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I  Resumen
MYRIAM SANCHEZ LANDEROS. Inoculacion con el metacestodo de Taenia
solium en hamster dorado (Mesocricetus auratus) para la obtencion de taenias
inmaduras y su posterior desarrollo in vitro (bajo la direccion de la MSC MVZ. Aline

Shunemann de Aluja y la Dra. Ada Nelly Martinez Villalobos).

La teniasis-cisticercosis, son dos enfermedades causadas por el parasito Taenia
solium, en seres humanos y en cerdos, si bien se ha trabajado para interrumpir el
ciclo con vacunas y tratamientos para la destruccion de los metacestodos, el
estudio de esta parasitosis en laboratorio es dificil, debido a la falta de material
biolégico, ya que los cerdos con cisticercosis no llegan a mataderos y las personas
portadoras de Taenia son dificiles de diagnosticar. Ante la dificultad para obtener
material biolégico, ha sido necesario implementar modelos de desarrollo del
parasito adulto en otras especies, como el hamster dorado (M. auratus), en esta
especie, se han descrito protocolos con el uso de farmacos inmunosupresores,
pero que los hacen vulnerables a diversas infecciones y se compromete la vida de
los animales. El objetivo del presente estudio fue desarrollar el modelo en hamster
sin el uso de estos farmacos, para ello se obtuvieron cisticercos de cerdos
infectados de forma natural y experimental, con los cuales se infectaron 16
hadmsters, cada uno con 5 metacestodos por via oral. Después de 21 dias fueron
eutanasiados y se obtuvieron los intestinos delgados y de ellos se extrajeron las
tenias, mismas que se colocaron en cajas de Petri con 25 ml de medio RPMI

adicionando glucosa mas antibiético penicilina—estreptomicina (Invitrogen™



Gibco), incubadas con 0.5% de CO, a 37°C. Las tenias fueron evaluadas cada 24
horas y mantenidas en el medio hasta que no se observé movimiento, durante ese
tiempo, se verific la coloracion rosada del medio de cultivo lo que indicaba la
presencia de nutrientes y se media la longitud de los cestodos. De los 16 hamsters
dorados inoculados, se obtuvo un total de 35 tenias inmaduras, siendo mayor el
porcentaje recuperado en las hembras que en los machos. El tamafo de las tenias
tuvo una variaciéon de 0.5 a 1.9 cm. En el medio de cultivo, las taenias que
lograron sobrevivir, lo hicieron de 5 a 90 dias. Los cestodos con una duracién
menor a 30 dias solo alcanzaron una forma inmadura, con una longitud de 2.0 a
7.0 cm, las que sobrevivieron de 30 a 60 dias presentaban proglétidos con poro
genital y los parasitos de 60 a 90 dias presentaron ambos 6rganos reproductores.
Solo en 3 Taenias se obtuvieron segmentos maduros. Si bien el modelo
desarrollado presenta avances, es necesario mejorarlo y obtener parasitos mas
desarrollados con proglétidos gravidos para la obtencion de huevos, lo que

permitiria continuar el estudio de esta parasitosis en laboratorios de investigacion.

Palabras clave: Taenia solium, modelos biolégicos, desarrollo in vitro.



I Abstrac
Taeniasis-cysticercosis is a disease complex affecting both humans and pigs; it is
caused by the parasitic cestode Taenia solium. While some progress has been
attained in interrupting the parasite life cycle through vaccination and drugs
capable of destroying metacestodes, the study of the disease in the laboratory is
hindered by the lack of biologic material, since cysticercotic pigs are rarely
observed in slaughterhouses and T. solium human carriers are difficult to
diagnose. Thus, development models in other species, like golden hamster (M.
auratus), should be implemented. Various protocols have been described to
develop adult worms in M. auratus; unfortunately, most of these protocols are
based on immunosuppressive drugs that make the animals vulnerable to infections
and compromise their life. In this study, cysticerci were obtained from naturally and
experimentally infected pigs and used to orally infect 16 golden hamsters,
administering five metacestodes per animal. After 21 days, the hamsters were
sacrificed, their intestines were dissected, and developed tenias were obtained.
The worms were placed in Petri dishes containing 25 ml of RPMI medium
supplemented with glucose plus penicillin-streptomycin, and incubated under 0.5%
CO, at 37°C. The tenias were evaluated every 24 h and kept in the medium until
motility ceased. During culture, the pink coloration of the medium was verified, and
the length of the worm was measured. In total, 36 immature tenias were obtained
from the 16 golden hamsters inoculated, being higher the recovery from female
rodents than that from males. The worms ranged in size from 0.5 to 1.9 cm. The
parasites survived in culture from 5 to 90 days. All tenias that lived less than 30

