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MODELO DE INFECCION EXPERIMENTAL PARA LAOBTENCION DE
E. granulosusADULTOS Y QUISTES HI DATIDICOS SECUNDARIOS EN
EL HAMSTER DORADO (Mesocricetus auratus)

ExpPerRIMENTAL INFECTION MoDEL TO OBTAIN E. GRANULOSUS ADULT FORMS AND
SeconDARY HYDATIDIC CysTic IN THE GOLDEN HAMSTER (MESOCRICETUS AURATUS)

Gonzalo Vallenas R.%, Jéssica Alvarado G.!, Eduardo Barrén G.!, Rosa Perales C.?
César Gavidia C.13

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar un modelo animal alternativo al uso de caninos
como hospedero definitivo yal uso de ovinos como hospedero definitivo de Echinococcus
granulosus. Se utilizaron 33 hamster dorados (Mesocricetus auratus) hembras. EI grupo
A, conformado por 16 hamster de un mes de edad fue infectado, via oral, con 3000
protoescolices viables de E. granulosus por animal; y el grupo B, conformado por 17
hamster de 4.5 meses de edad fue infectado, via intraperitoneal, con 1500 protoescélices
viables por animal. Todos los protoescélices provenian de quistes fértiles de ovinos
naturalmente infectados. No se logré obtener E. granulosus adultos en los animales del
grupo A, mientras que en el grupo B se obtuvo quistes hidatidicos secundarios en 9
animales (52.9%) a los 2.5, 3.5 y 6.5 meses post-infeccidn; sin embargo, todos los quistes
obtenidos fueron infértiles.

Palabrasclave: modeloanimal, hamster dorado, Echinococcus granulosus, hidatidosis,
protoescolices, infeccion experimental

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate an alternative animal model to the use of
canines as definitive host and the use of sheep as definitive host of Echinococcus
granulosus. Thirty three female Golden hamsters (Mesocricetus auratus) were used. In
group A, 16 animals of one month of age were orally infected with 3000 viable protoscoleces
of E. granulosus; and in group B, 17 animals of 4.5 months of age were intraperitoneal
infected with 1500 viable protoscoleces. All protoscoleces were obtained from fertile
cysts collected from naturally infected sheep. No adult forms of E. granulosus were
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recovered from group A, while in group B secondary hydatid cysts were recovered in 9
animals (52.9%) at 2.5, 3.5 and 6.5 months after infection. All recovered cysts were infertile.

Keywords: animal model, golden hamster, Echinococcus granulosus, hydatidosis,
protoscoleces, experimental infection

INTRODUCCION

La hidatidosis, enfermedad producida
por la fase larvaria de Echinococcus
granulosus, ha sido reconocida como uno
de los mayores problemas de salud publica
en el mundo (Moro et al, 1999; Dueger y
Gilman, 2001). En el Perq, afecta a gente de
€scasos recursos econémicos, sobre todo en
areas de alta endemicidad, como la Sierra Sur
y Sierra Central de los Andes (Rojas, 2004;
Moro y Schantz, 2006).

Se han realizado diversos trabajos de
investigacion utilizando al perro como animal
de experimentacion (Lopera, 1998), pero la
inversion en alimento, alojamiento, personal
y escasez de animales representan una seria
limitante; asimismo, el uso de ovinos como
animales de experimentacion es alin mas cos-
toso y requiere de mayor apoyo logistico, de
alli la necesidad de buscar otras alternativas
de modelos animales que resulten mas ven-
tajosas.

Los modelos experimentales realizados
en animales de laboratorio han servido para
evaluar el comportamiento de varias enfer-
medades que afectan principalmente al hom-
bre (Z0figa et al., 2001). Estos modelos ani-
males permiten, en algunos casos, la
extrapolacion de los resultados a la especie
humana y a los animales de interés econémi-
co (Zuhiga et al., 2001). Garcia et al. (1997)
lograron obtener quistes hidatidicos secunda-
rios a partir de la infeccion intraperitoneal de
protoescolices en el 100% de gerbillos
(Meriones unguiculatus) infectados. En
forma similar, Zhang et al. (2005) consiguie-
ron quistes hidatidicos secundarios en todos
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los ratones infectados y protoescolices en
muchos de estos quistes reproducidos en ra-
tones.

