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1 RESUMEN

La cisticercosis porcina (CP) es una enfermedad parasitaria endémica detectada
principalmente en zonas rurales y causada por el estadio larval de Taenia solium debido al
consumo de heces con huevos del parasito excretados por el hombre. Ademas, el ser humano
puede desarrollar accidentalmente la neurocisticercosis (NCC) por la via fecal-oral o por
consumir alimentos contaminados. Por ello, una de las formas principales para prevenirla es
mediante la vacunacién de los animales. Se desarrollé una candidata a vacuna vectorizada que
emplea como vector el virus de la enfermedad de Newcastle (VEN) para expresar el péptido
TSOL18. Esta fue evaluada en lechones de dos meses de edad administradas por la ruta ocular y
nasal, detectdndose la produccién de anticuerpos contra el péptido; sin embargo, no se evalud la
proteccion post desafio experimentalmente. Por ello, el objetivo del presente estudio fue evaluar
la proteccion de la candidata a vacuna vectorizada en animales desafiados con una proglétide de
Taenia solium experimentalmente, realizando el conteo de quistes encontrados y determinando
su viabilidad; ademas, de conocer la seguridad de esta en la especie porcina. Un total de 16 cerdos
de 2 meses de edad fueron divididos en dos grupos (control y experimental). El grupo
experimental fue inmunizado con una dosis de 1.6 x 10° pfu/ml por la via nasal e intramuscular el
primer diay dos refuerzos posterioresporla vianasal conun intervalode 15 dias. El grupo control
recibid tinicamente suero fisioldgico por las mismas rutas descritas para el grupo experimental.
Posterior a dos semanas de la dltima inmunizacion, los animales fueron desafiados con una
proglétide de T. solium por la via oral. Luego de tres meses de seguimiento post-desafio, se realizd
la necropsia para determinar el nimero de quistes sanos en los animales. Un quiste sano fue
determinado por la presencia de la vesicula con liquido transldcido permitiendo observar el
escélex como un punto blanco. Un animal del grupo experimental amanecié muerto el dia 55

posterior al desafio sin mostrar signos clinicos. El 62,5% (5/8) del grupo control y el 71,4% (5/7)

viii



del grupo experimental presentaron quistes sanos. La mediana del ntimero de quistes sanos en el
grupo control fue de 3 y del grupo experimental fue de 24, que analizados con la prueba U de
Mann-Whitney, no se detect6 diferencia estadisticamente significativa. Por lo tanto, la candidata

a vacuna vectorizada no protegié a los animales del desafi6 experimental con Taenia solium.

Palabras clave: vacuna vectorizada, cisticercosis porcina, Taenia solium, TSOL18
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2 ABSTRACT

Porcine cysticercosis (PC) is an endemic parasitic disease detected mainly in rural areas
and caused by the larval stage of Taenia solium due to the consumption of human feces with eggs
of the parasite. In addition, people can accidentally develop neurocysticercosis (NCC) through
the fecal-oral route or by consuming contaminated food. Therefore, one of the main ways to
prevent it is by vaccinating animals. A vectorized vaccine candidate using Newcastle Disease
Virus (NDV) as a vector to express the TSOL18 peptide was developed. The vaccine candidate
was tested in two-month-old piglets, and it was administered by the ocular and nasal routes,
detectingthe production of antibodies against the peptide; however, postchallenge protection was
not evaluated experimentally. Therefore, the objective of the present study was to evaluate the
protection of the vectorized vaccine candidate in animals challenged with a Taenia solium
proglottid experimentally, by counting the number of cysts found at necropsy and determining
their viability; also, to recognize the safety of this vaccine candidate in pigs. A total of 16 2-
month-oldpigs were divided into two groups (control and experimental). The experimental group
was immunized with a dose of 1.6 x 109 pfu / ml by the nasal and intramuscular route on the first
day and two subsequent boosters by the nasal route with an interval of 15 days. The control group
received only physiological saline solution by the same routes described for the experimental
group. Two weeks after the last immunization, the animals were challenged with a T. solium
proglottid by the oral route. After three months of post-challenge follow-up, a necropsy was
performedto determine the number of healthy cysts in the animals. A healthy cyst was determined
by the presence of translucent wall fluid-filled, allowing the scolex to be seen as a white point.
One animal from the experimental group woke up dead on day 55 after the challenge without
showing clinical signs. 62.5% animals (5/8) from the control group and 71.4% (5/7) from the
experimental group presented healthy cysts. The median number of healthy cysts in the control
group was 3; and in the experimental one, 24. These results were analyzed with the Mann-

