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RESUMEN

La cepa GP526 de Bacillus thuringiensis Berliner es letal para los estadios de huevo y adulto de
Ancylostoma caninum Ercolani y Dipylidium caninum Linneo. Debido a su potente accién antihel-
mintica, el objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos de la cepa GP526 de manera in vitro
en los proglétidos de Taenia pisiformis Bloch. Se obtuvieron proglétidos gravidos que se incubaron
por 0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5 h con el complejo espora-cristal de GP526. Los resultados indicaron que a 1.5
h post-incubacién con GP526, se disminuyé la liberacién de huevos vs el grupo control (P<0.001);
ademads, GP526 indujo una contraccién del tegumento que rodea al poro genital. Tomando en cuen-
ta lo anterior, proponemos la cepa GP526 como un candidato para reducir la capacidad infectiva de

T. pisiformis e interrumpir su ciclo biolégico.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis Berliner GP526 strain is lethal to the egg and adult stages of Ancylostoma cani-
num Ercolani y Dipylidium caninum Linneo. As it has a powerful anthelmintic action, the objective
of the present study was to evaluate the effects of the GP526 strain in vitro on the proglottids of
Taenia pisiformis Bloch. Gravid proglottids were obtained, they were incubated at 0.5, 1, 1.5, 2 and
2.5 h with the GP526 spore-crystal complex. The results indicated that at 1.5 h post-incubation
with GP526, the release of eggs decreases in comparison to the control group (P<0.001). Moreover,
a contraction of the tegument surrounding the genital pore was observed. We propose the GP526
strain as an effective candidate to reduce the infectivity of T. pisiformis tapeworm and to interrupt

its biological cycle.
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INTRODUCCION

El céstodo Tuenia pisiformis Bloch es un parasito de
canidos silvestres y domésticos que, en su fase de
metacéstodo, afecta a lagomorfos como conejos
y liebres. El consumo de los huevos del parasito
por parte del conejo causa la cisticercosis cunicola
(Loos-Frank 2000), y cada proglétido gravido de
T. pisiformis es capaz de producir 41,000 huevos
en promedio (Coman y Rickard 1975). Un perro
infectado por un solo céstodo puede arrojar en
materia fecal aproximadamente 250,000 huevos
al dia (DeWolf et al. 2014), por lo que resulta una
infeccion con alta incidencia en conejos silvestres.
La cisticercosis por T. pisiformis en conejos silvestres
presenta mayor frecuencia en hembras respecto a
los machos (Dominguez-Roldan et al. 2018), y el
dimorfismo de la infeccion afecta la prolificidad, al
reducir a la mitad la camada de hembras infectadas
con cisticercos de T. pisiformis respecto a camadas
de conejas sanas (Hallal-Calleros et al. 2016); esto se
traduce en pérdidas econémicas por esta parasitosis
en la produccion cunicola.

Estudios sobre T. pisiformis consideran este
parasito como modelo de estudio en otras cestodiasis
de importancia en la salud publica y animal, como
lo son T. solium L. y T. saginata Goeze (Toral-Bastida
et al. 2011), y la similitud antigénica y proteica que
comparten T. pisiformis con T. hydatigena Pallas y
Echinococcus granulosus (Batsch) lo hacen una especie
modelo para el estudio de céstodos notificados como
zoonosis (Liu et al. 1992). Para el control del “complejo
Taenia-cisticercosis” por T. solium en humanos, uno de
los farmacos mayormente empleados es albendazol
(ABZ) (Prasad y Singh 2018); sin embargo, ABZ causa
efectos secundarios como nauseas y vomito, ademas
de ser hepatotoxico y teratogénico. Asimismo, la
permanencia de ABZ en el ambiente es prolongada;
afecta al ecosistema al ser toxico para organismos
como la lombriz Eisenia fetida (Savigny) a una con-
centracion de 600 mg kg™, en un lapso de 7 a 14 dias,
mientras que 1 uM de ABZ causa malformaciones en
embriones de pez cebra, Danio rerio Hamilton, en un
lapso de 48 h (Gao et al. 2007; Carlsson et al. 2011).

El empleo de hongos nematéfagos ha sido una
estrategia de control para la fase de huevo de T.
saginata y T. taeniaiformis (Batsch) (Aratjo et al. 2009;
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Braga et al. 2009); por lo tanto, el uso de antagonistas
naturales se debe considerar como una alternativa
ecoldgica para el control de Taenia spp.

