraron
a través de gasa doble, se lavaron con solucion
fisioldgica por centrifugaciéon y se concentraron
por el método de flotacién con centrifugacion
(centrifuga Rolco®, Argentina) en solucion saturada
de sacarosa sin agregado de fenol (densidad a 15 °C:
1300 kg/m?). Para estimar la concentracién obtenida,
los quistes se contaron en ciamara de Neubauer
(Brand®, Alemania) empleando microscopio dptico
(Arcano®, China) con aumentos de 100X y 400X.
La identificacién se realizé teniendo en cuenta el
tamano y caracteristicas morfoldgicas (Garcia 2009).
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Procedencia de las muestras de agua

-Agua subterrdnea: Se extrajo del pozo de una
vivienda particular ubicada en lalocalidad de Arroyo
Leyes (Provincia de Santa Fe, Argentina).

-Agua de mar: Debido a la lejania de la unidad
ejecutora con el mar, se sintetiz6 artificialmente en el
laboratorio mediante el agregado de distintas sales al
agua destilada (NaCl: 24 g/I, MgCla: 5 g/l, NaSOq: 4
g/1, CaCL.6H,0: 2,2 g/1, KCI: 0,7 g/1, NaHCO3.6H,O:
0,457 g/, NaBr: 0,096 g/l, H3BO3: 0,026 g/l, NaF:
0,003 g/I) en una proporciéon aproximada de 35
g/l (Cifuentes et al. 2002). Las sales usadas eran de
calidad pro-analisis (Cicarelli®, Argentina). El pH
final del agua salada fue 8,2.

-Agua de rio: Se emplearon muestras
provenientes de la laguna Settbal de la ciudad de
Santa Fe (Provincia de Santa Fe, Argentina). La
laguna se utiliza para fines recreativos y como fuente
de agua para potabilizacion.

Caracterizacion fisicoquimica y bacterioldgica
de las muestras de agua subterranea y de rio:
Se midieron distintos parametros fisicoquimicos
y bacterioldgicos para caracterizar el agua de las
muestras de rio y de pozo (Tabla 1).

Agua
Pariametro Método* Agua de rio
subterrianea

pH (Temperatura °C) 4500-H'B 7.40 (17.5) 6,44 (20)
Turbiedad (UNT) 2130B 255 0.5
Sélidos disueltos (mg/l) 2540 C 72 255
Cloruro (mg/l) 4500-CI' C 43 17,6
Sodio (mg/1) 3500-Na B 21,8 46,0
Recuento de Heterétrofos en

9215 B NE 35
Placa (UFC/ml)
Coliformes Totales

9221 B 280 <a2
(NMP/100 ml)
Coliformes Termotolerantes

9221 B 43 <a2
(NMP/100 ml)
Escherichia coli

9223 B 43 <a2
(NMP/100 mL)
Pseudomonas aeruginosa

9213 F NE Ausencia

(Presencia/Ausencia en 50 ml)

*Segun Standard Methods 22nd edition
NE: No ensayado

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas y bacterioldgicas del
agua dulce superficial y subterrdnea empleadas en los
ensayos.



Revista Parasitologia Latinoamericana

Todos los ensayos se realizaron de acuerdo a
las técnicas de Standard Methods (2012). El pH
se midié con un peachimetro (Hanna®, Portugal)
y la turbiedad en un turbidimetro nefelométrico
(AV-311, Argentina). El agua subterrdnea era apta
para bebida de acuerdo con el Cédigo Alimentario
Argentino (2012).

Diseio de las experiencias: Alicuotas (5 ml) de
cada muestra de agua se colocaron en tubos para
centrifugay se inocularon con 500 ul de la suspension
de quistes cuya viabilidad se determiné previamente.
Luego se sometieron a la acciéon de distintas
temperaturas: (I) agua subterranea a 20 °C, (II) agua
de mar a 15y 20 °C y (III) agua de rio a 6, 15, 20 y
32 °C. Las muestras inoculadas fueron mantenidas
en oscuridad a las temperaturas correspondientes
y protegidas de la evaporacion tapando la boca de
los tubos. Periodicamente, los tubos se agitaban para
resuspender los quistes. Después de 7, 14, 21, 28, 35
y 42 d de incubacion, los quistes fueron recuperados
por centrifugacion (3000 rpm, 10 m). El sedimento
obtenido se resuspendi6 en 500 ul del sobrenadante
y se evalud su viabilidad. Para el ensayo en agua
de rio a 32 °C, la viabilidad se comprobé cada 2 h
durante las primeras 12 h de prueba. Luego se hizo
una comprobacion a las 24 h y otra a las 48 h y se
continu6 cada 2 d hasta completar las 2 semanas
de tratamiento. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

La eleccion de las temperaturas se realizé de
acuerdo a la procedencia del agua:

-Agua subterranea: Se midi6 la temperatura en el
sitio de extraccion.

-Agua de mar: Las temperaturas de ensayo se
fijaron teniendo en cuenta la temperatura del agua en
la Costa Atlantica Argentina durante la época estival,
que se corresponde con una mayor frecuencia de uso
recreativo del agua (Servicio de Hidrografia Naval,
2014).

-Agua de rio: Se seleccionaron sobre la base de
datos de temperatura del agua de la laguna Setubal
registrados por este grupo de investigacion (Modini
et al. 2009).

Evaluacion de la viabilidad: La viabilidad
de Giardia se evalud con la técnica de exclusién

de colorante vital utilizando eosina (Castellon et
al. 1992). Este método se basa en los cambios de
permeabilidad de la pared del quiste al colorante.
Los quistes no viables son permeables al mismo y
adquieren una coloracién rosa, mientras que los
viables no se tifien. Para este procedimiento, 45 pl de
la suspensién de quistes recuperada de cada tubo de
muestra se incubé con 5 ul de una solucién acuosa
de eosina al 10 % durante 30 s. Luego se colocaron
15 ul del preparado entre porta y cubre objeto y se
observd con microscopio 6ptico (100X y 400X). El
porcentaje de viabilidad se calculé contando 200
quistes y discriminando entre viables y no viables.
Todos los recuentos se realizaron por triplicado.

Analisis de datos: Se realiz6 un modelo
longitudinal de Medidas Repetidas (MR). Al
contrastar la presencia de interaccion tiempo-grupo
(agua*temperatura), las comparaciones entre grupos
se realizaron con un analisis de variancia univariada
para cada uno de los tiempos (corte transversal) y
como comparacion a posteriori se eligio el test de
Bonferroni (Liang & Zeger 1986, Lindsey 2001).

La tasa de inactivacion de quistes en cada tipo de
agua se determind a través de una ecuacion cinética
de primer orden (Ecuacion 1) (Kato et al. 2004):

V= Vo.e-kt ecuacion 1

donde Vtes el porcentaje de quistes viables al tiempo
t, Vo representa el porcentaje inicial de viabilidad, k
es el coeficiente de inactivacion y t es el tiempo en
dias. A partir dela ecuacién 1,los k (d-1) se calcularon
por regresién [In (Vi/Vo) vs. t] y se compararon
mediante andlisis de regresion lineal simple con la
incorporacion de una variable Dummy.

Para el procesamiento de los datos se utilizd
el software SPSS BeSmart (21.0). El nivel de
significacion adoptado fue a = 0,05.

Resultados

Supervivencia de Giardia en agua de rio a
distintas temperaturas:

Enlafigura 1 se muestran los perfiles de viabilidad
de quistes de G. duodenalis en agua de rio a las
distintas temperaturas. La viabilidad de los quistes
disminuyé significativamente durante el periodo
de prueba (Fs36 = 676,1; p < 0,001). La interaccion
entre el tiempo de exposicién y la temperatura del
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agua result significativa. Hasta el dia 7, la viabilidad
en agua de rio a las tres temperaturas fue similar. A
partir del dia 14, la viabilidad a 20 °C result6 inferior
con respecto a las otras dos temperaturas (minima
diferencia entre medias = 18,2; p < 0,002). La
supervivencia de los quistes a 6 y 15 °C no mostro
diferencia significativa con excepcion de los dias
14 y 21, en los cuales se computaron mas quistes
viables a 15 °C. Se destaca que durante el examen
microscopico en agua de rio a 20 °C se observé una
variedad de microorganismos, fundamentalmente
protozoos, cuyo numero aumenté con el tiempo de
exposicion, presentado un méximo en la segunda
semana para luego disminuir gradualmente.
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Figura 1. Perfiles de viabilidad de quistes de G. duodenalis
en agua de rio a distintas temperaturas (6°C, 15°C,
20°C) representando el efecto de la interaccion tiempo-
temperatura del agua.