days were sexually immature, growing from 2.0 to 7.0 cm; those that survived from
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30 to 60 days exhibited proglottids with a genital pore, and those that lived from 30
to 60 days also had masculine and feminine reproductive organs. Only parasites
with immature proglottids were obtained. While the achievements of the model
herein developed are significant, it should be further improved to obtain better
developed parasites, with gravid proglottids that produce eggs, which would allow

us to study this parasitosis in the laboratory.

Keywords: Taenia solium, biologic model, in vitro development.



Il INTRODUCCION
La teniasis-cisticercosis, son dos enfermedades zoonoéticas causadas por el
parasito Taenia solium, en seres humanos y en cerdos, este complejo causa
problemas a la salud publica y a la economia de los pequefios productores de
cerdos. Se presenta en paises en vias de desarrollo en América Latina, Asia y
Africa y que se encuentran estrechamente asociados a la pobreza, en lugares
donde prevalecen las condiciones de alta marginacion, falta de infraestructura
sanitaria y educacién para la salud.**** En México se ha encontrado la mayor
prevalencia en los Estados de Guerrero, Guanajuato, Morelos, Oaxaca, Yucatan,
Chiapas y Puebla.’ Las principales causas para la persistencia de la cisticercosis
porcina son la falta de educacién para la salud y la cria de los cerdos
semiconfinados o libres, lo que favorece la infeccién de los cerdos al consumir la

materia fecal humana contaminada con huevos de T. solium.®’

La teniasis es la presencia del parasito adulto en el intestino delgado del hombre,
siendo esta la forma mas benigna de la infeccion al no generar sintomatologia
especifica en los pacientes, caracterizandose la enfermedad por ser una de las

pocas zoonosis cuya propagacion depende exclusivamente del ser humano.®®

Ciclo Biolégico de la Taenia solium

El ciclo de T. solium requiere de dos hospederos: el humano, Unico hospedero
definitivo natural del parasito adulto, que se localiza en el intestino delgado, y el
cerdo, hospedador intermediario del metacestodo o cisticerco, que se localiza en

la musculatura y en el sistema nervioso central (Fig. 1). Cuando el ser humano



defeca al aire libre o en letrinas construidas para que el cerdo tenga acceso a la
materia fecal, que puede contener los proglétidos gravidos o huevos del parasito,
se desarrolla en el cerdo la cisticercosis 0 metacestodos de la T. solium. Cuando

los humanos consumen la carne de cerdo cruda o mal cocida e infectada con el
metacestodo, se desarrolla el parasito adulto.***

El ser humano puede adquirir también la cisticercosis, al ingerir accidentalmente
los huevos de la Taenia con las manos y alimentos contaminados, el metacestodo
se puede alojar en diferentes partes del cuerpo, como en el ojo, musculatura, y

sistema nervioso central (SNC) que es la forma mas grave de la enfermedad, y por

la que se han realizado mltiples investigaciones.'%***3

A= Tenia adulta en intestino
delgado del hombre

B= Proglotidos gravidos en las
heces

C= Metacestodos en musculos del
cerdo

D= Metacestodos en cerebro y

musculos de humano

FARE Dapes. da Comuncacién y Dagacin. insracide: Xochit Ramirez

FMVZ Departamento de Comunicacion y Divulgacién. llustracion: Xochitl Ramirez

Figura 1. Ciclo biolégico de la Taenia solium



Morfologia de la Taenia solium

La también llamada solitaria, posee un cuerpo aplanado dorsoventralmente de
color blanquecino, que presenta: Escolex en el que se observan A) cuatro
ventosas B), y una corona doble de ganchos C); el cuello D), la parte mas
pequefia de la tenia, y el estrobilo que se compone de: segmentos inmaduros E),
maduros F) y gravidos G) (Fig. 2). El parasito es hermafrodita y carece de aparato