X



Whitney U test and no statistically significant difference was detected. Therefore, the vectorized
vaccine candidate did not protect the animals from the experimental challenge with Taenia

solium.

Key Words: vectorized vaccine, porcine cysticercosis, Taenia solium, TSOL18
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I.  INTRODUCCION

Taenia solium causa el complejo teniasis/cisticercosis en el hombre y en el cerdo,
respectivamente. Ademads, el consumo accidental de alimentos contaminados con huevos de
Taenia solium causaneurocisticercosis (NCC) en humanos (Garcia et al., 2014). NCC es causa
del 35% de casos de epilepsiaen zonas endémicas (Moyano et al., 2014). A pesar del tratamiento
antiparasitario, las crisis epilépticas persisten incluso con quistes calcificados (Moyano et al,
2014). Debido a que es un problema de salud publica, se han analizado diferentes medidas de
diagndstico y control, como la palpaciénde la lengua o la inspeccién visual de la carne, pero
muestran un bajo nivel de sensibilidad cuando la carga parasitaria es baja (Da Silva et al., 2012;

Akoko et al., 2019; Sithole et al., 2019).

El cerdo es el hospedador intermedio de 7. solium, por ello, el desarrollo de vacunas en
esta especie seria una forma de prevenir la continuidad del ciclo bioldgico del parasito (Gilman
etal., 2012; Gonzalez et al., 2005). Después de la identificacion de las proteinas de la oncdsfera
de T. solium homologas a Taenia ovis (Gauci et al., 1998), se determiné que el péptido TSOL18
es el mejor candidato vacunal porque confiere una proteccion de hasta el 99.9%, a diferencia de
TSOLA45 (98.6%)y la combinacién Tsol18-Tsol16 (99.7%) (Gonzalez et al., 2005; Jayashi et al,
2012). Aunque existe una vacuna comercial contra la cisticercosis porcina, no estd disponible
comercialmente en Pert por razones desconocidas. Sin embargo, requiere de tres dosis, siendo la
ultima dosis administrada a los seis meses después de la segunda dosis, aumentando el costo del

servicio de personal calificado (Flisser et al., 2004; Gonzalez et al., 2005).

El interés en el desarrollo de vacunas vectorizadas ha aumentado debido a sus ventajas,
como la estimulacién de las respuestas inmunitarias sistémicas y de mucosas, asi como la
inmunidad humoral y celular. Ademas, pueden administrarse por via ocular, nasal y oral imitando
la via de entrada de diferentes patégenos (Zhang et al., 2015; Kim y Samal, 2016). La via nasal

se ha vuelto de gran interés para las vacunas comerciales en cerdos, perros y bovinos debido a su
1



facil administracién, la gran vascularidad, permeabilidad y el metabolismo limitado en la cavidad
nasaly laposibilidad de vacunacién a grandes nimerosde animales (Calderon-Nievaetal., 2017;

Ellis etal., 2017).