La viabilidad en agua de rio a 32 °C se analizé
en forma separada. La supervivencia de los
quistes expuestos a estas condiciones se redujo
significativamente (Fo,18 = 667,3; p < 0,001). A los
14 d, so6lo el 4,50 = 1,61 % (Media + Desviaciéon
Estandar) de los quistes continuaba viable.

Supervivencia de Giardia en agua de mar a
diferentes temperaturas:

El efecto de la temperatura del agua sobre la
viabilidad de quistes de G. duodenalis depositados en
agua marina se presenta en la figura 2.
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Figura 2. Perfiles de viabilidad de quistes de G. duodenalis
en agua de mar a 15 y 20°C representando el efecto de la
interaccion tiempo-temperatura agua de mar.

La viabilidad de los quistes disminuyd
significativamente durante el tiempo de exposicion,
siendo menor en agua salada a 20 °C en comparacion
a 15 °C (F1,4 = 5479,4; p < 0,001). No se encontraron
quistes viables de Giardia en agua salada a los 35
d de exposicion a 20°C. La interacciéon tiempo-
temperatura del agua fue significativa (Fes24 = 80,4;
p < 0,001).

Asimismo, durante la observacién microscépica
los quistes presentaron el citoplasma contraido
debido a la salida de agua hacia el agua marina
hipertdnica (Figura 3).

Figura 3. Quistes de G. duodenalis en agua de mar. El
citoplasma se encuentra contraido debido al proceso de
plasmolisis.
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Comparacion de viabilidad de Giardia en agua
de mar, de rio y subterranea a 20 °C:

En la figura 4 se representa la evolucion temporal
de la viabilidad de quistes de G. duodenalis en agua
salada, de rio y subterrdnea a 20 °C. La viabilidad
de los quistes disminuy¢ significativamente con
el tiempo. La supervivencia en agua de pozo fue la
mas alta, mientras la menor se hall6 en agua de mar
(F26 = 2034,0; p < 0,001; minima diferencia entre
medias = 6,7). Ademds, se encontré una interacciéon
significativa (Fi236 = 154,9; p < 0,001) entre el tiempo
y el tipo de agua.
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Figura 4. Perfiles de viabilidad de quistes de G. duodenalis
en aguas de distinta procedencia (subterranea, mar y rio)
a 20°C representando el efecto de la interaccion entre el
tiempo y el tipo de agua.

Comparacion de viabilidad de Giardia en agua
de mar y de rio a 15 °C:

No se hallaron diferencias significativas (Fi4 =
0,2; p = 0,695) entre la viabilidad de los quistes de
este parasito en agua salada y de rio a 15 °C.

Tasa de inactivacion de quistes:

En la tabla 2 se presentan los coeficientes de
inactivaciéon de quistes de Giardia en cada tipo de
agua. A temperaturas bajas (6 - 15 °C), la tasa de
pérdida de viabilidad en agua salada y de rio fue
similar (0,021 < k4! < 0,030).

Tipo de Agua T°C n k* (ES) d”'

subterranea 20 21 0,021* (0,0020)
rio 32 33 0,206° (0,0151)
rio 20 21 0,083° (0,0053)
rio 15 21 0,030" (0,0014)
rio 6 21 0,027* (0,0020)
mar 20 13 0,163° (0,0181)
mar 15 21 0,021 (0,0013)

T: Temperatura k: coeficiente de inactivacion ES: Error estandar
*R >0,9127, p < 0,0001

Letras distintas indican diferencias significativas entre k (p < 0,05)

Tabla 2. Tasas de inactivaciéon de quistes de Giardia
duodinalis en agua subterrdnea, de rio y de mar.

Discusion

La temperatura (T) tuvo un efecto significativo
sobre la viabilidad de Giardia en agua. Las
temperaturas altas favorecieron o aceleraron
la inactivacion de los quistes; mientras que a
temperaturas mas bajas los quistes permanecieron
viables por mas tiempo. Este resultado es coincidente
con lo reportado por otras investigaciones (Bingham
et al. 1979, DeRegnier et al. 1989, Castellén et al.
1992).

En el presente trabajo se halld que el 23,67 +
3,05 % (Vo = 78,43 £ 1,24 %) de los quistes de G.
duodenalis suspendidos en agua de rio a 6 °C
continuaba viable a los 42 d de ensayo, mientras
que a 20 °C, la viabilidad se redujo a 2,50 £ 1,32
% (Vo = 81,33 + 1,26 %). DeRegnier et al. (1989)
evaluaron la viabilidad de quistes de Giardia muris
(Vo ~ 95 %) suspendidos en agua de rio durante 2
estaciones diferentes del afio (otofio e invierno).
Estos investigadores reportaron que los quistes de G.
muris (usada como modelo para la supervivencia de
G. duodenalis) sobrevivieron entre 56 y 84 d en agua
de rio durante el invierno (0 < T °C < 2); mientras
que en otofio (19 < T °C < 27) no se hallaron quistes
viables a los 28 d de exposicién. Conjuntamente con
la temperatura, DeRegnier et al. (1989) monitorearon
otros parametros fisicoquimicos del agua de rio como
pH, oxigeno disuelto, turbiedad, color y dureza. Pese
a que estos parametros fluctuaron ampliamente entre
ambas estaciones, solamente la temperatura del agua
tuvo una correlacion aparente con la viabilidad de
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los quistes. En otro estudio, Robertson et al. (2006)
encontraron que la supervivencia en agua de rio de
quistes de Giardia aislados de terneros fue de 29
dias (Vo ~ 100 %), con temperaturas que variaron
entre 1,1 y 7,3 °C. Los resultados de estos autores
sugieren que en estas condiciones ni la fluctuaciéon
de temperatura ni otros factores fisicos o bioldgicos
en el ambiente fluvial afectd la tasa de pérdida de
viabilidad de Giardia. En la presente investigacion,
no se hallaron diferencias entre los coeficientes
de inactivacién en agua de rio a 6 y a 15 °C. En
cambio, a temperaturas entre 20 y 32 °C, los quistes
se inactivaron mds rapidamente conforme aumento
la temperatura. Esto podria correlacionarse con un
incremento de la actividad bioquimica o bioldgica a
temperaturas elevadas.

Cuando se analizaron los resultados obtenidos
en agua de mar, la viabilidad de los quistes a los 28
d de exposicion a 20 °C fue inferior a 0,50 % (Vo =
81,33 + 1,26 %), mientras que a 15 °C y luego de
42 d todavia permanecia viable el 31,00 = 1,50 %
(Vo = 78,43 + 1,24 %). Dado que este estudio es un
ensayo de laboratorio en donde se trabajé con agua
de mar artificial, otros factores ambientales como la
radiacion solar y la calidad microbioldgica del agua
no fueron analizados. Sin embargo, Johnson et al
(1997), quienes investigaron la supervivencia de G.
muris en agua marina natural (T = 23 - 25 °C), no
hallaron diferencia significativa en la inactivacion
de los quistes en agua salada estéril (por filtraciéon
o autoclavado) y no estéril, sosteniendo la hipotesis
de que la salinidad fue mds responsable de su
inactivacién y no un antagonismo microbiano.