digestivo, por lo que se alimenta del contenido intestinal del huésped.®*?
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Figura 2. Estructura de Taenia solium adulta

http://hnncbiol.blogspot.com/2008/01/teniasis.html



Epidemiologia

Los principales factores de riesgo para que se presente la cisticercosis en el
humano son por el consumo de huevos del parasito que pueden estar presentes
en los alimentos o0 agua contaminada, también se maneja la autoinfeccién cuando
el portador no tiene buenos habitos higiénicos, y puede infectarse o infectar a
otras personas. Los cisticercos se pueden desarrollan en el sistema nervioso
central produciendo la neurocisticercosis (NCC), que es la presentacibn mas
peligrosa, también se pueden localizar en muasculo esquelético, ojos y corazon,

presentaciones que suelen ser asintométicas y menos peligrosas .*+*>°

Debido a la importancia de esta parasitosis en los seres humanos, diversos
investigadores han trabajado para interrumpir el ciclo de la teniasis y la
cisticercosis, mediante la utilizacién de vacunas, la utilizacion de irradiacion para
inactivar a los metacestodos, la deteccion de antigenos y anticuerpos en humanos
. Z ot 17,18,19,20 H
y cerdos para el diagnéstico de la enfermedad. Sin embargo, para
continuar con estos estudios es dificil obtener el material biolégico requerido, ya
gue, los cerdos positivos a cisticercosis no llegan a los rastros, y los portadores de

tenia son muy dificiles de diagnosticar.®

Para el estudio e investigacion sobre este binomio los cientificos han buscado
modelos biol6gicos que sean capaces de reproducir la teniasis de forma
experimental.?! Para ello se han utilizado diversos animales de laboratorio como:
el gerbo (Meriones unguiculatos), la chinchilla (Chinchilla laniger), el conejo
(Oryctolagus cuniculus), y el hamster dorado (Mesocrisetus auratus).?** El

modelo biolégico mas empleado y con el que se busca aumentar la eficiencia de la
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infeccion y el desarrollo de las tenias en el intestino, es el hamster dorado.?**

Para la realizacion de los estudios reportados se emplea el uso de
inmunosupresores como metil-prednisolona que aseguran la implantacion de la

tenia,26'27'28

sin embargo, con estos productos se favorece la presentacion de
patdgenos oportunistas, que causan el deterioro y la muerte de estos animales,
por lo que el cuidado y mantenimiento de los hamster requiere de alojamientos
especiales, como cadmaras de aislamiento que cuentan con agua y aire estéril
(Germ-free, flexible film 50-Cage Breeder isolator with a polypropylene holding box
(88"L x 34"D x 46"W (Class Biologically Clean Ltd.)). Maravilla y colaboradores en
20117 realizaron un experimento utilizando a la Chinchilla (Chinchilla laniger),
para la obtencion de tenias adultas, administrando inmunosupresores como el
acetato de metil-prednisolona y mantenidas en una cadmara de aislamiento. Los
autores reportan la obtencion de proglétidos gravidos, con los que realizaron la
prueba de viabilidad de los huevos y de las oncosferas, para después inocular

cerdos y poder obtener cisticercos, reportando la infeccion de los animales con los

huevos obtenidos.



IV JUSTIFICACION

Los seres humanos son los Unicos huéspedes definitivos del adultos Taenia
solium; donde, muchos aspectos de la relacibn huésped-parasito son
desconocidos. Por lo que el desarrollo de modelos experimentales exitosos de
produccion de las tenias permitira mejora la investigacion la relacion huésped-

parasito.

En virtud de la dificultad para obtener la T. solium, es necesario implementar
modelos en otras especies animales, que permitan la obtencion de este parasito,
esto permitira desarrollar diversas investigaciones que a la fecha se dificultan o no

se concluyen, por la falta de material bioldgico.
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V  HIPOTESIS
La inoculacién con metacestodos de T. solium en el hamster dorado (Mesocrisetus
auratus), sin la utilizacién de inmunosupresores, permitird la obtencién de una fase
inmadura a los 21 dias pos inoculacion, y ésta, colocada en medio de cultivo
(Gibco® médium 1640) adicionado con 10mm de glucosa y penicilina-
estreptomicina (Gibco® 15140) lograré el desarrollo del parasito hasta la formacién

de segmentos maduros y gravidos.
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VI OBJETIVO GENERAL
Desarrollar Taenia solium adulta, a través de la inoculacion en el hamster dorado
(M. auratus) sin la utilizacion de productos inmunosupresores y su posterior

desarrollo en medio de cultivo enriquecido (RPMI).