La proteina Cry5B de Bacillus thuringiensis
Berliner ha sido empleada en el control de nematodos
parasitos como Ancylostoma ceylanicum Looss y Ascaris
suum Goeze, con elevada actividad nematicida in vitro
(Cappello et al. 2006; Urban et al. 2013). La bacteria
B. thuringiensis produce, ademas de proteinas Cry,
otros factores de virulencia, como metaloproteasas y
quitinasas relacionadas con la actividad nematicida
(Ruan et al. 2015). Se han referido estudios de pa-
togenicidad de la bacteria en contra de nematodos
de vida libre, como Caenorhabditis elegans (Maupas),
y sobre nematodos fitopatégenos, como Meloidogyne
sp. (Zhang et al. 2012; Zhang et al. 2016; Abbasi et al.
2019). Entre los signos de patogenicidad de B. thu-
ringiensis sobre C. elegans, la disminucién de tamafio
es un indicador de toxicidad (Zhang et al. 2016),
mientras que los signos de patogenicidad en parasitos
tratados con la cepa GP526 de B. thuringiensis en el
céstodo Dipylidium caninum L. son la disminucién de
la motilidad, daho sobre el tegumento y actividad
ovicida (Pefia et al. 2013); por su parte, en el trematodo
Centrocestus formosanus (Nishigori), GP526 induce la
destruccion caudal del parasito (Mendoza-Estrada et
al. 2016).

En evaluaciones clinicas con antihelminticos
convencionales para el control de céstodos y
nematodos parasitos de animales, la carga de huevos
en excretas (huevos por gramo de heces) es un
parametro ampliamente utilizado para el diagndstico
y seguimiento de helmintiasis. Ademas, la liberacién
de la fase infectiva en huevos de Taenia sp. es un
factor importante en la propagacion de la cisticercosis
(Khan et al. 2019). El presente trabajo propone el uso
de la cepa GP526 como candidato para controlar
parasitosis causadas por céstodos como T. pisiformis

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del complejo espora-cristal
Se utilizo6 la cepa GP526, perteneciente al laboratorio

de Parasitologia Vegetal del Centro de Investigaciones
Bioldgicas de la Universidad Auténoma del Estado de
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Morelos. La cepa fue activada en placas de Petri, con
medio especifico de esporulacion (HCT), durante 96
h, hasta su esporulacion completa, y el complejo es-
pora-cristal de la biomasa bacteriana fue recuperado
con un asa bacterioldgica en agua destilada estéril.
La cuantificacién de la proteina total del complejo
espora-cristal se llevd a cabo mediante el método de
Bradford (Bradford 1976).

Obtencion de los parasitos

Se obtuvieron 36 progloétidos de T. pisiformis de
entre 0.8 y 1.2 cm de longitud, y la identificacion del
céstodo adulto se hizo bajo el criterio de morfometria
de ganchos descrita por Gubanyi (1995). Los
proglotidos fueron enjuagados con solucién salina a
0.9%, y los progldtidos gravidos fueron cortados del
céstodo adulto con bisturi, en zonas entre segmentos
sin prolongacion uterina. Los proglétidos cortados
fueron sellados por presién mecédnica con pinzas
de diseccion en los extremos, para evitar la salida
de los huevos; cada progldétido presenté un poro
genital. Los segmentos se aleatorizaron por grupo y
tratamiento.

Efecto de GP526 sobre proglotidos gravidos de T.
pisiformis

Para la evaluacion del efecto de GP526 sobre la
expulsién de huevos por proglétido, se efectuaron
ensayos de expulsiéon mecdnica inducida mediante
la siguiente metodologia: cada proglotido fue
colocado individualmente en tubos Eppendorf de
1.5 mL y divididos en grupos de tres proglétidos por
tratamiento. Los tratamientos tuvieron un control
negativo con agua destilada estéril, 0.1 mg/mL de
proteina del complejo espora-cristal de GP526 o
control positivo con albendazol (ABZ) a 4 mg/mL.
Los proglotidos fueron mantenidos en incubacién a
37°C a 1,100 rpm en Thermomixter 5436b. La lectura
de los huevos liberados se llevd a cabo con 10 uL, y
el calculo de huevos fue realizado para un volumen
de 1 mL por progldtido cada 30 min, durante 2.5
h, tiempo en el que el grupo control mantuvo la
liberacion de huevos por el poro genital bajo estas
condiciones. Los ensayos fueron repetidos en tres
ocasiones, por triplicado de cada tratamiento.
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Analisis morfotisular de proglotidos pretratados