Los modelos experimentales realizados
en animales de laboratorio son una buena al-
ternativa de hospedero definitivo e interme-
diario para E. granulosus, permitiendo ex-
plicar y determinar la probable existencia de
cepas del parasito. Asi, por ejemplo se han
encontrado diferencias morfologicas y
bioquimicas en parasitos adultos (Denegri et
al., 2002). Por otro lado, también se podria
considerar tratamientos farmacoldgicos con-
tra las formas larvarias o quistes.

El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar al hamster como un potencial modelo
animal para la obtencién del estadio adulto y
larvario (quiste hidatidico) de Echinococcus
granulosus.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Estudio

El estudio se realiz6 en el Laboratorio
de Medicina Veterinaria Preventiva de la
Facultad de Medicina \eterinaria, Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos, Lima.

Protoescolices

Los protoescolices (PE) utilizados para
la infeccion experimental procedieron de
quistes hidatidicos fértiles de pulmén de ovinos
naturalmente infectados del departamento de
Ayacucho, y que fueron sacrificados en el
camal local. El tiempo transcurrido entre la
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coleccioén de los quistes y su procesamiento
fue de 1 a 2 horas. Una vez obtenido el érga-
no con el quiste hidatidico, se desinfectd con
algoddn embebido en alcohol la zona del quis-
te a ser punzada. Con una jeringa hipodérmica
seextrajoy se devolvié el liquido quistico tres
veces como minimo a fin de homogenizar el
contenido y facilitar la extraccion de los PE
contenidos en el quiste. Luego, el liquido ex-
traido se deposit6 en tubos falcon de 50 ml,
se dejé en reposo a 4 °C con ayuda de
refrigerantes por espacio de 20 minutos, y se
retird el sobrenadante dejando un volumen
de 10 ml. En todo momento, los tubos falcon
conteniendo los PE estuvieron en contacto
con refrigerantes para disminuir la cantidad
de PE muertos o evaginados.

La viabilidad de los PE se determiné con
el método de exclusién de tinciones vitales,
en el cual se utiliza una solucién de eosina al
0.1% (Himonas et al., 1994). Los PE que se
tifien con la eosina estan muertos y los que
mantienen su color o no se tifien estan vivos.
El porcentaje de viabilidad se calcul6 con la
siguiente formula: (PE vivos sin evaginar X
100)/PE totales.

Los PE fueron mantenidos en su propio
liquido o agregando solucién salinaal 0.9%y
fueron utilizados en forma inmediata para
realizar las infecciones experimentales. El
namero total de protoescélices vivos sin
evaginar de la muestra se calculé en base al
niamero de PE encontrados en el conteo en
una lamina (50 pul), separandose el volumen
requerido para cada animal a desafiar. El
tiempo transcurrido hasta la infeccion de los
animales fue de aproximadamente dos ho-
ras.

Animales Experimentales

Se utilizaron 33 hamster dorados
(Mesocricetus auratus), de sexo hembra y
en aparente buen estado de salud, proceden-
tes del Instituto Nacional de Salud, Lima,
Perd. Los animales fueron desparasitados el
dia de su recepcion con praziquantel en do-
sis de 25 mg/kg p.v. y al dia siguiente con
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albendazol en dosis de 25 mg/kg p.v., en am-
bos casos por via oral (Sumano y Camberos,
1997; Adams, 2003). Se les mantuvo en jau-
las estandares para roedores de laboratorio,
donde recibieron alimento concentrado co-
mercial para hamsteres y agua ad libitum.
Todos tuvieron un periodo de descanso, acli-
matacion y cuarentena por 10 dias antes de
proceder con las inoculaciones.

