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TRABAJOS CIENTIFICOS

Descripcion de genotipos de Echinococcus granulosus
obtenidos de especimenes de hidatidosis humana*

Echinococcus granulosus genotypes in samples of
human hydatidosis

Drs. CARLOS MANTEROLAL2, ANGELICA MELO3, MANUEL VIAL12, JUAN CARLOS ROAS3,
JAVIER MORA3

1Departamento de Cirugia. 2CIGES (Capacitacion, Investigacion y Gestion para la salud basada en evidencia).
3Departamento de Anatomia Patoldgica. Facultad de Medicina, Universidad de La Frontera. Temuco, Chile

RESUMEN

Introduccion: Se ha descrito variabilidad ambiental de Echinococcus granulosus (Eg). Se han repor-
tado 10 genotipos y cierta heterogenicidad intergenotipo en estudios con material proveniente de animales.
El objetivo de este estudio es describir los resultados de un protocolo de genotipificacién de Eg en muestras
de hidatidosis humana. Material y método: Estudio de corte transversal. Se recolecto el liquido hidatidico
de una muestra consecutiva de pacientes intervenidos quirdrgicamente por hidatidosis hepatica y pulmonar
en hospitales de Temuco entre julio de 2004 y septiembre de 2005. Se disefié un protocolo de extraccion
de ADN para Eg en muestras homogeneizadas de aspirado de quistes hidatidicos. Se emplearon 2
sistemas de reaccién de polimerasa en cadena (PCR): PCREg9 y PCREg16; ambos en concentraciones
de MgCI2 al 2mM. Para PCREQ9, se utilizaron los primers Eg9F y Eg9R a concentraciones de 0.5 mM,
empleandose 35 ciclos con temperatura de hibridacién a 60°C. Para PCREQg16 se utilizaron los primers
Egl6F y Egl6R a concentraciones de 0,5 mM, empleandose 35 ciclos con temperatura de hibridacion a
65°C. Los productos de las PCR fueron digeridos con una enzima de restriccion (Rsal) para la discrimi-
nacion de los genotipos. Resultados: Se analizaron 25 muestras, 4 provenientes de quistes pulmonares y
21 de quistes hepaticos. Se logré amplificacion de Eg en 22 de 25 muestras (88%). La digestion enzimatica
reveld la presencia de 3 genotipos posibles: en 21 de 22 muestras (95,45%) se observo un patrén de
restriccion correspondiente a los genotipos G1 6 G7 y en la muestra restante a los genotipos G4 6 G7.
Conclusién: Con los sistemas de PCR empleados se detecté ADN de Eg.

PALABRAS CLAVE: Equinococcosis, hidatidosis, genotipos, reaccion de polimerasa en cadena.

SUMMARY

Introduction: Environmental variability of Echinococcus granulosus (Eg) has been described. 10
genotypes have been reported as well as a certain intergenotype heterogenicity in studies with material of
animal origin. The aim of this study is to describe the results of an Eg genotypification protocol in samples
of human hydatidosis. Materials and methods: Cross-sectional study. The hydatid fluid was collected from
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a consecutive sample of patients operated on for hepatic and pulmonary hydatidosis at hospitals in Temuco
between July, 2004 and September, 2005. A DNA extraction protocol was designed for Eg in homogenized
samples of hydatid cyst aspirate. 2 polymerase chain reaction (PCR) systems were used: PCREg9 and
PCREQ16; both in concentrations of 2mM MgCI2. For PCREg9, Eg9F and Eg9R primers were used at
concentrations of 0.5 mM, using 35 cycles with a hybridization temperature of 60°C. For PCREg16 Eg16F
and Eg16R primers were used at concentrations of 0.5 mM, using 35 cycles with a hybridization temperature
of 65°C. The PCR products were absorbed with a restriction enzyme (Rsal) in order to distinguish the
genotypes. Results: 25 samples were analyzed, 4 from pulmonary cysts and 21 from hepatic cysts. Eg
amplification was achieved in 22 of the 25 samples (88%). The enzymatic digestion revealed the presence
of 3 possible genotypes: in 21 of 22 samples (95.45%) a restriction pattern was observed corresponding to
the G1 or G7 genotypes, and the remaining samples to the G4 or G7 genotypes. Conclusion: With the PCR
systems used, Eg DNA was detected.