Con respecto a los ensayos en agua de pozo a 20
°C, se encontrd que el 33,36 + 0,92 % (Vo = 81,06
+ 3,21 %) de los quistes continuaba viable a los 42
d de iniciado el tratamiento. No se hallaron trabajos
similares en agua subterranea pese a la evidencia
epidemioldgica que prueba la transmision de este
parasito a través de esta via (Abramovich et al. 1997).
En un estudio sobre el efecto de la temperatura
sobre la viabilidad de Giardia spp. en agua potable
declorada (pH: 6,8), los quistes incubados a 21 °C
retuvieron su viabilidad por aproximadamente
31d (Vo > 90 %) (Bingham et al. 1979). A 8 °C, la
supervivencia fue superior a 77 d, con més de 80 %
de viabilidad (Vo > 90 %). Por otro lado, los quistes
depositados a 37 °C sobrevivieron s6lo hasta 4 dias
(Vo ~ 55 %).
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Continuando con esta investigacion, se compar6
la viabilidad de los quistes en los tres tipos de agua a
20 °C. Se encontr6 que los pardsitos permanecieron
viables mas tiempo en agua subterrdnea y se
inactivaron mas rapido en agua de mar. La mayor
longevidad en agua subterrdnea a 20 °C podria
explicarse por su buena calidad bacterioldgica,
apta para consumo humano. Si bien los parametros
bioldgicos no fueron determinados, la observacion
en el agua de rio a 20 °C de microorganismos
plancténicos que actuarian como predadores,
pudo afectar la tasa de inactivacién de los quistes.
Connelly et al. (2007) demostraron que Daphinia
pulicaria disminuye la viabilidad de los quistes de
Giardia lamblia durante el pastoreo en sistemas
de agua dulce. El mecanismo propuesto fue que
la digestion mecdnica y posterior excrecion,
probablemente con ingestiéon repetida, interrumpe
la integridad de la pared quistica. Por otro lado, los
quistes sobrevivieron menos tiempo en el agua de
mar sugiriendo que el efecto negativo de las sales
sobre la viabilidad de Giardia resulté mas letal que
el aumento de la actividad microbiana observado a
20 °C.

Johnson etal. (1997) hallaron que la supervivencia
de Giardia varia de acuerdo a la salinidad del agua.
En su investigacion, los quistes en agua con 35 g/l
de salinidad fueron inactivados mas rdpidamente
que aquellos suspendidos en agua con menor
concentracion de sal (28 g/1) y en buffer fosfato salino
(8 g/1). No obstante, en el presente estudio, el tiempo
de supervivencia de los quistes en agua de rio y de
mar a 15 °C fue similar. Es probable que el efecto de
la salinidad sefialado por Johnson et al. (1997) se
manifieste principalmente a temperaturas elevadas
(=20 °C), que causan mas dano al quiste haciéndolo
mas sensible a la accidn de las sales.

Los resultados de este trabajo muestran que la
viabilidad de los quistes de G. duodenalis decrece
en el tiempo dependiendo de las caracteristicas y la
temperatura del agua. Pero ademas, la interaccion
entre estos factores juega un rol significativo en la
supervivencia de los quistes de este parasito en agua.

Dado que los quistes pueden sobrevivir en el
agua por largos periodos de tiempo, sobre todo
a temperaturas frias, se recalca la importancia de
proteger y controlar las fuentes de agua destinadas al
consumo y la recreacion.
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Summary

Toxocara canis (T. canis) is an intestinal nematode that affects dogs. In humans, this geohelminth induces
visceral larva migrans (VLM) syndrome, which is associated with eosinophilia, increased serum IgE and
inflammation of the airways. In general, chronic nematode infections induce a polarized TH2 immune response.
There are observations that the macrophages response to gastrointestinal nematodes in which the alternative
activation pathway plays a more important role in resistance. However, whether or not Toxocara infections
induce alternative activation of human monocytes/macrophages is still a matter of debate. The objective of this
study was to determine the pattern of IL12 and IL10 levels and nitric oxide (NO) production in vitro of human
adherent cells against antigens from T. canis. For this purpose the in vitro cytokine production of adherent
cells from healthy subjects was examined in response to stimulation with antigens from larval stage of T. canis.
Cell culture supernatants were removed from antigen stimulated and unstimulated cultures after 24 hours, 15
and 20 days post infection and the concentration of IL-12, IL-10 and NO concentrations were determined.
The results revealed high levels of IL-12 at 24 hours post stimulation. After that time, the concentration of
this cytoquine declined to undetectable levels. IL-10 revealed a progressive increase from the 24 hours until
the 20th day post stimulation. Conversely not detectable levels of NO were found during the study. Therefore,
we concluded that during early T. canis infection, the activation and suppression of immune processes occur
simultaneously and cytokines of adherent cells contribute to the regulation of the immune response.

Introduccion Previous works have shown that toxocariosis may
increase predisposition to the development of allergic
diseases, especially in children (Woodhall et al. 2014,
Nagy et al. 2012). Several studies have revealed that
the expression of cytokines is regulated by different
mechanisms. Kuroda and col. (2001) observed
that Toxocara-derived antigens can stimulate
macrophages to produce IL-6, which enhances
the differentiation of Th2 cells. This polarization is
associated with the production of IL-5, IL-10 and
IL-13 and the secretion of IgE (Turner et al. 2003).
Macrophages play a critical role in destroying
intracellular pathogens. In this sense, when they
are activated by the T helper (Th) 1 cytokines,
interferon-y (IFN-y) and tumor necrosis factor-a
(TNF-a) produce proinflammatory mediators, such
as nitric oxide and IL-12 (Babu et al. 2009); however,
macrophages can also be activated by Th2-type
cytokines (particularly IL-4 and IL-13) that cause
the development of a phenotype, termed “alternative
activation,” that is distinct from

the classical phenotype (Gordon 2003, Anthony
et al. 2006). However, whether or not Toxocara
infections induce alternative activation of human
monocytes/macrophages is still a matter of debate.
In fact, the systemic immune response to T. canis

Toxocariosis, caused by infection with larvae of
Toxocara canis (T. canis), and to a lesser extent by
Toxocara cati (T. cati) and other ascaridoid species
is one of the most widespread public health and
economically important zoonotic parasitic infections
humans. This neglected disease has been shown
through seroprevalence studies to be especially
prevalent among children from socio-economically
disadvantaged populations both in the tropics and
sub-tropics and in industrialised nations (Alcantara-
Neves et al. 2014). Human infection occurs by the
accidental ingestion of embryonated eggs or larvae
from a range of wild and domestic paratenic hosts
(Macpherson 2013). The infection is manifested in
humans with a range of clinical syndromes including
covert or common toxocariosis, visceral and ocular
larva migrans and neurotoxocariosis (Desponmier
2003). In general, chronic nematode infections
induce a polarized Th2 immune response. However,
during its initial phase of infection, a strong pro-
inflammatory response is part of the immunological
profile and might determine the outcome and/or
pathology of the infection (Resende et al. 2015).
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infection has been only moderately examined in
humans (Malla et al. 2006, Bourke et al. 2010).
Therefore, the purpose of this study was to determine
the pattern of IL12 and IL10 levels and nitric oxide
production in vitro of human adherent cells against
E/S Ag Toxocara canis stimulation.

Material and methods

Blood samples were obtained in sterile conditions
(5ml, i.v.) from healthy children who assisted at the
Pediatric Allergy and Immunology Department of
Reina Fabiola Clinic. All subjects were seronegative
for T. canis and for parasitological tests in stool
samples. All the participants read, understood
and signed an informed consent. Ethical approval
was granted by the Ethical Committee of Clinica
Universitaria Reina Fabiola. Fundacién para el
Progreso de la Universidad Catolica de Cordoba,
Argentina.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were isolated from whole blood using a density
gradient centrifugation technique and following
the protocol provided by Histopaque 1077 (Sigma-
Aldrich Inc., Saint. Louis, Missouri, USA) with
slight modifications. Undiluted blood was layered
1:1 over Hystopaque. After centrifugation (400x
g for 30 min at room temperature), the cells from
the interface were aspirated and washed twice
with sterile RPMI 1640 medium. The resulting cell
pellet was resuspended in a small volume of PBS
and the viable cell concentration was determined
by microscopic examination using the trypan blue
exclusion technique. Viability was >90% in all
samples. The cells were suspended in RPMI medium
supplemented with 2 mM of glutamine, 100 mg/ml
of streptomycin, 100 IU of penicillin and 10% of heat
inactivated fetal bovine serum (FBS). Monocyte-
macrophage were separated from non adherent cells
by incubation for two hours in 5% CO2 and 37 °C.
Subsequently, non adherent cells were removed and
macrophages were washed and culture with FBS
10% (Natocor, Argentine) and supplemented RPMI
(Gibco, Auckland, NZ). Morphology was observed
using Giemsa staining procedure. This cells (about
1x106/ml) were cultured within 6 hours of collection
and were maintained in a humidified environment
of 5% CO2 at 37°C. Adherent cells were stimulated
with 10 ug/mL of E/S Ag of T. canis for 48 hours at