VIl OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Obtencién y evaluacion “in vitro” de la viabilidad de metacestodos de T. solium

en solucion salina fisiolégica (SSF).

2.- Evaluacion “in vivo” el desarrollo de la T. solium en una fase inmadura en el

modelo biolégico de hamster dorado (M. auratus).

3. Evaluar la eficiencia de la infecciéon de los cisticercos en los hamsters

inoculados, y el grado de desarrollo de las tenias.

4.- Evaluar el maximo grado de desarrollo alcanzado hasta la muerte de las tenias

en medio RPMI enriquecido.

12



VIl MATERIAL Y METODOS

8.1.-Obtencion de metacestodos de T. solium

Se obtuvieron de 10 cerdos infectados de forma natural provenientes de los
Estados de Guerrero, Chiapas y Oaxaca, y 12 cerdos infectados
experimentalmente, todos los animales se trasladaron a las instalaciones de la
Unidad de Experimentacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ) de la UNAM, las cuales cuentan con iluminacién natural y artificial,
extractores de aire, drenaje y bebederos automaticos, los cerdos se mantuvieron
en corrales con paredes, piso y techo de cemento, cada uno de 4 metros de largo
por 2.2 metros de ancho.

A los cerdos se les aplico la eutanasiados por el método de electro aturdimiento y

desangrado, segtin la NOM-033-1995 ° en la sala de necropsias de la FMVZ.

A cada animal se le realiz6 una necropsia completa descrita por Aluja (2002)*,
con la inspeccion de las diferentes masas musculares, de las que se obtuvieron
los metacestodos, los que fueron colocados en un frasco con solucion salina al
0.9%. Ademads, y para realizar prueba de evaginacion se colectd bilis de cada
cerdo, la que fue almacenada en tubos Falcén de 50 ml y se mantuvo en

refrigeracion hasta su uso.
8.2.- Prueba de evaginacion in vitro de los metacestodos

Los cisticercos obtenidos se colocaron en cajas de Petri, y fueron lavados con
Solucién Salina Fisiolégica (SSF) al 0.9%. Posteriormente, para favorecer la

evaginacién in vitro de acuerdo a la técnica descrita por Correa y Cols,” se
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utilizaron 50 metacestodos de cada cerdo, en ellos se adiciond solucion salina al
9% vy bilis de cerdo en una proporcion de 9:1 (9 ml de SSF por 1ml de bilis de
cerdo) y se dejaron en incubacién por 24 horas en una estufa de cultivo (NAPCO®

Mod. 5100 E Series CO2 Incubator) (Fig. 3) a una temperatura de 37°C.

Figura 3. Estufa de cultivo NAPCO® Mod. 5100 E Series CO2 Incubator

Los metacestodos fueron revisados a las 6, 12 y 24 horas. Para cada evaluacién
se calcul6 el porcentaje de evaginacion, lo que permitié determinar su viabilidad, y

con ello garantizar el mayor éxito para la inoculacion de los hamsteres.

8.3.- Prueba in vivo: Inoculacién de hamsters dorados (M. auratus)
Este estudio se aprob6 a través de los aspectos éticos y de investigacion de los
protocolos que incluyen animales por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso

de los Animales Experimentales de la Facultad de Medicina Veterinaria y
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Zootecnia de la UNAM, (CICUAE), a partir de los requerimientos de la NOM-062-

Z00-1999.%

Se utilizaron 16 hamsters dorados (M. auratus) (8 machos y 8 hembras) de 2
meses de edad, con un rango de peso entre los 100 y 200 gramos, los cuales
fueron alojados en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas (lIB) de
la UNAM, en 4 cajas con 4 animales cada una, estas cajas estan hechas de
acrilico con medidas de 43 X 53 X 20 cm y 6mm de espesor y la cama de viruta

esteéril.