KEY WORDS: Echinococcosis"[MeSH)], “Hydatidosis”[Multi], "Genotype"[MeSH)], "Genotype/
classification"[MeSH)], "Polymerase Chain Reaction"[MeSH)].

INTRODUCCION

El Echinococcus granulosus (Eg), se caracteri-
Za por presentar una gran variacion en relacion a la
especificidad del huésped, epidemiologia, morfolo-
gia, biologia del desarrollo, bioquimica, fisiologia y
genétical. Se han identificado variantes o cepas
subespecificas, de tal forma, que algunos grupos
han propuesto una revision de la taxonomia del
género Echinococcus?3. Estas variantes subespe-
cificas serian alrededor de 10 genotipos distintos
del parasito (G1 a G10) 46 los que se han asociado
a diferentes animales, como ovejas, cerdos, caba-
llos, camellos, bovinos, cabras, etc.”-10. Sin embargo,
la validez del genotipo G9 ha sido cuestionada pues
podria corresponder al genotipo G711 (Tabla 1).

Uno de los criterios utilizados en estos estu-
dios fue el andlisis de diagramas de bandas de
ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD)12, Esta
técnica, se ha demostrado como rapida y confiable,
y tiene ventajas sobre otras técnicas utilizadas
(morfologia larval, desarrollo in vitro, pautas de
isoenzima y proteinas SDS-PAGE). Resultados
preliminares, utilizando estos tipos de analisis fue-
ron obtenidos por Gonzalez y cols. en la validacion
de un método alternativo para discriminar los
genotipos de Eg en Espafia, donde segun sus re-
sultados, solo existirian tres genotipos (G1, G4 y
G7)13. Esta técnica, tiene una apropiada validez
interna y externa, situacién que hace interesante
intentar su reproducccién en otros centros.

La hipotesis de este estudio es que existen
diferentes genotipos de Eg en los pacientes porta-
dores de hidatidosis intervenidos quirargicamente
en centros de salud de la red sanitaria de la ciudad
de Temuco.

El objetivo de este estudio fue genotipificar Eg
en quistes hidatidicos de pacientes portadores de

hidatidosis intervenidos quirdrgicamente en centros
de salud de la red sanitaria de la ciudad de
Temuco, mediante técnicas de biologia molecular.

MATERIAL Y METODO

Disefio: Estudio de corte transversal con mate-
rial biologico.

Criterios de inclusion: Especimenes de hidati-
dosis humana de cualquier localizacién obtenida a
partir de pacientes intervenidos quirdrgicamente
en centros de salud de la red sanitaria de la ciudad
de Temuco, Chile; sin restricciones de edad, géne-
ro ni etnia. No se consideraron criterios de exclu-
sion.

Tipo de muestreo: Se aplicé un muestreo de
tipo no probabilistico consecutivo.

Tratamiento de las muestras: Se recolectd la
totalidad del liquido hidatidico de cada espécimen
incluido, obteniéndose 50 ml para su ulterior trata-

Tabla 1

CEPAS DE Eg DESCRITAS HASTA LA
ACTUALIDADS713.16-23

Cepas Huéspedes que parasita

Gl Oveja doméstica y animales domésticos. Huma-
nos
G2 Oveja de Tasmania y Tucuman. Humanos

G3 Bufalos
G4 Caballo y perro

G5 Bovinos

G6 Camellos y perros. Humanos
G7 Cerdos

G8 Cepa del norte

G9 Cerdos

G10 Cervid Fennoscandian Roedores de Finlandia
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miento. Estos, fueron posteriormente centrifugados
a 3000 rpm por 10 min para obtener un concentrado
de protoescolices, el cual fue almacenado a -20°C
en etanol 70% hasta su andlisis.