37° C and 5% CO2. The culture supernatants were
aspirated for detection of nitric oxide and cytokines
in the presence or absence of T. canis antigen and
frozen at -20 °C until further use. T. canis adults
were obtained from the small intestines of puppies
by spontaneous elimination. The eggs were isolated
from wuteri by gentle mechanical maceration,
and then purified by straining and cultured to
embryonation in 50 mL culture flasks. Isolations
were kept in a controlled temperature chamber
at 26 £ 1 °C, for 60 days until larvae developed.
Embryonation was evaluated microscopically once
per week and embryonated eggs were induced to
hatch following the physiological method described
elsewhere (Ponce-Macotela et al. 2011). Larvae were
purified and maintained in RPMI-1640 medium, to
collect excretion secretion antigens (E/S) in a tube
containing protease inhibitors cocktail. Subsequently
they were concentrated by dialysis (10 KDa cut off),
and quantified using the Bradford method, aliquoted
and stored at —70°C until further use.

Production of nitric oxide (NO) was measured
indirectly at different times post estimulation by
assaying nitrites in the supernatant of macrophage
culture using the Griess reaction technique.
Supernatants were collected and mixed with
equal volume (100 ul) of Griess reactive (Sigma-
Aldrich Inc., Saint. Louis, Missouri, USA). Optical
density (540 nm) measurements were converted
to micromoles of nitrites (uM) using a standard
curve of sodium nitrite. For determination of IL-
12 and IL-10 levels commercial sandwich enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) kits were used
(Thermo Scientific, Pierce Technology, USA). The
detection limits in pg/mL for IL-12 and IL-10 were
3 pg/ml. The cytokine concentrations (pg/ mL) for
each sample were calculated by interpolation from a
standard curve. Software GraphPad Prism software,
version 6 was used for the statistical analysis.
Statistical significance between mean cytokine
responses (p < 0.05) was analyzed using Mann-
Whitney’s test.

Results and Discussion

At 24 hours post stimulation a peak production
of IL-12 occurred (Table 1).
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Time post n ELISA (pg/ml)
infection IL-12 IL-10
basal 10 38+1,3 34+0,8
24 hours p.i 10 11,8 £3,3 3,6 £1,3%
15 days p.i 10 0,5+ 0,01 55+3,1
20 days p.i 10 0,5 +0,02 15,6 + 4,4*

p-i: post infection

* p< 0,04

Tabla 1. Levels of Cytokines in culture supernatans of adherent cells.

After that time, the concentration dropped to
low levels. The results related to IL-10 revealed a
progressive increase in this cytokine from the 24
hours until the 20th day post stimulation. Conversely
not detectable levels of nitric oxide were found
during the study. Similar results were obtained when
adherent cells were cultured with larval stage (L2/L3)
of T. canis (IL 12 at 24 hours post stimulation: 15 £ 5
pg/ml). The IL 10 levels (pg/ml) were: 24 hs: 6 + 3; 15
days: 7 + 2; 20 days: 17 + 4 (p= 0,04).

Cells activation and Th-subset polarization
following infection with parasites reflects the
influence of the initial local cytokine environment.
The study of these soluble immune modulators
reveales the important role that they play in mounting
effective as well as detrimental immune responses
to pathogens. Examining the cytokine responses of
macrophages and lymphocytes in culture can provide
important understanding of how immune responses
to pathogens are orchestrated. The assessment
of cytokine levels in various parasitic infections
has shown that infectious agents may trigger the
production of pro-inflammatory cytokines and, in
this way, modulate the course of a disease (De Avila
et al. 2016).
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In the present work we observed a pro-
inflammatory response mediated by IL-12
production in the early phase of the stimulation
related to a first encounter between the host cells
and the parasite. Studies conducted on Trichinella
spiralis and Nippostrongylus brasiliensis suggest that
in the early phase of infection, the Thl response,
rather than the Th2 response, is induced, and there
is a polarization of the response from Thl to Th2
(Malla et al. 2006). In accordance with these authors
our data showed a significant increase of IL-10 levels
at the end of the study suggesting a modulation of
the immune system triggered by T. canis antigens.
Therefore, in this way we can explain the viability
of larval stage at 20th day post interaction with
adherent cells observed in other cultures conducted
with the same experimental conditions. On the
other hand, it can explain the elevated levels of IL-10
previously observed in serum from chronic infected
patients compared with IL-10 concentrations in
serum from healthy patients suggesting a sistemic
immunomodulation during the parasite infection
(data not shown).

With respect to NO, macrophages recognize
antigen microorganisms through their different
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receptors and trigger the production of inflammatory
mediators inducing the activity of the inducible nitric
oxide synthase enzyme (NOSi2). Important amounts
of NO are synthesized, causing modifications in the
cellular microenvironment (Gutierrez et al. 2009).
However, an excess of NO has harmful effects on
the host’s tissues (Silva 2010). In our work, the
abscence of NO could be associated to a modulation
triggered by the parasite in order to evade the
host immune response. On the other hand, NO
production probably does not have a predominant
role in eliminating this parasite because T. canis is an
extracelular microorganism.

In accordance with Valli and col. (2010) we
consider that while the in vitro study of PBMC
cytokine responses cannot be directly extrapolated
to antigens in vivo responses, the results do
highlight the dynamic and fluctuating nature of
cytokine production. Therefore, immune responses
in helminth infections, depends on the extent of
the parasite load, the timing and duration of the
infection and the status of the host immune system.

It is important to highlight that this study was
performed with human adherent cells and these
findings, taken together, encourage the continuation
of studies tending to reveal other cellular and
molecular components of the innate immune
response involved in the pathogenic mechanisms
triggered during T. canis infection in paratenic hosts.
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Summary

The main morphological and taxonomic characteristics of Mepraia spinolai are described. This is the main
wild vector of Chagas’ disease in Chile. It is endemic to Chile, distributed between the 26 ° S (Atacama Region)
and the 34 ° S (O’Higgins Region), from the coastal zones to the 3000 msnm. It is a predominantly diurnal insect,
strict hematophagus, that inhabits arid and semi-arid zones occupying rocky habitats where stone glides, bird
nests, burrows, bromeliads (Puya sp.) and pircas. Their populations are associated to native micromamiferos
such as the Darwin’s earwig (Phyllotis darwini), the degt (Octodon degus), the olivaceous mouse (Abrothrix
olivaceus), the long-tailed mouse (Olygorizomis longicaudatus), the common chinchilla mouse (Abrocoma
benetti) and yaca (Thylamys elegans), but have also been detected in chicken coops and goat pens. The overall

T. cruzi infection rate is currently estimated at 26.56%.

Introduccion

Los Triatominae son una particular subfamilia de
hemipteros de la familia Reduviidae que retine 147
especies conocidas, todas ellas hematoéfagas que se
alimentan exclusivamente de sangre de vertebrados,
siendo, por consiguiente, todas ellas potenciales
vectores del protozoo Trypanosoma cruzi, el agente
causal de la Enfermedad de Chagas, aunque la gran
mayoria de ellas tiene escaso impacto epidemiologico
como vectores del patégeno.

Las 147 especies de Triatominae se agrupan en mas
de 16 géneros y 6 tribus, todos ellos primariamente
de distribucion americana, aunque unas pocas
especies de la tribu Triatomini alcanzan, en su
distribucion, regiones de India y Australia. Las tribus
mas diversificadas a nivel especifico corresponden
a Triatomini y Rhodniini agrupando mas de 130
especies conocidas en su conjunto (Schofield &
Galvao, 2009); estas tribus, han evolucionado en
Sudamérica, estrechamente asociados a los cambios
geolodgicos y climaticos que ha experimentado el
continente debido al levantamiento de la Cordillera
de Los Andes (Justi et al., 2016).