Se fotodocumentd el dafio causado sobre los proglétidos
maduros en tres tratamientos experimentales: 1)
control negativo: medio RPMI-1640; 2) GP526: 0.1 mg/
mL del complejo espora-cristal de GP526, y 3) control
positivo: ABZ a 4 mg/mL, a temperatura ambiente
(27° C) en medio RPMI-1640 durante 96 h. El ensayo
se efectud con tres progldtidos por tratamiento, y los
proglétidos fueron fijados en paraformaldehido a 4%
durante 24 h a 4° C. Posteriormente fueron tefiidos con
Hematoxilina de Harris. Asimismo, los proglétidos
evaluados en el ensayo de la expulsién mecanica de
huevos de los grupos control, GP526 y ABZ fueron
enjuagados con agua destilada estéril y posteriormente
tefiidos con Safranina a 5%.

Andlisis estadisticos

Para el analisis de la liberaciéon de los huevos por
tratamiento, asi como la comparacién de liberacién
de huevos en el grupo control a diferentes periodos
de incubacidén, se hicieron pruebas de ANOVA vy la
prueba paramétrica de Tukey-Kramer con un nivel de
confianza de 95% en cada caso.

Resultados y discusion

Los resultados tisulares indicaron que los poros
genitales del controlno presentaron alteraciones (Figura
1A), en tanto que los poros genitales de proglotidos
maduros experimentaron cambios morfolégicos al ser
incubados con GP526 a concentraciéon de 0.1 mg/mL,
al generar contracciéon del tegumento después de 96
h de incubacion a 27° C (Figura 1B). Un efecto similar
se obtuvo en progldtidos tratados con ABZ (Figura
1C). Las observaciones en el tegumento coinciden con
lo referido por Pefia et al. (2013), quienes reportaron
alteracion en el tegumento del céstodo D. caninum
tratado con la cepa GP526.

El tratamiento con proglétidos gravidos a 37° C
con agitacion de 1,100 rpm permiti¢ la liberacion de
huevos por el poro genital; se observo menor liberacién
de huevos en proglotidos tratados con ABZ desde las
0.5 h post incubacién (Figura 2A y B), mientras que la
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Figura 1. Poros genitales de proglétidos maduros de T. pisiformis. Se ilustra la

zona afectada por tratamientos in vitro durante 96 h a 27° C con GP526 o ABZ
en comparacion con el poro genital del grupo control (A), poro genital post
tratamiento con GP526 0.1 mg/mL (B) y poro genital post tratamiento con ABZ a
4 mg/mL (C), Barras =1 mm.
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disminucioén en la liberacién de huevos inducida por
GP526 pudo observarse a partir de 1.5 h de incubacion
(Figura 2C- E). La liberacién de huevos en el grupo
control se mantuvo continua y en incremento hasta
las 2.5 h de incubacién (Figura 2E); este fenémeno
posiblemente se deba a que la velocidad de agitacién
permitié un namero limitado de huevos localizados
en la cercania del poro genital.

Hasta el momento, existe poca informacién del
efecto de agentes cestocidas sobre la liberacion de
huevos de Taenia sp. in vitro, por lo que este trabajo
brinda un acercamiento de cdmo evaluar este evento
bioldgico. Se sabe que los huevos de Taenia sp. pueden
liberarse al ambiente fuera del proglétido o dentro
del mismo, y que algunos segmentos de parasitos
como T. saginata presentan proglotidos motiles
capaces de migrar (Dorny y Praet 2007). Por tanto,
los tratamientos con agentes cestocidas que causan
la alteracidon del tegumento o de la musculatura en
el proglétido pueden disminuir su motilidad y la
liberaciéon de los huevos. Se debe considerar que la
peristalsis intestinal del hospedero puede ayudar me-
canicamente a la liberacion de los huevos (Maizels y
Holland 1998), por lo que en este estudio la incubacion
de los progldtidos se mantuvo en agitacion.

La cepa GP526 indujo una disminucién sig-
nificativa de huevos liberados respecto del grupo
control a partir de 1.5 h post incubacién, mientras que
ABZ causé una disminucidén significativa desde las
primeras 0.5 h. La disminuciéon de huevos liberados
por proglotido puede ser asociada a la disminucién
de la cantidad de huevos por gramo de heces en
humanos teniasicos tratados con ABZ (Khan et al.
2019).