Extraccion de ADN de Eg: Una alicuota de 1,5
ml, de la muestra almacenada se centrifugé y el
concentrado de protoescolices fue lavado en PBS.
Posteriormente se agregé Buffer de lisis'4, pro-
teinasa K (200 pg/ml) y se incub6 a 63°C hasta la
desaparicion de los elementos sélidos. Luego se
realiz6 un paso por fenol-cloroformo, se precipitd el
ADN con isopropanol, se hidratd en buffer TE 14 y
se almacend a -20°C hasta su estudio.

Reaccion de polimerasa en cadena (PCR): Se
emplearon 2 sistemas de PCR (Eg9 y Eg16), utili-
zando 2 pares de iniciadores dirigidos a 2 fragmen-
tos de ADN gendmico del Eg cuyas secuencias han
sido previamente publicadas por Gonzalez y
cols.13, En ambas PCR se emplearon concentracio-
nes de 0,5 uM de iniciadores y 2 mM de magnesio.
La temperatura de hibridacion fue de 60°C para la
PCR Eg9 y de 65°C para la PCR Eg16.

Genotipificacion: Los productos de las PCR
fueron sometidos a digestion con la enzima de res-
triccion Rsal (1U/ul) por 14 hrs. a 37°C. Posterior-
mente, fueron corridos en geles de poliacrilamida al
12% y tefiidos con bromuro de etidio. Los resulta-
dos se interpretaron segun patrones de restriccion
publicados por Gonzélez y cols.13,

Aspectos éticos: Se obtuvo el consentimiento
para la utilizacién del material bioldgico extraido en
los pacientes con hidatidosis, asegurando la ulterior
confidencialidad de la informacion obtenida del es-
tudio.

Plan de anélisis: Se realizd un andlisis explo-
ratorio de los datos; posteriormente se aplico esta-
distica descriptiva, con calculo de porcentajes,
medianas y valores extremos para el reporte de las
variables propias de los pacientes y los quistes.
Finalmente se describieron aspectos inherentes a
la genotipificacion.

RESULTADOS

Se analizaron 25 especimenes, provenientes
de 25 pacientes con una mediana de edad de 41
afios, 64% de los cuales eran de género femenino.
Cuatro especimenes provenian de quistes pulmo-
nares y 21 de quistes hepaticos (las caracteristicas
generales de los quistes se resumen en la Tabla 2).

Se logr6 amplificar ADN de Eg en 22 de 25
muestras (88%) (Figuras 1 y 2). La digestién
enzimatica revelo la presencia de 3 genotipos posi-
bles: en 21 de 22 muestras (95,45%) se observo un
patrén de restriccion correspondiente a los genoti-

Tabla 2
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES
EN ESTUDIO
Variable Mediana (min. - max.)
Edad (afios) 41 (16-89)
Diametro (cm)* 12 (7-18)
Género
Femenino 16
Masculino 9
Numero de quistes por paciente
Unico 24
Dos 0 mas** 1
Localizacién
Higado 21
Pulmoén 4

“Diametro de la lesién principal.
“Sélo fue estudiada la lesion principal.

pos G1 o G7 y en la muestra restante a los
genotipos G4 o G7 (Figuras 3y 4).

DISCUSION

Con los sistemas de PCR empleados se detec-
t6 ADN de Eg. El uso de una sola enzima de res-
triccién no es suficiente para la identificacion cate-
gorica de un genotipo especifico, hecho que se
resolvera con la aplicacion de enzimas de restric-
cion adicionales a las muestras del estudio y la
ulterior secuenciacion de los fragmentos amplifica-
dos.

En relacién al conocimiento previo, nos parece
relevante comentar algunos de los estudios relacio-
nados existentes: Bowles y cols., estudiaron las

- — - o
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Figura 1. PCR Eg9. Deteccion de ADN de Eg en muestras
de hidatidosis humana. Gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio. En el carril 1 se aprecia un marcador
de peso 100pb; en el carril 2, el control blanco; en el carril
3, el control negativo; y, en los carriles 4 al 7 las muestras
positivas.
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Figura 2. PCR Eg16. Deteccion de ADN de Eg en mues-
tras de hidatidosis humana. Gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio. En el carril 1 se aprecia un marca-
dor de peso 100pb; en los carriles 2, 3, 5y 6 se observan
las muestras positivas; en el carril 4, el control negativo;
y, en el carril 7, el control blanco.