Las condiciones del bioterio en donde se encontraron los roedores fueron:
periodos de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad, reguladas por un reloj,
temperatura de 18 a 26°C y humedad relativa de 40-70%. La alimentacion
consistié en pellets marca Harlan 2018S, con 18.6% de proteina cruda, 44.2% de
carbohidratos disponibles y 3.5% de fibra cruda, y agua potable purificada ambos

ad libitum.>?

Previo a la inoculacidon, los hamsters fueron restringidos de alimento y agua

durante 6 horas.

De los cisticercos colectados en las necropsias, se destinaron cinco por hamster
(80 cisticercos), los cuales fueron colocados en cajas de Petri, y lavados

nuevamente con SSF.

Las inoculaciones in vivo se realizaron a las 24 horas de obtener los resultados de
las pruebas in vitro, por via oral. Para ello, se sujetaron fisicamente tomandolos
del dorso y del cuello para su inmovilizacion (Fig. 4A). Con pinzas de laboratorio

15



con punta roma, se tomo cada cisticerco y se colocé en la parte mas profunda de
la boca, inmediatamente después, se verificaba que lo hubiera tragado y asi
continuar con otro cisticerco, el tiempo de inoculacion para cada animal no fue

mayor de 10 min (Fig. 4b).

Figura 4. A) Forma de tomar a los hamsters, b) Inoculacion de hamster con

metacestodos de T. solium

8.4.- Obtencidén de los parasitos. Prueba “in vitro”

Después de 21 dias post inoculacion, los hamsters se les aplico la eutanasia con
Biéxido de Carbono (CO;) por su efecto rapido, depresivo y anestésico, segun la
NOM-062-Z00-1999, en una camara de CO, ideada por la Universities Federation
for Animal Welfare (UFAW) (Fig. 5), la cual esta hecha de policarbonato GK, de 60
X 60 cm, conectada a un cilindro de gas comprimido, a una concentracion del
70%, cada hamster fue colocado individualmente en la cAmara hasta su muerte
por hipoxia, al terminar se verificO la completa falta de signos vitales como:

ausencia de reflejo corneal y relajaciéon de esfinteres.
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En caso de haber observado deterioro o sufrimiento moderado o alto y/o
alteraciones en la salud de los animales, se hubiera realizado la eutanasia,

basados en los parametros de desgaste definidos por Buckwell.*?

Seccién horizontal

1O

Panel de observacidn
mavible

Figura 5. Camara de eutanasia por CO, ideada por la UFAW

Se realizaron las necropsias en una campana de flujo laminar, se obtuvieron los
intestinos delgados, los que se colocaron en cajas de Petri con SSF y se le realizo

un corte longitudinal para la busqueda y obtencion de las Taenias.

Los cadaveres fueron dispuestos de acuerdo a lo estipulado por la norma NOM-

087-ECOL-SSA1-2002.3*

Las tenias obtenidas se midieron y fueron depositadas en cajas de Petri con SSF
estéril, posteriormente fueron lavadas dos veces, en el segundo lavado con una
solucion PBS y penicilina estreptomicina, en esta solucion permanecieron 20
minutos con el fin de eliminar cualquier residuo intestinal, posteriormente, se
trasfirieron individualmente en cajas de cultivo, cada caja contenia 25 ml de medio
de cultivo RPMI adicionado con una concentracion de 10 Mm glucosa con
antibiético penicilina 10 000 U/ml — estreptomicina 10 000 mu/ml (Invitrogen™
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Gibco), fueron colocadas una estufa de cultivo, NAPCO® Mod. 5100 E Series CO;

Incubator, con 0.5% de CO,, con humedad del 95% y temperatura de 37°C.

Las tenias fueron evaluadas cada 24 horas hasta que dejaban de presentar
movimiento, ademas y durante ese tiempo, se verificaba que se mantuviera la
coloracién rosada del cultivo, ya que cuando se observaba un cambio a naranja o
amarillo turbio, era sefial de que ya no habia nutrientes y en consecuencia la tenia
habia o podia haber muerto (cuando ya no presentaba movimiento al cambio de
temperatura y se revisaba en un microscopio estereoscopico). En caso de que aun
siguiera viva, se realizaba un lavado y cambio de medio de cultivo. Cada 48 horas
se evaluaba el movimiento de los cestodos en un microscopio estereoscoépico y se

media la longitud.