El virus de la enfermedad de Newcastle (VEN) es un virus ARN de sentido negativo
monocatenario que se replica en el citoplasma, lo que lo convierte en un vector viral de eleccion
debido al menor riesgo de insercion de material genético en el genoma animal, como los vectores
de ADN viral (DiNapoli et al., 2007; Kim y Samal, 2016). Los estudios en cerdos que utilizaron
al NDV como vector vacunal contra el virus Nipah, el virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino, y la peste porcina, refuerzan lo mencionado anteriormente (Kong et al,
2012; Kumar et al., 2019; Zhang et al., 2019). En un ensayo experimental en cerdos, la vacuna
vectorizada,empleando las viasnasal y ocular, indujounaligera producciénde anticuerpos contra
el péptido TSOL18 en los animales, sin embargo, no se realizé la evaluacién de proteccion por

desafios (Martinez A.,2018).

En el presente estudio, el objetivo fue evaluar la proteccion post-desafio en animales
inmunizados con una candidata a vacuna vectorizada por via intramuscular y nasal e infectados
experimentalmente con una proglétide de 7. solium; asi como explorar los efectos adversos de la
candidata a vacuna vectorizada, conocer el nimero de quistes sanos y degenerados post desafio

despuésde la necropsiay determinar la viabilidad de los quistes sanos detectados.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

Cisticercosis y Taeniasis por Taenia solium

1.1 Clasificacion taxonomica

Taenia solium pertenece al Phylum Platyhelmintes, Clase Cestoda, Orden
Cyclophyllidea, Familia Taeniidae (Meza-Lucasy Aguilar, 2002). Esta familia incluye a tres
especies de pardsitos que afectan a los seres humanos: 7. solium (la tenia del cerdo), T. saginata
(la teniade la vaca) y T. asiatica (morfolégicamente similar a 7. saginata, pero bioldgicamente

parecida a T. solium) (Del Brutto y Garcia, 2015).
12 Morfologia

La forma adulta de Taenia solium, se aloja en el intestino delgado del ser humano y posee
un escolex o cabeza que mide de 0.6 a 1 mm con 4 ventosas, y un rostelo no retractil con una
doble corona de ganchos, siendo estos de 22 a 32. Posee un cuello estrecho y una gran estrébila
(cuerpo) que mide de dos a cuatro metros y que consta de varios cientos de proglétides o
segmentos que miden de diez a doce milimetros de largo por cinco a seis de ancho (Quiroz, 1990;
Garcia et al., 2003, 2006; Bowman, 2014). La esperanza de vida de una tenia adulta es
desconocida, menciondndose en diversos textos un aproximado de 20 a 25 afios; sin embargo,
estudios de afios posteriores sugieren una esperanza de vida mucho menor, probablemente incluso

menor de 5 afios (Garcia et al., 2003).

Las proglétides presentan poros genitales unilaterales altemados de forma irregular de un
lado a otro a lo largo de todo el cuerpo (Quiroz, 1990). Los ovarios estén en el tercio posterior y
el ttero tiene de siete a doce ramas laterales de cada lado. Cada proglétide contiene entre 50-

60x10°%huevos fértiles (Bowman, 2014) (Figura 1).



Figura 1. Progltide madura de Taenia solium (B); Proglétide gravida (C) (Quiroz, 1990)

Los huevos del género Taenia son esferoides pequefios y midiendo entre 20-50
micrometros de didmetro (Bowman, 2014; Martinez J., 2018). Poseen una cubierta radiada
(embri6foro) y estriada, la cual es formada por bloques unidos gracias a una proteina cementante.
Contienen al embridn hexacanto (oncésfera) en el interior, la cual mide cerca de 30 micrémetros
de didmetro y posee tres pares de ganchos embrionarios y un par de gldndulas que le ayudaran en
la migracién dentro del hospedador posteriormente (Meza-Lucas y Aguilar, 2002; Martinez J.,

2018) (Figura 2).

Figura 2. Huevo de Taenia solium después de proceso de hatching

Los cisticercos son la forma larvaria de T. solium, se describen como quistes o vesiculas
de 1 cm de didmetro con paredes delgadas que miden entre 10-20 mm en didmetro, y con un
contenido liquido claro semitransparente y el escélex invaginado en el interior que da la

apariencia de un punto blanco opaco (Flisser y Lightowlers, 2001; Garcia et al., 2006, 2014).