Dieciséis hamster de un mes de edad
fueron infectados por via oral, y 17 indivi-
duos de 4.5 meses de edad fueron infectados
por via intraperitoneal. Los animales del gru-
po de infeccion oral fueron inmunosuprimidos
con la administracion de acetato de
metilprednisolona (Depomedrol) a una dosis
de 2 mg/animal, via i.m., un dia antes de la
infeccion y semanalmente después de la in-
feccion hasta completar el periodo prepatente
— 48 a 52 dias — del parasito (Lapage, 1983;
Soulshy, 1987; Atias, 1994; Cordero del Cam-
pillo et al, 1999; Barriga, 2002; Acha y
Szyfres, 2003).

Para el sacrificio, los animales fueron
anestesiados con una dosis combinada de
ketamina (10 mg/kg) y xilacina (10 mg /kg),
via i.m. Se les tom6 una muestra de sangre y
se procedid al sacrificio mediante desnuca-
miento. Los animales fueron manejados bajo
las normas internacionales sobre el uso de
animales de laboratorio para minimizar al
méaximo el sufrimiento de los mismos y brin-
darles el bienestar adecuado durante el de-
sarrollo del estudio.

Infeccién Experimental

Infeccion oral. Cada animal (n=16) recibio
3000 PE vivos a través de una jeringa de
tuberculina y fueron sacrificados al término
del periodo prepatente del paréasito. Luego del
sacrificio, se extrajo el intestino delgado y se
le dividi6 en tres secciones: anterior, media y
posterior, segun el estudio de Lopera (1998).
Cada seccion fue colocada en una placa petri
con suero fisiolégico, se abrio el intestino y
se procedi6 al raspado de la mucosa. La bus-
queda, contaje, medicién y observacion de
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Cuadro 1. Hamster dorados que fueron infectados con 1500 protoescolices de E.

granulosus,
secundarios

via intraperitoneal,

y que desarrollaron quistes hidatidicos

Animal Meses post- Nt]m_ero de Viscera Tamafio
infeccion quistes afectada (mm)
1 2.5 1 Higado 5x4
2 2.5 1 Higado 1x1
5 3.5 2 Higado 3x1
6 3.5 1 Higado 1x1
7 3.5 1 Pulmén 4x3
9 6.5 2 Higado 2x3
11 6.5 1 Higado 2x3

14 6.5 1 Higado 14 x 16

16 6.5 1 Higado 10x 10

proglotidos de E. granulosus se hizo con
ayuda de un esterocopio.

Infeccion intraperitoneal. Cada animal
(n=17) fue infectado con una dosis de 1500
PE vivos a través de una jeringa de
tuberculina. Para la inyeccién se tomé como
punto de referencia el punto medio imagina-
rio existente entre la cicatriz umbilical y el
cartilago xifoides. Seis, seis y cinco animales
fueron sacrificados a los 2.5, 3.5y 6.5 meses
post-infeccion, respectivamente. Se observé
durante la necropsia la presencia de quistes
hidatidicos secundarios en higado y pulmén,
y si fuese el caso en otros 6rganos. Se tuvo
en cuenta la localizacién, tamafio, forma y
namero de quistes, asi como las caracteristi-
cas del liquido hidatidico. El tamafio de los
quistes (largo x ancho) se midié usando un
calibrador Bernier. Los 6rganos de animales
positivos o sospechosos de presentar quistes
hidatidicos fueron conservados en formalina
10% y remitidos al laboratorio de histopatologia
para el estudio respectivo. Se empleé la
tincion de hematoxilina-eosina en los cortes
histolégicos.
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REsuLTADOS Y Discusion

No se logré observar E. granulosus
adultos en ninguna de las tres secciones del
intestino delgado de hAmsteres infectados por
via oral; resultado contradictorio con los ob-
tenidos por Conchedda et al. (2006) quienes
lograron reproducir E. granulosus adultos en
intestino delgado de gerbillos (Meriones
unguiculatus), posiblemente por haber con-
siderado en ese estudio la actividad de las
células flamigeras y la activacion de los
protoescolices. Al parecer, la inmunosupresion
de los hamster con corticoides y el criterio de
exclusion de tinciones vitales, no fueron sufi-
cientes para lograr el desarrollo de E.
granulosus en el intestino delgado. Ademas,
es posible que el hamster dorado, hospedero
no innato, no sea susceptible a este parasito,
de modo que el intestino delgado no retna las
caracteristicas adecuadas para el crecimien-
to y maduracion del E. granulosus, mas alla
de que los animales fueron inmunosuprimidos.