8.5.- Técnicas histoldgicas

La mayoria de los tejidos, sobre todo los de los animales, son incoloros y por ello
necesitamos tefirlos para observar sus caracteristicas morfolégicas con el
microscopio Optico. Para evaluar las caracteristica anatomicas de los segmento
finales de las tenias, se colocaron entre de dos portaobjetos y se fijaron en
formalina al 10% y en etanol al 70%, durante 24 horas, posteriormente se realizo
la tincion de los segmentos con los colorantes de Hematoxilina de Harris, Rojo
Carmin de Mayer, Gomori y Azul de Toluidina.*® (Fig. 6), después se revisaron en

el microscopio de luz para observar las estructuras de cada segmento.
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Figura 6. Tinciones realizadas a los diferentes segmentos de los especimenes.

8.6.- Analisis de resultados.

Los datos obtenidos se analizaron mediante estadistica descriptiva, ademas se
evaluaron posibles diferencias en datos categodricos mediante la prueba de Chi
cuadrada, asi como la razén de momios en caso en encontrar posible asociacion
entre variables. Se evalué la relacion entre tamafio y dias de vida de los parasitos

mediante una regresion lineal con a al origen.®
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IX RESULTADOS

9.1.- Obtencion de los metacestodos de T. solium

De los 24 cerdos infectados en forma natural y experimental, se encontraron
cisticercos en 23 de ellos (un cerdo negativo) (Cuadro 1), y de estos 18
presentaron una carga parasitaria suficiente, ya que de esos animales se
necesitaban al menos 65 metacestodos en cada uno (Fig. 7). El porcentaje de
infeccion fue del 100% en los cerdos infectados naturalmente y de 91.06% en

aquellos con infeccion experimental (Cuadro 1).

Figura 7. A) Cajas de Petri con SSF, conteniendo cisticercos obtenidos de
musculo de cerdos infectados en forma natural y B) experimental

Cuadro 1. Cerdos Infectados en forma natural y experimental utilizados en la
obtencion de cisticercos

Tipo de infeccién Positivos Total
Natural 12 12
Experimental 11 12
Total 23 24
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9.2.- Prueba de Evaginacion in vitro

Los cisticercos obtenidos de las masas musculares de los cerdos, se emplearon
para la prueba de evaginacion in vitro, de ellos se seleccionaron 50 y se colocaron
en una caja de Petri que contenia SSF al 0.9% mas 1 ml de bilis de cerdo para
evaginar, se realizaron los conteos y se visualizaron con la ayuda de un
microscopio estereoscopico (Marca Leica MZ7s), los porcentajes de evaginacion
obtenidos fueron de 24% al 100%, sin encontrar diferencia significativa entre

ambos grupos (p = 0.37) (Fig. 8) (Cuadro 2).

Figura 8. A) Microscopio estereoscoépico (Marca Leica MZ7s) utilizado para revisar
las cajas con cisticercos, (B) Caja de Petri con cisticercos evaginados después de
12 hs.
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Cuadro 2. Porcentaje de evaginacion de los cisticercos obtenidos de diferentes
masas musculares en cerdos infectados en forma natural y experimental.

Tipo de infeccidn Evaginacion/total Porcentaje
de evaginacion

41/50 82 *
13/50 26
47/50 94 *
36/50 72 *

Natural 25/50 50
15/50 30
27/50 54
22/50 44
43/50 86 *
45/50 90 *
50/50 100 *
12/50 24
43/50 86 *
23/50 46

Experimental 0/50 g2 *
28/50 56
41/50 82
48/50 96*
39/50 78
9/50 18
2/50 4
50/50 100*
44/50 88*
23/50 46

*Cisticercos de cerdos utilizados para la prueba in vivo

9.3.- Prueba in vivo. Inoculacion de hamsteres.
De los 16 hamster dorados (M. auratus) inoculados por via oral con 5

metacestodos cada uno, se obtuvo un total de 35 tenias inmaduras (Fig. 9), siendo
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mayor el porcentaje recuperado en las hembras OR 5 (1.91 — 13.06, p < 0.01)

(Cuadro 3). De los 35 metacestodos obtenidos, 25 (72%) fueron de las hembras

Figura 9. Caja de Petri que contiene partes de intestino delgado de Hamster, con
tenias pequenas.

Cuadro 3. Hamsters utilizados y promedio de parasitos obtenidos por sexo.