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis
americana es una infeccion sistémica causada por
el parasito protozoario Trypanosoma cruzi. Esta
patologia es una zoonosis en la que participan un gran
numero de reservorios vertebrados y transmisores
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triatominos que se produce por el contacto entre las
heces del vector, con el patdégeno, y la sangre y las
mucosas de los vertebrados, constituyendo un grave
problema sanitario en América Latina.

Para Chile se citan cuatro especies de vinchucas:
Triatoma infestans (Klug), de amplia distribucién en
el cono sur de América del Sur y principal vector de
la Enfermedad de Chagas en Chile, Mepraia spinolai
(Porter), M. gajardoi Frias, Henry & Gonzilez y M.
parapatrica Frias. Las tres ultimas son endémicas
del pais y, al menos las dos primeras, también
comprobadamente infectadas con T. cruzi. M. spinolai
registra altos indices de infeccion, particularmente
en zonas de la IV Regidn, lo cual constituye un riesgo
para las poblaciones humanas que han ocupado las
areas de distribucion de este vector.

En este trabajo se comentan aspectos de la
morfologia de las ninfas y adultos de M. spinolai
asi como sus indices de infeccién registrados
luego de analizar, por medio de la técnica de PCR,
extensas series de material provenientes del area de
distribucion de esta especie.

1. Clasificacion taxonémica

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
Superclase: Hexapoda
Clase: Insecta
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Orden: Hemiptera

Suborden: Heteroptera

Infraorden: Cimicomorpha

Superfamilia: Reduvioidea

Familia: Reduviidae

Subfamilia: Triatominae

Tribu: Triatomini

Género: Mepraia Mazza, Gajardo & Jorg, 1940
Especie: Mepraia spinolai (Porter, 1934)

Mepraia spinolai fue descrita por el destacado
naturalista Carlos E. Porter (1934), como Triatoma
spinolai, a partir de ejemplares capturados en las
cercanias de Vicuiia (Region de Coquimbo). Unos
aftos después Usinger (1939), describi6 a Triatoma
chilena. Posteriormente, Mazza, Gajardo & Jorg
(1940) crearon el género Mepraia en base a T. spinolai
al observar el polimorfismo alar en esta especie. Casi
al mismo tiempo, Neiva & Lent (1940) en base a
hembras y machos apteros de T. spinolai, describieron
un nuevo género y especie denomindndolos
Triatomaptera porteri. Lent & Wygodzinsky (1979)
sinonimizan Mepraia spinolai, Triatoma chilena y
Triatomaptera porteri. Finalmente, Lent et al. (1994)
revalidaron el género Mepraia en base al marcado
polimorfismo alar, el tipo de conexivo observado
en la hembra, ademas de diferencias presentes en
la genitalia del macho que se observan respecto de
Triatoma.

2. Caracteristicas morfologicas

Los Hemiptera son un dominante grupo de
insectos exopterigotos que agrupan mas de 85.000
especies en el planeta. En Chile el orden se encuentra
representado por cerca de 1.000 especies. Una de las
caracteristicas mas distintivas del grupo, ademads de
la conformacién de sus alas, son las piezas bucales en
donde, las mandibulas y las maxilas, se modifican en
forma de estiletes conteniendo el canal alimentario
y salival. En Chile la familia Reduviidae, a la cual
pertenece M. spinolai, agrupa unas 20 especies en 13
géneros. Incluye especies predadoras que cuentan con
adaptaciones morfologicas para la captura de presas;
la subfamilia Triatominae puede ser identificada
por presentar el labio dividido en tres segmentos
alcanzando ventralmente hasta el pronoto, ocelos
ampliamente separados y ubicados, por lo general,
en los costados de la cabeza; ademads de la ausencia
de sulcus transverso detras de los ojos.

58

M. spinolai, en su estado adulto, mide entre 18
a 22 mm, de coloracion general negruzca a café-
negruzca con tonalidades anaranjadas o rojizas en
el conexivo abdominal y en parte de los escleritos
adyacentes (Fig. 1).

Figura 1. Ejemplar adulto macho de Mepraia spinolai

Parasitologia Latinoamericana. (2016); 65 (3): 56 - 61



Revista Parasitologia Latinoamericana

En esta especie se presenta un marcado
polimorfismo, en donde las hembras son siempre
micrépterasmientras quelosmachossonmicropteros,
macropteros o braquipteros, una caracteristica que
se encuentra asociada a los genes dispuestos en el
cromosoma Y y su expresion particularmente en
las poblaciones que ocupan zonas mds aridas (Frias
& Atria 1998). Las ninfas, por el contrario, miden
desde 4,8 mm, en el 1° estadio, hasta 15 mm en el
5°, son preferentemente grisaceas o del color del
sustrato en el cual ellas se encuentran. Desde el 1° al
3° estadio no presentan esbozos alares, los cuales se
manifiestan a partir del 4° estadio.

Los principales caracteres morfoldgicos que
diferencian a Mepraia spinolai, son los siguientes:

Huevos. Miden entre 3 mm de largo y 1,5 mm
de ancho, de coloracion blanco pasando a rosado.
Opérculo de 0,85 mm.

Ninfas. Ojos de menor diametro que en adultos
respecto del ancho de la cabeza. Tubérculo antenifero
en linea con la mitad inferior del ojo. Abdomen café-
rojizo claro en la parte dorsal central, caracteristico
de la ninfa de primer estadio, el que es mas oscuro
en las de segundo; en ninfas de tercer estadio
aparecen manchas negras laterales abdominales, las
que desaparecen en el cuarto estadio donde ademas
aparecen los esbozos alares. Las ninfas de quinto
estado presentan abdomen plomizo, pasando a
negruzco en la parte terminal (Frias et al. 1987)

Adultos. Cabeza: completamente negruzca,
alargada, mucho mas larga que el pronoto, rugosa
y con presencia de granulaciones dorsales. Ojos
sobresalientes, en vista dorsal, y dispuestos en la
parte baja de la cabeza, en vista lateral. Clipeo con
cerdas en la parte anterior, ensanchando su didmetro
hacia posterior; genas redondeadas. Ocelos con
bordes rojizos. Antenas negruzcas; primer segmento
antenal sobrepasando ligeramente el apice del clipeo;
segundo segmento con abundantes cerdas. Rostro
alargado, cerdoso, dispuesto en posiciéon ventral
y sobrepasando la posiciéon de los ojos. Cuello
negruzco, mas claro que el color de la cabeza, con
débiles manchas amarillentas laterales.

Torax: pronoto negruzco brillante, algo mas claro
que el resto del cuerpo, porcién anterior granulosa,
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sin tubérculos discales ni laterales; zona posterior
rugosa. Escutelo completamente negruzco brillante
y rugoso, con proceso distal pequefio en ejemplares
macrépteros y braquipteros o ausente en micropteros.
Hemiélitros café-negruzcos en toda su extension.
Patas largas y delgadas, uniformemente negruzcas;
fémur y especialmente tibia y tarso cubierto con
pilosidad de diferente tamario.

Abdomen: dorsalmente convexo, ligeramente
comprimido en la linea media, café-negruzco, con
delicadas setas mayoritariamente distribuidas en
los segmentos posteriores; espiraculos respiratorios
no adyacentes a la sutura conexival. Conexivo rojo-
anaranjado extendido a lo largo de toda la sutura
intersegmental o principalmente dorsal.

3. Antecedentes biolégicos

M. spinolai es un insecto hemimetabolo, con
cinco estadios ninfales previos a la emergencia del
adulto. Hematdfago estricto en todos sus estadios. M.
spinolaihabita en zonas dridas y semiaridas ocupando
hébitat rocosos en donde se observan deslizamientos
de piedras, nidos de aves, madrigueras, bromelidceas
(Puya sp.) y pircas (Canals et al. 1998, Botto-Mahan
et al. 2015). Generalmente, las poblaciones se
encuentran asociadas a micromamiferos nativos tales
como: el ratén orejudo de Darwin (Phyllotis darwini),
el degu (Octodon degus), el raton olivaceo (Abrothrix
olivaceus), el raton de cola larga (Olygorizomis
longicaudatus), el ratén chinchilla comdn (Abrocoma
benetti) y la yaca (Thylamys elegans), pero también
se han detectado en gallineros y corrales de cabras
(Botto-Mahan et al. 20052, Campos et al. 2007).