1.3

Dicho escélex posee cuatro ventosas y dos hileras de ganchos que varian de tamafio (Martinez

A.,2018) (Figura 3).
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Figura 3. Cisticerco de Taenia solium en el cerebro de un perro que se puede identificar por las
formas y la medida de los ganchos del escélex (x 5) (Bowman, 2014)

Ciclo biologico (Transmision)

El ciclo biolégico de T. solium es de dos hospedadores, el ser humanoy el cerdo. Los
humanos son los unicos hospedadores definitivos para la tenia, adquiriéndola mediante la
ingestion de carne de cerdo mal cocida infectada con cisticercos. Esta forma larvaria evagina en
el intestino delgado y elescélex se adhiere a la mucosa intestinal mediante sus ventosas y ganchos
(Garcia etal., 2014).

El desprendimiento de las progldtides gravidas se produce dos meses luego de la
infecciodn, eliminandose por las heces (Garcia et al., 2003). Cada progldtide gravida contiene
alrededorde 50,000 huevos (Flisser y Lightowlers, 2001). Las zonas rurales donde se encuentran
un déficit de sanidad y salud publica, agregando a ello el tipo de crianza de traspatio que se
practica, los cerdos acceden facilmente a las heces infectadas con proglétides o huevos de Taenia
solium eliminadas por el hombre (Garcia et al., 2014). Posteriormente, en el tracto intestinal del
cerdo, los embriones hexacantos (oncésferas) cruzardn la mucosaintestinal para migrar por la
circulacion sanguinea y llegar a los musculos, ojos y al Sistema Nervioso Central, donde se
desarrollaran los cisticercos (Flisser y Lightowlers, 2001; Garcia et al., 2014). Todo este proceso
de formacion de los quistes toma cerca de tres meses (Garcia et al., 2006). Sin embrago, las
personas también pueden comportarse como hospedador intermediario accidental y desarrollar la

neurocisticercosis (NCC) (Garcia et al., 2014) (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo biolégico de Taenia solium (Modificado de Garcia et al., 2003)

1.4 Teniasis

1.4.1 Presentacion y Sintomas

La teniasis es causada porel estadio adulto de Taenia solium, con el humano como tinico
hospedador definitivo. La persona presenta una diversidad de sintomas como inflamacién leve en
el sitio de implantacién, dolor abdominal, distension, diarrea, y natdseas, hasta incluso ninguna

sintomatologia (Flisser y Lightowlers, 2001; Garcia y Gonzalez, 2001 ; Garcia et al.,2003).

1.4.2 Diagnostico

El diagnéstico se realiza con la técnica de coproparasitologia que consiste en la
visualizacién de los huevos de T. solium. Sin embargo, la pruebatiene una baja sensibilidad ya
que los huevosde T. soliumy T. saginata son muy parecidos. En ocasiones se puede visualizar
las proglétidos gravidas mediante tamizaje de heces o por identificacién directaen las heces del

paciente. (Garcia et al., 2003; Cordero et al., 2010).



El inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) coproantigeno para Taenia solium detectas

2.5 veces mds casos de teniasis que la microscopia, presentando una sensibilidad del 98% y una

especificidad del 99% (Bustos et al., 2012).

1.4.3 Tratamiento

Los antiparasitarios empleados sonla niclosamida y el praziquantel (Gilmanetal., 2012).
La niclosamida no cruza la barrera hematoencefilica (BHE) y se considera segura para tratar en
pacientes que auin no se ha determinado la presencia de quistes en el tejido cerebral (Garcia et al,
2003). Se emplea una sola dosis de 2 gramos por la via oral en adultos, y de 1 gramo en nifios
(Garcia et al., 2010). Para el praziquantel la dosis empleada es de 5-10mg/kg en una sola dosis
oral, sinembargo, sicruzala BHE porlo que su administracién se deberealizada con mas cuidado
y seguimiento del paciente (Garcia et al., 2003; Gilman et al., 2012). También se indica del uso
deun purgante antes y después del tratamiento paraque el paciente eliminela taenia por completo
(Garcia et al., 2006). En caso el pardsito no haya sido eliminado en las heces, el tratamiento debe