Sexo No. de Total Parasitos
Hamsters Infectados/Porcentaje | Recuperados/
Porcentaje
Hembra 8 8 (100%) 25 (62.5%)
Macho 8 6 (75%) 10 (25%)

9.4.- Obtencién de los parasitos. Prueba “In vitro”

El tamafio de las tenias recuperadas de los intestinos delgados de los hamster, fue
en promedio de 0.5 a 1.9 cm. Los parasitos pudieron sobrevivir en el medio de
cultivo RPMI de 5 a 90 dias, se observé que 3 de las tenias con una duracién

menor a 30 dias solo alcanzaron una forma inmadura con crecimiento longitudinal
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de 2.0 a 7.0 cm, 15 de los parasitos que sobrevivieron de 30 y hasta 60 dias con
una longitud de 2.0 a 13.7 cm presentaron desarrollo del poro genital, mismo que
forma parte del proglétido maduro. Las 17 tenias con duracion de 60 hasta 90 dias
presentaron un rango de longitud de 8.3 hasta 17.8 cm, mismas que presentaron
en sus ultimos proglétidos ademas del poro genital, el aparato reproductor
masculino y femenino. (Fig. 10 y cuadro 4). La relacién entre el tamafio del
cestodo y la edad en dias fue altamente significativo (p <0.01), con un r* de 0.95 y

un valor de b de 0.1733.
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Cuadro 4. Tenias obtenidas por animal y crecimiento inicial y final de cada

parasito.
Hamster/sexo Tenias Tamafio encm | Tamafio en cm Duracion en
obtenidas inicial final Dias
1H 4 0.9 9.6 42
0.7 15.8* 72
1.2 16.6* /8
1.4 17.8* 89
2H 2 1.7 6.0 38
1.0 12.0 65
4 M 2 0.6 5.0 36
0.9 10 61
5H 4 0.5 8.6 53
1.5 12.5 76
1.8 12.9 79
0.9 11.7 67
6 H 2 1.5 10.3 42
1.9 13.7 49
8M 1 0.3 5.0 48
9H 2 0.5 7.0 54
0.7 8.5 67
10H 2 0.5 5.0 57
0.9 4.0 46
11 H 5 1.6 15.0% 83
1.3 12.0 76
1.1 8.3 65
08 6.4 g;
0.5 2.0
12M 1 1.9 6.5 35
13 M 2 1.2 55 32
1.5 4.0 29
14 M 2 1.0 15.4 87
1.2 14.5 85
15H 4 1.8 16.5* 85
1.0 14.8 76
16 M 2 1.7 13.9 69
2.1 11.9 55
Total 35

* Tenias a las que se les revisaron los Gltimos segmentos mediante técnica histolégica.

Los machos 3y 7 no presentaron desarrollo de tenias
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9.5.- Técnicas histoldgicas

De las 35 tenias obtenidas de los intestinos delgados de los Hamsters y que se
desarrollaron en cajas de Petri con medio de cultivo RPMI enriquecido. Diez y
siete midieron + de 10 cm, tres tenias del hamster uno y una del hamster 15
midieron mas de 15 cm, y una hamster 1 y una de los hamsters 11 y 15, midieron
mas de 15 cm, los tamafios entre el inicio y final, fueron significativamente
diferentes (p < 0.01). Se tomaron muestras de los escélex y los ultimos segmentos
maduros de las Taenias obtenidas de los hamsters 1, 11 y 15, estas se muestras
fueron colocados entre dos portaobjetos e introducidos en una caja de Petri que
contenia etanol al 70%, después se les realizaron las siguientes tinciones,
Hematoxilina de Harris, Rojo Carmin de Mayer, Gomori y Azul de Toluidina. En
todos los segmentos revisados se encontr0 poro genital, aparato reproductor

masculino y femenino.