caracteristicas genéticas del Eg variedad “cepa del
norte” aplicando andlisis con PCR, encontrando
gue esta variedad presentaba ambigliedades en la
posicién 18, que la hacian similar a la estructura del
genotipo G1, G2 y G3. Por otra parte, cuando apli-
caron el protocolo de secuencia mitocondrial, ob-
servaron similitud con el genotipo G6 y G7. Las
reacciones observadas, les hicieron plantear que el
Eg variedad “cepa del norte” representaria un
genotipo especial, al que se denominé G8 5. Por su
parte, Siles-Lucasy cols., estudiaron mediante dife-
rentes técnicas de biologia molecular, aislamientos
de Eg procedentes de Suiza y Espafia, encontran-
do que las muestras exhibian patrones de bandas
caracteristicos de caballo y burro (en aislamientos
provenientes de Suiza y Espafa), de vacunos (en
aislamientos procedentes de Suiza), de ovinos (en
aislamientos provenientes de Espafia), de cerdos
(en aislamientos provenientes de Suiza y Espafia)
y de caprinos (en aislamientos procedentes de
Espafia)l®. Posteriormente, Scott y cols., publica-
ron aislamientos de Eg provenientes de Polonia, de
humanos y cerdos; las muestras fueron procesadas
mediante secuenciacion nuclear y mitocondrial, y
posterior aplicacion de enzimas de restriccion, ob-
servando que los humanos no estaban infectados
con el genotipo G1, sino que en ellos se aisloé un
genotipo similar al G7, que representaria un
genotipo de Eg distinto y al que denominaron G9 6.
Zhang y cols., analizaron 28 aislamientos de Eg
provenientes de la regién de Xinjiang Uygur en
China. Las muestras fueron obtenidas a partir de
ovejas, bovinos, camellos y de quistes hidatidicos
humanos; y, tras aplicar un protocolo de secuen-
ciacién de ADN, determinaron la existencia de los
genotipos G6 y G1. Este ultimo genaotipo fue aislado
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Figura 3. Digestion de productos PCR Eg9 con la enzima
RSA I. Gel de poliacrilamida al 12% teflido con bromuro
de etidio. En el carril 6 se observa el control blanco; en el
carril 7, el control negativo; en el carril 8, el marcador de
peso 100pb; el carril 1 no corta; y, en los carriles 2 al 5,
se aprecian las muestras positivas digeridas con RSA |
con fragmentos de aproximadamente 400 y 100 pb.