repetirse (Garcia et al., 2006).
1.5 Cisticercosis porcina

1.5.1 Presentacion y Signos Clinicos

Los cerdos adquieren cisticercosis porcina al ingerir huevos de Taenia solium eliminados
por el ser humano. Los cisticercos de Taenia solium se desarrollan en el tejido muscular, corazén,
lengua y cerebro, sin embargo, usualmente no presentan signos clinicos (Singh et al., 2013;
Trevisan et al., 2016). En ocasiones se ha visto el desarrollo de crisis epilépticas en cerdos con

neurocisticercosis posterior a una infecciéon experimental.

1.5.2 Diagnostico

El método mds empleado en animales vivos es la examinacién de la lengua mediante
palpacidn en bisqueda de quistes. Con ayuda de una vara de madera o una cuerda se mantiene la
boca del cerdo abierta, permitiendo extraer la lengua y examinarla (Singh et al., 2013). Sin
embargo, el método es considerado de tener una baja sensibilidad, detectando solo el 11% de

animales infectados en un estudio (Chembensofu et al., 2017).



En el proceso de faenamiento, se realiza la inspeccion de la carne para determinar la
presencia de quistes. Se considera la diseccién de carcasas como la prueba “gold standard” para
determinar la infeccidn de un animal (Chembensofu et al., 2017). Sin embargo, los quistes no
siempre se llegan a visualizar, ya que no se puede realizar muchos cortes a 1a carne destinada al

consumo humano (Garcia et al., 2010).

Figura 5. Cisticercos extraidos de musculos de cerdos. El punto blanco en cada uno indica la
presenciadel escolex

1.5.3 Tratamiento

El oxfendazol es el antiparasitario de eleccién para el tratamiento contra la cisticercosis
porcina, empledndose una sola dosis de 30 mg/kg (Garcia et al.,, 2010). Al usar esta droga, se
recomienda un tiempo de esperade al menos 17 dias entre el final del tratamiento y el consumo

de la carne por el ser humano debido al efecto residual (Moreno et al., 2012).

Un estudio en Tanzania comparé el uso de ivermectina (0.3mg/kg) y oxfendazol (30
mg/kg) en cerdos con presencia de cisticercosis. Posteriormente se realizd la necropsia de los
cerdos a las cuatro y doce semanas post tratamiento, demostrandose que el tratamiento con
oxfendazol fue el mas efectivo, y los quistes encontrados en los misculos, lengua y corazon se
hallaron calcificados (Mkupasi et al., 2013). Es importante tener en consideracion ademés que el
tiempo para eliminar los quistes depende de la carga parasitaria de cada cerdo al momento del

tratamiento (Gilman et al., 2012).

También se menciona elusode otras drogas comoflubendazol, albendazol y praziquantel

para el tratamiento de cisticercosis porcina, pero requieren multiples dosis (Gilman et al.,2012).



1.6 Neurocisticercosis

1.6.1 Presentacion

En las personas, después de la ingestion de los huevos, las oncésferas son liberadas por

el contacto con el dcido gastricoy fluidos intestinales. Luego, estas oncosferas atraviesan la pared

intestinal, ingresando al torrente sanguineo, para enquistarse como cisticercos en los musculos y

otros tejidos (Garcia et al., 2003). Los quistes o cisticercos localizados en el SNC logran evadir

la respuesta inmune del hospedador ya que cruzan la barrera hematoencefélica (Garcia et al,

2014). En el cuadro 1 se aprecia un resumen de la respuesta inmune del hospedador en NCC