Testiculos

V 4
o 3
1

|-$. ) . iy

3 - - . o
e s
4 ‘.f . S

i

Ovario

Figura 10. (A) Tenia de 90 dias del Hamster 1, (B) acercamiento en donde se
puede observar el poro genital, ovario y testiculos.
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X  DISCUSION
El porcentaje de evaginacion encontrado entre los cisticercos obtenidos de cerdos
infectados naturalmente, fue menor a la encontrada en los cerdos infectados en
forma experimental, estos resultados se puedan atribuir a: la edad de los
metacestodos ya que no se conoce el tiempo de infeccion de los cerdos
procedentes de las areas rurales, sin embargo, Ledn en el 2009% reporté que los
cisticercos de aproximadamente 1.5 cm y de color rojizo, y con el escélex casi
evaginado, por lo regular son mas viejos y con menos probabilidades de ser
infectivos, esta circunstancia fue observada sobre todo en los metacestodos

obtenidos de los cerdos rurales.

NUfiez et al., en 1991, Flores et al en 2003,%° han utilizado cisticercos obtenidos
de cerdos infectados experimentalmente para la inoculacion en hamster, sin
embargo, los autores no sefialan la edad de los parasitos inoculados. En el
presente trabajo, los metacestodos que fueron utilizados, se conocia con exactitud
su edad, que fue de 147 dias, asi como sus caracteristicas fisicas; entre las que

destacan su color tranparente y tamafio que variaba entre 0.3y 0.5 cm.

Los porcentajes de evaginacion de los metacestodos destinados para la prueba in
vivo del 80 al 100% fueron similares a los reportados por Flisser et al., 2010 y

NUfiez et al., 1991 *° quienes determinaron porcentajes del 95-100%.

Por su facil manejo la chinchilla y el hamster dorado han sido los modelos
experimentales mas utilizados para el desarrollo del cestodo, sin embargo, en los

trabajos de investigacion donde los han empleado, se utilizan inmunosupresores
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para que las tenias puedan implantarse en los intestinos y favorezca el desarrollo
del cestodo, es por ello, que en estas condiciones necesita estar bajo control
ambiental especial, para evitar infecciones secundarias y el deterioro de los
animales, el cual se da seguimiento segun el indice propuesto por Buckwell en
1999,% ya que con dosis repetidas de inmunosupresores se aumenta el indice de

desgaste y sufrimiento de los animales, lo que puede poner en riesgo su vida.

27,40,41

En el presente trabajo no se emplearon farmacos para la inmunodepresion previa
de los hamsters, aunque no se contaba con la cadmara especial para alojarlos, o
instalaciones especiales para mantener a los animales infectados, los animales
utilizados en este trabajo no sufrieron de infecciones concomitantes a su condicién

inmunologica al momento de la inoculacion.

El porcentaje de recuperacion de cestodos en este estudio a los 21 dias, fue
mayor en hembras (62.5 %) que en machos (25%), lo cual difiere al valor obtenido
por Leén Cabrera en el 2009,%*® quien reporté una recuperacién mayor en machos
del 95% a los 9 meses de infeccion y en hembras del 60% a los 12 meses de

infeccion.

Valdez y cols en el 2014,* reportan un porcentaje de recuperacién mayor de
parasitos de 85% y esto lo atribuye a la desparasitacion en dos ocasiones de los
hamsters, a la inoculacién con mayor nimero de metacestodos que fue de 8 a 10
parasitos y a la inmunodepresion hecha el dia de la inoculacion y cada 2 semanas

mientras duro6 el experimento.
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Con respecto, a la duracion de los parasitos en el medio de cultivo, los resultados
fueron similares a los obtenidos por Willms y col en el 2003,* ya que los el tiempo
de duracion de la mayoria de las tenias se encuentra dentro del rango de tiempo
de sobrevivencia que fue de hasta 60 dias, mientras que en el presente estudio,

en dos casos se logro una supervivencia de 90 dias.

El desarrollo del cestodo en el presente estudio, si bien no completé hasta la
formacion de segmentos gravidos, si fue un modelo que mostré utilidad, al
presentar parasitos con segmentos maduros, lo cual pueden estandarizarse
procedimientos diagndsticos, material biol6gico para el desarrollo de inmundgenos
y obtencién de proteinas para el desarrollo de otros procedimientos moleculares

relacionados con la familia de las tenias.

Xl CONCLUSIONES
Es necesario mejorar el modelo con hamster dorado y cultivo en RPMI, para poder
obtener tenias completamente desarrolladas, lo que permitiria contar con material
bioldgico para seguir con las investigaciones sobre teniasis-cisticercosis ahorrando
recursos al no hacer necesario la busqueda de portadores para este fin, y poder

controlar este complejo.
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