en forma exclusiva de muestras provenientes de la
zona norte de la provincia de Xinjiang Uygur 18, El
mismo equipo anterior publicé el resultado del an&-
lisis de 16 aislamientos de Echinococcus prove-
nientes de pacientes iranies que habian sido inter-
venidos quirdrgicamente y de animales domésticos
(incluyendo ovejas, bovinos, cabras y camellos) del
area geogréfica de Teheran. Las muestras fueron
tratadas mediante un protocolo de analisis de los
nucléotidos de ADN; y tras aplicar una reaccion de
PCR y enzimas de restriccion, encontraron dos
genotipos diferentes G6 y G117. Dos afios después,
Snabel y cols., estudiaron el genotipo de proto-
escélices de cerdo provenientes del territorio
eslovaco, aplicando un protocolo de secuenciacion
mitocondrial y nuclear, encontrando una alta afini-
dad de las muestras con el genotipo G7, el que se
constituyé en el primer reporte de la existencia del
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Figura 4. Digestion de productos PCR Eg16 con la enzima
RSA I. Gel de poliacrilamida al 12% teflido con bromuro
de etidio. En los carriles lal 5 se observan muestras
positivas para Eg no digeridas con la enzima RSAI; en el
carril 6, el control blanco; en el carril 7, el control negativo;
y, en el carril 8, el marcador de peso 100pb.
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genotipo G7 en Eslovaquia’. A continuacién, Gon-
zalez y cols., analizaron 53 aislamientos de Eg
provenientes de la regidon central de Espafia, y
encontraron 2 grupos genéticos dentro de los aisla-
mientos de porcinos: los genotipos G1 y G7. Esta
observacion podria tener un impacto significativo
en la salud publica de Espafia, ya que estos
porcinos podrian infectar a seres humanos como se
ha sido informado en Europa Oriental y Centralls.
El mismo afio, Le y cols., estudiaron el genoma
mitocondrial completo de dos genotipos de Eg, el
G1y el G4, los que fueron comparados con geno-
mas de Echinococcus multilocularis e Hymenolepis
diminuta, encontrandose estructuras, longitudes y
composicién de bases similares!®. Un afio des-
pués, Lavikainen y cols., estudiaron 5 aislamientos
de Eg provenientes de roedores del noreste de
Finlandia, y de acuerdo al anélisis filogenético, los
aislamientos se asociaban también con los geno-
tipos G5, G7 y G8; razén por la que se planteé que
se trataba de un nuevo genotipo, a la que denomi-
naron “cepa cervid Fennoscandian” y le asignaron
el genotipo G101°. Posteriormente, Rozenzvit y
cols., publicaron un estudio de 33 aislamientos de
Eg obtenidas de diferentes huéspedes y zonas de
Argentina, encontrando de esta forma al menos 4
genotipos distintos: G1 (en la provincia de Rio
Negro), G2 (en la provincia de Tucuman), G7 (en la
provincia de Santa Fé) y G6 (en las provincias de
Rio Negro y Buenos Aires). Este es el primer repor-
te de la existencia de genotipos G2 y G6 en huma-
nos 0. Por su parte, Guarnera y cols., examinaron
41 pacientes con hidatidosis hepatica, pulmonar,
esplénica y multiorganica; procedentes de las pro-
vincias de Neuquén y Tucuman; y encontraron el
genotipo G1 en 19 pacientes; el genotipo G2, en 6
pacientes; el genotipo G5, en 1 paciente; y el
genotipo G6, en 15 pacientes; hallazgo curioso pues
el camello no es un animal habitual en Argentina?l.
Daniel Mwambete y cols., analizaron muestras de
quistes que se obtuvieron de ovejas, cabras, vacas,
cerdos y caballos sacrificados en mataderos loca-
les del centro de Espafia, a los que se adicionaron
especimenes provenientes de quistes hidatidicos
humanos y de jabalies cazados en la zona central
de Espafia. Trabajaron con 248 aislamientos prove-
nientes de quistes hepéaticos y pulmonares de simi-
lar grado de fertilidad; aplicaron reacciones de
amplificacion con PCR, encontrando 3 diferentes
genotipos: G1 (de alta fertilidad y preferente en
ovejas), G4 (sin preferencia de huéspedes y de
localizacién exclusiva en el higado de los animales
parasitados), y G7 (de preferencia por cerdos, en
los que se observo una fertilidad superior en quis-
tes hepaticos que pulmonares)?2. Finalmente,

M’rad y cols., estudiaron 372 quistes procedentes
de 50 humanos, 166 bovinos, 153 ovejas y 3 came-
llos (todos originarios de Tunez). Tras aplicar un
analisis con PCR-RFLP, encontraron que todas las
muestras humanas, ovinas y bovinas correspon-
dian al genotipo G1;y, que las muestras de camello
se relacionaban con el genotipo G6 23

Los estudios antes mencionados permiten
visualizar la gran variabilidad de genotipos encon-
trados en los distintos huéspedes y en diferentes
areas del planeta, hecho que avala la relevancia de
conocer los genotipos que afectan a nuestros pa-
cientes, pues éstos pueden ser diferentes incluso
en distintas areas geograficas del territorio nacional
de nuestro pais.

Por lo anteriormente expuesto, es que nos
parece fundamental continuar con esta linea de
investigacion, con el propésito ulterior de conocer el
mapa genético del o los genotipos que afectan a
nuestra poblacion y eventualmente plantear estra-
tegias posteriores, como la elaboracion de vacunas
como medio efectivo de prevencion primaria de
esta enfermedad que tantos recursos humanos y
econdmicos hace consumir al erario nacional.
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