Presenta hébitos preferentemente diurnos y su
ciclo bioldgico esta relacionado con la humedad,
temperatura, cantidad de sangre ingerida y fuente de
alimentacion, parametros que influyen directamente
en su desarrollo, rendimiento reproductivo y por
tanto en su dindmica poblacional (Canals et al. 1998,
Alzamora et al. 2007)

4. Distribucion

Esta especie, endémica de Chile, se distribuye
entre los 26°S (Region de Atacama) y los 34°S (Region
de O’Higgins), desde las zonas costeras hasta los 3000
msnm (Canals et al. 1998, Botto-Mahan et al. 2015).
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5. Importancia médica

Mepraia spinolai es una especie silvestre. No
obstante, debido a la urbanizacién de sectores
silvestres, a las actividades laborales y recreacionales
desarrolladas en su habitat natural y a los buenos
resultados obtenidos en el control de T. infestans,
puede cobrar importancia epidemiolégica como
vector de la Enfermedad de Chagas, en la medida
que su densidad poblacional aumente y que el
hombre empiece a formar parte de su dieta habitual
(Canals et al. 1999, Canals et al. 2000). Asi mismo,
cabe considerar que M. spinolai posee una amplitud
de nicho superior a T. infestans, pudiendo adaptarse
a habitats peridomiciliarios alimentandose no sélo
de los animales que habiten en ¢l, sino que también
del hombre (Canals et al. 2000, Canals et al. 2001).

De acuerdo a los resultados obtenidos por el
laboratorio de referencia nacional, Laboratorio de
Entomologia Médica del Instituto de Salud Publica,
durante el periodo 2005-2016, se recibieron 1.994
ejemplares de M. spinolai, tanto ninfas como imagos,
para la busqueda de T. cruzi mediante la técnica de
PCR, provenientes desde la region de Atacama hasta
laregion del Libertador General Bernardo O’Higgins.
De las 1.994 muestras recibidas, se analizaron 1.977,
obteniendo un porcentaje de infeccion general
por T. cruzi de 26,56%. Sin embargo, las regiones
Metropolitana y de Coquimbo arrojaron porcentajes
de infeccién superiores, con un 40,74% y un 34,78%
respectivamente (Gréfico 1).
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Fuente: Laboratorio de Entomologia Médica, ISP.

Grafico 1. Distribucion de los porcentajes de infeccion
por T. cruzi en M. spinolai segin region durante el
periodo 2005-2016.

Estos resultados coinciden con lo descrito por
Botto-Mahan et al. (2005b), que obtuvo una tasa
de infeccion de 38,3-54,1% en los distintos estadios
ninfales de M. spinolai provenientes de la Reserva
Nacional Las Chinchillas, en la regiéon de Coquimbo.

Debido a que este triatomino silvestre es menos
eficiente en la transmision del protozoo que T
infestans, puesto que posee un tiempo de picada
inferior y una defecacion retardada, y a que el hombre
no forma parte de su dieta habitual, M. spinolai no
se considera un vector importante de T. cruzi para el
hombre (Canals et al. 1998, Canals et al. 2001). Sin
embargo, los triatominos silvestres cumplen un rol
fundamental en la mantencién del ciclo silvestre de
T. cruzi en Chile (Ministerio de Salud de Chile, 2016).
Por lo tanto, tomando en cuenta que los porcentajes
de infeccion por T. cruzi en M. spinolai son elevados
y que el hombre se ha introducido en el habitat
natural de esta especie, el contacto de M. spinolai
con el hombre supone un riesgo de transmision de la
Enfermedad de Chagas.
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Summary

One transcendental aspect of epidemiology is to predict the evolution of infectious diseases, especially
in cases of pandemic outbreaks. In the last decade the emphasis has been placed in the spatial progression
of epidemics. Percolation models have been proposed that describe the progress of parasitic infestations
and epidemics. In this study, we propose a model that connects the temporal and spatial progress of a global
epidemic, determining the time at which an epidemic outbreak becomes a pandemic based on the percolation
threshold.

First, we propose a simple model of the temporal progression of the geographic progress of epidemics.
By means of simulation, we estimate the percolation threshold of epidemics at two scales: global and local.
Then, we connect both approaches, determining the time at which this threshold is reached (the critical time

of percolation).

The advanced model yields a logistic progress of infected localities over time. The estimated percolation
thresholds were approximately 59% of the infected localities at local and global scales, and these were not
different from the theoretical percolation threshold of square grids.

We propose an easy method for following and predicting the geographical progression of infectious
disease over time at several scales. Another remarkable aspect of the advanced model is that it allows us to
define a pandemic in a more precise form, such as the state of and epidemics in which the percolation threshold
is reached, changing the current definition of epidemics in phase 6 (the pandemic phase).

Keywords: epidemics, model, percolation

Introduccion

A number of viruses have pandemic potential.
For example, the coronavirus, which is responsible
for the severe acute respiratory syndrome (SARS),
caused more than 8000 cases in 2003 (Fineberg
2014). The outbreak of EBOLA threatened to spread
to the entire world in 2014 and now counts more
than 12,000 cases (CDC 2015). More classic examples
are the Influenza viruses, which are characterized
by their persistence, versatility, potential severity,
and speed of spread. These viruses are endemic in
a number of species, including humans, birds, and
pigs. The influenza virus causes annual outbreaks that
are punctuated by occasional worldwide pandemics,
which are characterized by sustained community
spread in multiple regions of the world. For example,
1918-19 A(HIN1) affected 50 million of persons (all
viral segments of avian origin); 1957-69 A (H2N2)
affected 2-4 million persons (five segments of
A(HINI) + (PBLHA;NA) of avian origin); 1968-70
A (H3N2) affected 1-2 million persons (six segments
of H2N2 + (PBI and HA) of avian origin); 1977-79
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A (HIN1) affected 0.7 million (identical with
1918-19 virus) (Ebrahim et al. 2010), and the recent
2009 A(HIN1), which combined viral parts from
three viral lineages (triple reassortant, classical and
Eurasian swine), had millions of cases all over the
world (Garten et al. 2009, Shrestha et al. 2011).

Additionally, several cases and deaths in humans
have been caused by a number of avian influenza A
viruses, such as A(H5N1), A(H7N9) and A(H10N8),
as recently reported in 2013. Such cases could be
harbingers of a pandemic, which is difficult to assess
without knowing the history of the disease in the
past. The 2009 A(HIN1) pandemic presented a public
health emergency of uncertain scope, duration,
and effect. The experience exposed a number of
deficiencies and defects at the local and global levels.
These included limitations of scientific knowledge,
difficulties in decision making and complexities in
international cooperation. Additionally, beyond
spread, the degree to which a pandemic is defined
according to the severity of the disease or whether it
could be simply described as often producing many
illnesses and deaths remains ambiguous (Fineberg
2014).
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One of the transcendental aspects of epidemiology
is to predict the evolution of infectious diseases,
especially in cases of pandemic outbreaks. This
attempt is usually conducted using mathematical
models that consider the progress of cases over time
at a certain location and relevant parameters such
as the reproductive number, doubling time, and
transmissibility (Bailey 1975, Anderson & May 1979,
May & Anderson 1979, Canals et al. 1989a,b, 1Canals
1992, Heersterbeeketal. 2015, Canals 2010, Heffernan
et al. 2005). However, these models do not include
the spatial dimension of the disease progression
or the conditions of connectivity that have been
established between distant regions, factors which
are currently very relevant in ecology, epidemiology
and other areas such as physics (Grassberger 1983,
1991, Miller 2009, Hanski 1998). In recent decades it
has placed special emphasis on the role of population
mobility and networks connection by transport
airlines in the spread of epidemics (Colizza et al.
2006, 2007a, 2007b, Vespignani 2009, Balcam et al.
2009, 2011,2012, Ajelli et al. 2010, Goncalves et al.
2013, Gomez et al. 2014, Merler et al. 2015, Schum
et al. 2015). These models have been explored agent
based stochastic spatially explicit discrete-time
simulation models and stochastic metapopulational
models (GLEaM) simmulating the global spread of
epidemics and determining the thershold below the
disease vanish.