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Efectores celulares y humorales claves asociados con NCC parenquimal y
extraparenquimal (Prodjinotho er al, 2020)

NCC Parenquimal NCC Extraparenquimal
Respuesta IgGl1, IgG2, 1gG4, IgE IgG, IgM, IgE (LCR)
humoral (Suero/plasma) Complemento (CAA
haplotipo C5)
Respuesta Microglia/Macréfagos (SNC) Macréfagos (SNC)
celular Mastocitos (SNC) Mastocitos (SNC)
Neutréfilos/Eosinéfilos (SNC) Neutréfilos
Células B/plasmdticas CD20% (SNC) Células B/plasmaticas
Células TCD8™ (SNC) (SNC)
< +
Células NK (SNC) Células TCD8™ (SNC)
. + high
Treg CD4* CD25M9"% (periferia) Treg CD47CD25
(periferia)
Células dendriticas (periferia) Células dendriticas
(periferia)
Citoquinas IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B (QV) LCR:IL-1B, IL-5, IL-6, IL-
IL-1b, IL-2, IL-12,1L-4, IL-6, IL-13, 10, [L-12 (QV/QD/QC)
IL-18, TNFa, IFNy (QD) Suero/Plasma: IL-4, TNFa,
IL-4, IL-6, IL-10, TNFa (QC) TFNy. IL-10 (QV/QD/QC)
Suero/Plasma/Parénquima cerebral
Manifestaciones Epilepsia, edema perilesional, dolores Déficits focales, aracnoiditis,
principales de cabeza, déficits focales, deterioro  oclusion de arterias,

cognitivo

hidrocefalia, hipertensién
intracraneal, infartos
cerebrales

CAA: haplotipo C5 complemento; QC: quiste calcificado; CD4/8/20/25: cluster de
diferenciacion4/8/28/25; SNC: sistema nervioso central; LCR: liquido cefalorraquideo; QD:
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quiste en degeneracion; IFNy: interferén gamma; IL: interleucina; NCC: neurocisticercosis;
NK: natural killer; TGF-B: factor de crecimiento transformante beta; TNFa: factor de
necrosis tumoral alfa; Treg: Células T reguladoras; QV: quiste vesicular.

Los quistes o cisticercos se dividen en cinco estadios: no quistico, vesicular, vesicular
coloidal, nodular granular, y nodular calcificado. Cualquiera de estas cinco etapas se puede localizar
en los 16bulos, y cerca del 50% de los pacientes presentan diversos estadios del quiste (Cuadro 2)

(Kimura-Hayama et al., 2010).

Cuadro 2. Hallazgos en Tomografia Computarizada y Resonancia Magnética en varias etapas de

neurocisticercosis (Kimura-Hayama er al., 2010)

Etapas

Hallazgos TC

Hallazgos RM

No quistica

Usualmente invisible

Usualmente invisible

Vesicular* Quistes de 10-20mm con Intensidad dela sefial del quiste similar a la
atenuacion defluido; lapareddel del LCR en imagenes ponderadasen T1 y
quiste es delgada y lisa; poco o T2;la pared del quiste estd bien definiday
inexistente edema periquisticoo es delgada, con poco o nada de realce en
realce de contraste; el escolex se imdgenes con realce de gadolinio; el
presenta como una estructura escélex (agujero con apariencia de punto);
pequeiia, redondeada, iso o hipointenso en relacién a la materia
isoatenuada  (agujero  con blancaenimagenes ponderadas en T1;iso
aparienciade punto) a hiperintenso en relacion con la materia

blanca en imédgenes ponderadas en T2; se
ven mejor en imdgenes potenciadas en
densidad de protones.

Vesicular El quiste puede hiperatenuarse, Contenido del quiste hiperintenso en

coloidal® realce periquistico en imdgenes imdgenes ponderadas en T1 y T2 (fluido
con realce de contraste, se puede proteinico), pared del quiste es gruesa e
ver edema. hipointensa, edema periquistico (mejor

observado en imdgenes con atenuacién de
fluido invertido), realce periquistico en
imégenes conrealce de gadolinio.