Las evaluaciones durante 0.5 o 1 h demuestran
que GP526 tarda mas tiempo en actuar que ABZ
y tiene menor efectividad; sin embargo, a 1.5 h se
observa un cambio significativo al disminuir 41.4% la
liberacién de huevos en comparacién con el control,
que liberd en promedio 10,144.4 huevos (Figura 2C);
posterior a 2 h de incubacidn, causo la disminucién de
57.7% de un promedio de 16,411.1 huevos obtenidos
del control (Figura 2D), y a 2.5 h una disminuciéon
de 60.1% respecto a los 16,711.1 huevos promedio
liberados por el control (Figura 2E). Para ABZ, el rango
de efectividad entre 0.5y 2.5 h fue de 84.9-92.4%, con
un maximo de 97.5% de disminucién a 1.5 h (Figura

Dunstand-Guzmidn et al.
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Figura 2. Liberacion de huevos de T. pisiformis. Los graficos muestran promedio + desviacion estandar de los siguientes tratamientos: GP526 0.1 mg/mL, ABZ 4 mg/mL
y grupo control, durante 0.5 h (A), 1 h (B), 1.5h (C), 2 h (D), 2.5 h (E), y la liberacion de los huevos del grupo control a los diferentes tiempos de incubacién (0.5 a 2.5 h)
(F). Literales diferentes muestran diferencia estadistica mediante Tukey-Kramer (a=0.05); ns=no significativo, **P<0.01, **P<0.001.

2A-E), mientras que el grupo control se mantuvo
estable en evaluaciones a 2 y 2.5 h (Figura 2F). En el
presente estudio fue notable una mayor efectividad
de ABZ respecto a GP526 en todas las evaluaciones
efectuadas.

La actividad de disminucion de los huevos
liberados por la accién de GP526 a 1.5 h se considera
de accion rapida, al contrastar que la accién de la

Dunstand-Guzmdn et al.

bacteria B. thuringiensis sobre nematodos supera las
12 h de interaccion (Cappello et al. 2006). El efecto
de GP526 en horas se notifico en la actividad ovicida
del complejo espora-cristal sobre huevos de D.
caninum, con un tiempo de 3.5 h post tratamiento y
una efectividad maxima de 82.7% a concentracion de
1 mg/mL de proteina, asi como la disminucién de la
motilidad del céstodo en 70% a 2 h post tratamiento
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(Pefia et al. 2013), lo que coincide con el tiempo de
accion sobre proglétidos gravidos de T. pisiformis.
Sin embargo, para afectar la motilidad del céstodo D.
caninum fue necesaria una concentracion 100 veces
mayor a la empleada en este estudio para T. pisiformis.

El conteo de huevos liberados por gramo de
heces es un criterio que se ha usado para evaluar la
eficacia de ABZ (Khan et al. 2019); los hallazgos sobre
la cantidad de huevos liberados por proglétidos
tratados con ABZ sugieren que podria haber una
disminucién de la cantidad de huevos liberados por
dafio en los proglotidos sin necesidad de la expulsion
de la tenia, y, por consiguiente, encontrar un menor
namero de huevos en estudios coproparasitoldgicos,
pues en los tratamientos con ABZ para la teniasis en
humanos es necesaria la administracion de 400 mg
del farmaco hasta por 3 dias para la expulsion del
parasito (Misra et al. 1984; Ash et al. 2017).

La disminuciéon en el numero de huevos
liberados por progldtidos post tratamiento en
menos de tres horas resulta de interés, ya que en
los céstodos de Tuaenia sp., como T. asiatica Eom &
Rim, pueden desarrollar mas de 1,000 proglétidos
(Verster 1969). Al proponer que GP526 es capaz de
disminuir la liberacién de huevos por proglédtido de
T. pisiformis se ayuda a contemplar a la cepa como
posible tratamiento profilactico desde el hospedero
definitivo, con la finalidad de disminuir la di-
seminacion de la fase infectante del huevo, y, por
consiguiente, disminuir la frecuencia de cisticercos en
conejos, es decir, controlar la parasitosis del segundo
hospedero (hospedero intermediario), al reducir
la liberacién de huevos en el primer hospedero
(hospedero definitivo). Por tanto, la aplicacién de
GP526 en campo para el control del céstodo se basaria
en la implementacion de la proteina de GP526 en
bebederos cebo para canidos silvestres y domésticos
positivos a T. pisiformis, en lugares estratégicos como
cultivos de alfalfa y producciones cunicolas de
traspatio, con el objetivo de anticipar la alteracién de
los progloétidos en el hospedero antes de su expulsion
mediante la defecacion. Sin embargo, futuras inves-
tigaciones enfocadas en el tratamiento de teniasis son
necesarias para evaluar la disminuciéon de huevos en
estudios coproparasitoscopicos en perros infectados
con T. pisiformis tratados con GP526.