In the field of physics, percolation models
study the connectivity between cells. Hammersley
and Broadbent introduced the concept in 1956 for
studying the obstruction of gas filters (Grassberger
1983). The basic task was to determine the proportion
of small obstructed channels that are required to
attain a complete obstruction of the filter. This idea
has been used to study the spatial continuity of fire
spread, the spread of parasites in orchards and the
spread of epidemics (Grassberger 1983, 1991, Miller
2009, Canals 2010, Canals & Canals 2010). Basically,
the model studies the connectivity that occurs in
a grid of square cells when each cell can be in two
stages (“on” and “oft”), asking for the proportion
of cells in state “on” that are necessary for spatial
continuity and allowing the crossing from one side
to another through cells in the “on” state. In the case
of infectious diseases, the “on” state represents an
infected spatial area. If an infected cell can infect its
neighboring cells, then a system of propagation of
an infection is established. Percolation is a threshold

phenomenon independent of the path, and for
the specific case of square grids, the percolation
threshold p, = 0.5927.; i.e., over this proportion
of infected cells, the infection crosses the entire
grid. In the vicinity of p. (p-p. << 1), the critical
functions P(p) = k1(p-pc)b, S(p) = k2(p-pc)-¢ and L(p)
= k3(p-po)-v are universal (i.e., not dependent on the
geometry of the grid), where P(p) is the probability
of a cell belonging to the percolating group, S(p) is
the average size of the percolating group, and L(p) is
the probability of a percolating group being formed
(Grassberger 1983, 1991, Canals & Canals 2010). The
percolation threshold is dependent on the shape of
the grid cells.

Based on empirical studies, it has been proposed
that independent of the path or configuration of
infected countries the percolation threshold is
also valid in the progress of an epidemic, such as
A(HIN1)-2009 (Canals & Canals 2010).

In this study, we propose a simple model that
describes numerically the temporal progress of an
epidemic that connected with the spatial percolation
thershold, determines the time at which an epidemic
outbreak becomes a pandemic.

Materials and Methods

First, a simple model that relates the proportion
of countries infected (p) in the world and time was
proposed. Second, the percolation threshold for
the grid that constitutes the countries of the world
(global scale) and also the states of the U.S.A. (local
scale) was estimated by means of simulation. Finally,
the percolation threshold (p.) was introduced in the
first model, determining thereby the critical time for
percolation (f.).

To estimate the threshold at a global scale,
a grid constituted by 147 non-insular countries was
considered, which account for the entire continental
surface of North, Central and South America,
Europe, Asia and Oceania. Small countries whose
inclusion would not have an effect on the result of
this study, such as Andorra or Vatican City, were
considered to be part of the neighboring countries.
The cells were the countries, and their form was
determined by their boundaries. At a local scale,
a grid would include all of the states of the U.S.A,
excluding Alaska and Hawaii. To establish a working
definition of percolation at global scale an “ocean”
criteria was considered; an epidemic percolates if
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geographical continuity from infected countries is
observed both in the north - south, as one east - west.
The North-South continuity will be obtained if the
infection spreads from at least a Eurasian country
with coastlines on the Arctic Ocean, to at least one
country that has coastlines on the Indian Ocean. The
continuity East- West will be obtained if the infection
spreads from at least one Asian country with coasts
on the Pacific Ocean to at least a country belonging
to the bloc Eurasia - Africa possessing coasts on
the Atlantic Ocean and also extends through the
American continent from a country bordering the
Atlantic Ocean to a country bordering the Pacific
Ocean.

A random variable is defined such that X =1
if the locality is infected and X = 0 if not. A program
that assigned these possible states for each locality
(country or state): infected (X = 1; black) and not
infected (X = 0; white) was built, and the resulting
map was painted. At a global scale, the following
operative definition was adopted: an epidemic
percolates if it has geographic continuity of infected
countries from the glacial Arctic ocean to the Indian
ocean (North-South axis) and from the Pacific ocean
to the Atlantic ocean, crossing by the Eurasia-Africa
block and the block constituted by the American
continent (East-West axis). At a local scale, the
definition was the existence of geographic continuity
of infected states from the Atlantic to Pacific ocean
(East-West axis) and from Canada to Mexico and/or
the Gulf of Mexico (North-South axis).

Defining p = P(X = 1), the program generated a
random number for each locality “j” of the grid, with
a uniform distribution (0 < nj < 1). If nj< p, then the
locality was considered to be infected (X = 1) and
the locality was painted black. For example, if p =
0.3, then we obtained a map with approximately 30%
of the countries (Fig. 1) or states (Fig. 2) infected.
The value of p varied from 0 to 1, repeating the
procedure 100 times for each value. Then, 100 maps
of infected localities were obtained for each value of
p- Each map was carefully examined to determine
whether percolation had occurred. The percolation
probability (y) for each value of p was calculated
with ¥ = number of percolation events/100.
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Figura 1. Example of the map obtained with a proportion of
infected localities p = 0.3 at a global scale. Countries in black
and white represent infected and non-infected countries,
respectively.

Figura 2. Example of the map obtained with a proportion
of infected localities p = 0.3 at a local scale for EEUU. States
in black and white represent infected and non-infected
countries, respectively.

Graphics between p and y were obtained, and a probit
regression was performed: probit(y) = Sip +Po, where
probit (y) = Zy+5, and Zy is the value Z in an cumulative

VA 2

vz

normal distribution (i.e., Z, = f e 2dz=1).
0

When the model was fitted, the value of p to obtain
50% of the percolation events (p5,) was calculated. As
in a standardized normal distribution, probit(0.5) = 0
+5; then, ps, will satisfy the following: 5 = S1ps0 +f0,
which yields psy = (5- B0)/ Bi. Furthermore, because
the variance of Z is 1, the standard deviation of ps is
=1/ 1 (McCullagh & Nelder 1989). In this study, we
used ps as a proxy for the percolation threshold (p).
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Results
Model

Consider a proportion p (0 < p < 1) of infected
countries (or states) at time t. The epidemic outbreak
can take different time scales to progress, from
weeks to decades. Thus, we use a non-dimensional
differential of t: dr = di/t.

We propose that the variation in time of p
will follow a logistic model:
& _ p(r—bp)
dt
that represents the intrinsic rate of increment of the
proportion of infected countries, and b a parameter

, with r a constant

that represents the dense dependent effect.
S dp
Considering that when — =0, thenp=r/b=1.
pdt
This model can be as ¢ = ai]la//p =(r-bp) expressed as
t/t

[Eq. 1], where ¢ is the time elasticity of p. Considering
that u = In t, this model has an explicit solution:

ln(1 P ) = oqu + a,, or logit (p) = [Eq. 2],
-p

Equation 1 describes, in an easy way, the
numerical progression of the proportion of localities
infected in an epidemic over time. The time-elasticity
corresponds to the percentage variation of the
proportion of infected localities with an infinitesimal
change in time, independent of the temporal scale
used. The function p can be expressed as

1“e® 1
p= a o = a -1
L+£%e™  1+(t"e™)

[Eq. 3], and analogously

a, r

1+t%e™ 1+t%e™

[Eq. 4]. In this model,

the proportion of infected localities increases to an
asymptotic value of p = I (i.e., 100% of the countries
were infected), and the elasticity decreases linearly
with the proportion of infected localities and
decreases non-linearly with time (Fig. 3).
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Figura 3. Progression of the proportion of infected localities
(p) and the elasticity (¢) in the model (Eq[3] and Eq[4].

Determining the percolation threshold (pc)

The probit model had a good fit without
significant distortions along the different values of
p at the two scales. At a global scale, the regression
between probit(y) and p was probit(y) = 4.327p +
2.449 (R? = 0.984, Fi,; = 1049.60, p < 0.001). The
percolation threshold (p. = pso ) was pc= 0.590 *
0.231 (+ standard deviation). At a local scale, for
USA, the regression was probit(y) = 8.881p - 0.319
(R?2=0.967, Fi,s = 236.47, p < 0.001), with a pc = 0.599
+0.113 (Fig. 4).
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Figura 4. Probit transformation of the probability of
percolation (probit(y) as a function of the proportion of
infected localities (p) at local and global scales. The solid
line is the regression line, and the points are those obtained
by the simulations.