Rev Inv Vet Perd2013; 24(2): 233-239
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En el caso de los 17 hamster dorados
infectados por via intraperitoneal, nueve re-
sultaron positivos a quistes hidatidicos (Cua-
dro 1). Los animales positivos a los 2.5 me-
ses post-infeccion presentaron los quistes
hidatidicos secundarios de 1 y 5 mm de largo
en el higado con un promedio de 0.1 ml de
liquido hidatidico de apariencia transparente
(Fig. 1a).

Dos de los tres animales positivos a los
3.5 meses post-infeccion presentaron quis-
tes hidatidicos secundarios en higado y el ter-
cero en el pulmon. El tamafio de los quistes
vario entre 1y 3 mm con 0.25 ml de liquido
hidatidico en promedio (Fig. 1b). Asimismo,
todos los quistes a los 6.5 meses post-infec-

cion se presentaron en el higado, con un ta-
mafo entre 2 y 16 mm y con un contenido
liquido de 0.4 ml (Fig. 1c). Todos los quistes
hidatidicos secundarios en los nueve anima-
les positivos fueron infértiles, es decir, nega-
tivos a la presencia de protoescolices.

En el examen histopatoldgico de los
quistes, se observa claramente el epitelio y
en algunos casos la arenilla hidatidica y
mucopolisacaridos, probablemente originados
por el metabolismo del parasito. También se
observa reaccion inflamatoria con aglomera-
dos de linfocitos e histiocitos (Fig. 2), compa-
tibles con otros resultados (Yamashita et al.,
1956, 1960).

Figural. Imagenes macroscépicas de quistes hidatidicos secundarios en hamster dorado. a) A
los 2.5 meses post-infeccion; b) A los 3.5 meses post-infeccion; c) A los 6.5 meses

post-infeccion

Rev Inv Vet Perti22013; 24(2): 233-239
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Figura2. Diagnéstico histopatolégico. Corte de higado de hamster dorado. Cavidad quistica
formada por un epitelio plano estratificado, donde se aprecia una estructura celular
acidofila en el centro que parece haberse desprendido de la membrana del quiste

(HE, 100X).

Los resultados muestran que la infec-
cion intraperitoneal con protoescolices de E.
granulosus en hamster dorados produjeron
quistes hidatidicos secundarios en 9 de los 17
animales infectados (52.9%), resultado infe-
rior a un estudio en gerbillos (Meriones
unguiculatus), donde se logré reproducir
quistes hidatidicos secundarios en todos los
animales entre los 2.5 a 12 meses post- in-
feccion utilizando la misma cantidad de
protoescolices de E. granulosus (Garcia et
al., 1997). Los resultados obtenidos tampo-
co coinciden con los de Zhang et al. (2005)
en ratones BALB/c, donde los protoescélices
fueron cultivados in vitro por 56 dias produ-
ciendo pequefios quistes que fueron emplea-
dos para infectar ratones. Es posible que las
diferencias encontradas se deban a los crite-
rios utilizados para medir la viabilidad de los
protoescolices, ya que en el estudio de Garcia
et al. (1997) se considerd, ademas de los cri-
terios empleados en el presente estudio, la
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presencia de ganchos rostelares intactos, la
actividad de las células flamigeras y el nu-
mero de corpusculos calcareos. Estos ulti-
mos podrian, al parecer, aumentar la proba-
bilidad de supervivencia en un medio gue no
reline las caracteristicas necesarias para su
desarrollo (Holeman y Heath, 1997).

CONCLUSIONES

El modelo experimental utilizando al
hamster dorado result6 adecuado para obte-
ner quistes hidatidicos secundarios mediante
la inoculacién por via intraperitoneal de
protoescolices viables, aunque infértiles, de
E. granulosus de pulmon ovino. Sin embar-
go, no logré reproducir E. granulosus adul-
tos en el intestino delgado mediante la inocu-
lacion por via oral de los protoescélices via-
bles.

Rev Inv Vet Per2013; 24(2): 233-239
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