En Espana,

especificamente en la region

ACTA AGRICOLA Y PECUARIA 7: E0071017

Efecto in vitro de Bacillus thuringiensis en Taenia pisiformis

de Cataluna, se han cuantificado las pérdidas
econdmicas anuales a causa de las canales infectadas
por T. saginata, que son de 19,442 €, y la erogacién
por concepto de inspeccién de las canales bovinas
de 127,566 € (Laranjo-Gonzalez et al. 2018), por lo
que la cisticercosis causada por T. saginata genera
importantes pérdidas econdmicas. El impacto
econémico de T. pisiformis es desconocido; no
obstante, otra tenia relacionada con el hospedero
definitivo de T. pisiformis es T. ovis (Cobbold). Se
ha notificado que dicho parasito afecta la economia
de granjas de ovinos, al presentar infeccion en mas
de la mitad de las ovejas de una granja ubicada en
la provincia de Gansu, al noroeste de China, con
una pérdida econdémica de hasta 16,000 ddlares en
2015 (Shi et al. 2016); por tanto, el control de la fase
infectante del huevo es un factor importante para
disminuir las pérdidas econdmicas atribuibles al
decomiso de canales infectadas.

En los proglotidos control fue posible observar la
disminucién de huevos en ramas uterinas y su salida
a través del poro genital (Figura 3A), mientras que los
proglotidos tratados con GP526 presentan el conjunto
de huevos en ramas uterinas cercanas a la periferia
del proglétido, sin afectar el conducto que comunica
la zona uterina con el poro genital (Figura 3B); esto
sugiere que GP526 no afecta la salida de los huevos
por el conducto, en comparaciéon con proglétidos
gravidos tratados con ABZ, en donde el conjunto de
huevos es observado dentro de las ramas uterinas del
proglétido (Figura 3C), evidencia de que el farmaco
afecta también el conducto que comunica las ramas
uterinas con el poro genital.

Cada segmento maduro de Taenia sp. cuenta con
un poro genital en el borde lateral (Baer 1956); también
se ha referido que T. saginata puede tener hasta dos
poros genitales funcionales (Merdivenci 1964) y la
atrofia de esta zona provoca una disminucion en la
funcionalidad del proglétido que se traduce en un
menor nimero de huevos liberados.

En el presente articulo, se aportan las bases ex-
perimentales in vitro para proponer una estrategia
de control util basada en el uso de la cepa GP526,
cuyo objetivo es alterar la fisiologia de la liberacion
de huevos y del tegumento del poro genital en
proglétidos gravidos de T. pisiformis, para interrumpir
la capacidad infectiva del parasito.

Dunstand-Guzmidn et al.
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A) B)

Figura 3. Progldtidos gravidos de T. pisiformis. Los proglétidos fueron tratados con GP526 y ABZ respecto al proglotido control después de 2.5 h de incubacion a 37°
C a 1,100 rpm. Proglétido control (A), la flecha ilustra la fluidez de los huevos en el conducto, en el interior del proglétido, y ramificaciones uterinas con baja carga
de huevos en proglétido. Proglétido tratado con 0.1 mg/mL de GP526 (B), las flechas muestran los sitios donde los huevos presentaron acumulacién. Se observa una
carga considerable de huevos dentro del proglétido tratado con 4 mg/mL de ABZ (C), la flecha muestra la acumulacion de los huevos en la zona del conducto cercano
al poro genital, con ramas uterinas repletas de huevos. Barras =1 mm.

CONCLUSIONES

El complejo espora-cristal de GP526 afecta el
tegumento del poro genital de T. pisiformis in vitro,
ademas de causar la disminucién de huevos liberados
por el proglétido en comparacién con los huevos
liberados por proglétidos sin B. thuringiensis, asi
como la retenciéon de huevos en los proglétidos al
ser tratados con GP526 o ABZ. Por tanto, ambos
tratamientos pueden considerarse efectivos para
disminuir la propagacion de los huevos de T. pisiformis.
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