The critical time of percolation

At the two different scales, we obtained
percolation thresholds pc that were not different
from the percolation threshold of a square grid (=
0.5927..) (t;7 = 0.05, p > 0.05 and t8 = 0.15, p > 0.05
for the global and local scale, respectively). Then,
substituting into [Eq. 2], we obtain

1

Pe ya
(l—pc)

&)

ln(L) =a,Int, +a,orf, =

e

[Eq. 5]. As an example, if we approximate pc = 0.5,
_%

a

then t. would simply be t,=e

Discussion

One ofthe transcendental aspects of epidemiology
is attempting to predict the progression of infectious
diseases. This attempt is usually realized by using
mathematical models that predict the progression
of cases over time and deriving some relevant
parameters, such as the reproductive number (Ry),
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doubling time, and transmissibility () (6-14).
However, these models do not include the spatial
dimension of this progress (although others, such as
diffusion and network models, do (Liu & Xiao 2013,
Pellis et al. 2015); additionally, they do not include
the connectivity conditions that can be established
between distant regions—these factors are very
relevant today in ecology, epidemiology and other
scientific fields (Grassberger 1983, 1991, Miller
2009).

In recent decades it has placed special emphasis
on the role of population mobility and networks
connection by transport airlines in the spread
of epidemics (Colizza et al. 2005, 20072, 2007b,
Vespignani 2009, Balcam et al. 2009, 2011,2012,
Ajelli et al. 2010, Goncalves et al. 2013, Gomez et al.
2014, Merler et al. 2015, Schum et al. 2015). These
models have been explored agent based stochastic
spatially explicit discrete-time simulation models
and stochastic metapopulational models (GLEaM)
simmulating the global spread of epidemics and
determining the thershold below the disease vanish
and also a second threshold defines the criteria that
permit an epidemic to move out of the giant strongly
connected component and to invade the populations
of the sink nodes (Schumm et al. 2015). These models
have shown a good fit to the propagation of different
diseases such as Influenza AHINI, AH5N1, SARS
and Ebola (Colizza et al. 2006, 2007, Gomes et al.
2014, Merler et al. 2015). The focus of these models
is the spatial spread in time, while our model only
uses the number of infected localities and wondered
when this number becomes uncontrollable as a result
of having crossed the threshold established by the
percolation of the geographic space.

Percolation, being a threshold phenomenon,
allows for an explanation of abrupt changes in the
propagation of water, gases, parasites, fire and other
materials, and it is relevant in the spread of epidemics.

Our model of epidemic progression is an easy
model that relates the increase in the proportion
of infected localities over time. It not proposes
a continuous spatial progress of the epidemic
like other percolation models that are useful at
local scale, only uses the percolation threshold to
determine the time in which this occurs, and agrees
with previous empirical studies of the propagation
of the AHIN1-2009 Influenza realized in Chile and
Argentina (Canals & Canals 2010, Canals 2010,
Cuestas et al. 2011). For example, the empirical fit
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using probit models and relating the proportion of
infected countries and time showed a relatively good
fit at the beginning of this epidemic (Canals 2009);
later, logistic regression between the proportion of
countries infected and time had a better fit. Moreover,
when the proportion of infected countries was related
to the logarithm of time (Int), the determination
coefficients (R?) increased from approximately 0.7 to
values that were higher than 0.94 (Canals & Canals
2010). Other later studies in Argentina showed a
good fit at the local scale (Cuestas et al. 2011).

Considering countries at a global scale and states
at a local scale to be geographic unities, we obtained
the percolation threshold that was closest to the
expected value (p, = 0,5927) for a grid of square cells
(Feng et al. 2008). Despite the irregular form of the
cells of countries and states, the contour of the grid
in our case is geographic; in addition, inside the grid,
there are zones that cannot be occupied because they
do not correspond to areas of land.

In previous studies (Canals & Canals 2010), we
see that the percolation thresholds vary depending
on the geometric forms of the cells. In the case of
the states of the USA, the form is similar to squares
in several states, and then, a threshold value that
is similar to that of a square grid was expected.
However, in the case of countries at a global scale, we
obtain also a similar value, which suggests that in the
case of irregular forms of cells, the threshold value
converges to an average value that is similar to that
of square grids.

The random changes of localities from not
infected to infected established a theoretical
continuity among distant localities when really there
is not; for example, between Chile and the USA.
However, this agree with the role of transport network
in epidemics progression, geographic continuity is
established by means of global transport networks
(Tatem et al. 2006). Moreover, this random change
does not introduce distortions in the percolation
threshold because percolation is precisely a
threshold phenomenon that is independent of the
path. This attribute means that regardless of the
previous configurations of the infected cells, when
the threshold is reached, the system will percolate.

This model is different from the classic
epidemiologic models that use differential or
difference equations, such as SEIR models, to
estimate the number of cases over time, and more
sophisticated spatial models, such as those based

on diffusion processes (Liu & Xiao 2013), to model
the continuous propagation of epidemics. Also, it is
different from stochastic approaches such as agent-
based or GLEaM models. The advanced model is
based on a spatial progression (contamination of
cells) and introduces time as a variable, which allows
us to estimate when the percolation will happen. At
a global scale, this choice allows us to determine
the instant at which the geographic barriers that
contain the epidemic disappear as the epidemic
changes from an epidemic outbreak to pandemics.
This threshold is different to that proposed by other
models. While in other models the threshold for the
spread of an epidemics (ie Ry) or the threshold for
the spatial spread (Balcan et al. 2012), in our model
the threshold of interest is the instant in which a
disease cross the entire geographic space without
barriers (percolation of the system).

Our model allows us to predict the propagation
but does not report the number of cases in each
locality. Our model intent to predict the number of
infected localities and the time of percolation, but
not predicts the spatial trajectory of the spread such
as GLEaM models. In this sense, these models would
be complementary to propose epidemics mitigation
measures. The good fit and predictive capacity of
our model allows us to propose an easy method to
follow and predict the spatial progression of the
proportion of infected localities over time, adapting
the sizes of the cells to local situations, such as cities
or communities. The proposed method comprises
the following steps:

i)  Obtain information on the proportion of
localities infected (P) at time (t) at the beginning of
the epidemic,

ii) To perform a logistic regression between P
and In(t) [Eq 2]

iii) To estimate the critical time of percolation
tc by [Eq 3]

iv) To repeat steps i), ii) and iii) as the epidemic
progresses

Following the curve of P vs In(t) allows us to study
the behavior of the progression of the epidemics
while looking for eflicient and effective mitigation
and control measures. If the curve follows linear
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progress (in the logit regression) without changes,
the estimation of tc will not vary, while if there are
effective control measures, the curve will change, and
the estimation of tc will increase progressively (Fig.
5).

3
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Figura 5. Hypothetical progression of an epidemic over
time. Logit (p) is In(p/(1-p)), with p the proportion of
infected localities, and In(t) is the natural logarithm of
the time in arbitrary units. The black circles represent the
natural increments in the number of localities infected; the
solid line is the regression line based on only 9 points; the
horizontal line and vertical arrow show the coordinates of
the logit of the percolation threshold and the time at which
it is reached (critical time of percolation tc); and the white
circles represent a situation in which control and mitigation
measures have been successful, without reaching the
percolation threshold.

Another remarkable aspect of the advanced
model is that it allows us to define pandemics in a
more precise form, as “the state of and epidemics
in which the percolation threshold is reached
(i.e., P = 0.59)” because it is the moment at which
there is geographic continuity worldwide. It is very
interesting that in the AHIN1-2009 epidemics, the
WHO declared it as phase 6 (pandemic phase) on
June 11, 2009, based on the human-to-human spread
of the virus in at least three countries in one WHO
region, and the percolation occurred on June 7, 2009
(Canals & Canals, 2010).
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