Nodular Similar a la etapa vesicular Similar a la etapa vesicular coloidal pero

granular coloidal pero con mis edema, con mds edema, realce en anillo més
realce en anillo més notorio. notorio.

Nodular Nédulos calcificados Noédulos hipointensos, noedema,no realce.

calcificado hiperatenuados, no edema, no

realce.

*En la neurocisticercosis racimosa, el escélex puede no verse.
¥La llamada fase encefalitica de la neurocisticercosis.
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1.6.2 Signos clinicos

La neurocisticercosis se puede presentar con sintomas neuroldgicos generales, como
crisis epilépticas, y hasta cisticercosis ocular causando alteraciones en la vision (Garcia et al,

2010). Pueden presentarse también déficits cognitivos y demencia (Nash y Garcia, 2011).

Respecto alas formas de presentacion en basea su ubicacion, la NCC parenquimal (70%)
se considera como la mas comin (Garcia et al., 2006). Las manifestaciones principales son las
crisis epilépticas, seguidas de las disfunciones neuroldgicas focales y la hipertension intracraneal
(Tangetal., 2019).

A diferencia de la NCC parenquimal, la extraparenquimal es reportada con menos
frecuencia (30%)y se divide en intraventricular y subaracnoidea (Figura 7y Figura 8) (Garcia et
al., 2006; Nash y Garcia, 2011). La intraventricular se da cuando los quistes se alojan en los
ventriculos desarrollando una obstruccién mecénica, que genera vomitos, nduseas, cefalea y
vértigo (Nash y Garcia, 2011); mientras que la subaracnoidea causa aracnoiditis, hidrocefalia

obstructiva o hasta un accidente cerebrovascular (Tale et al.,2017).

Las personas generalmente manifiestan crisis epilépticas después de cinco afios de
instalado los quistes en el SNC. Las crisis epilépticas se producen por el reconocimiento del
sistema inmune contra los quistes, generando una inflamacidn perilesional. Posterior a ello, se da
la degeneracién y calcificacidon del quiste. Sin embargo, se reporta atin crisis epilépticas en

pacientes con quistes calcificados (Garcia et al., 2006, 2014; Moyano et al., 2016).

Figura 6. Cisticerco cerebral calcificado viejo que muestra una amplia drea de edema perilesional
tres dias después de un episodio convulsivo (IMR sin contraste, protocolo FLAIR) (Garcia et al,
2006)
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Figura 7. Fotografia de un espécimen patolégico que muestra neurocisticercosis intraventricular
(flecha) (Kimura-Hayama et al., 2010)

Figura 8. Fotografia de un espécimen patoldgico que muestra neurocisticercosis subaracnoidea-
parenquimal (Kimura-Hayama et al., 2010)

Aparte del sistema nervioso u ocular, la cisticercosis “extraneural” es principalmente
asintomatica, pudiéndose notar en el tejido muscular y subcutdneo a manera de nédulos méviles

pequeios (Garcia et al., 2010; Tale et al.,2017).

La encefalitis por cisticerco es una presentacion rara, representando solo el 0,3% de todas
las neurocisticercosis, caracterizada por quistes parenquimatosos multifocales, inflamacién

perilesional y edema cerebral difuso (Tale et al., 2017).
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1.6.3 Diagnostico

El diagnéstico de NCC se basa en una serie de factores que incluye los sintomas
neurolégicos, el vivir o haber viajado a zonas endémicas, la prueba de Western Blot e imagenes
por tomografia computarizada (TC) o resonanciamagnética (RM) (Garcia et al., 2006). Se ha
desarrollado latécnicade ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) parael diagnéstico
de antigenos o anticuerpos en suero o liquido cefalorraquideo. Sin embargo, la prueba més

sensible parala deteccion de anticuerpos es la técnica de Western Blot (Garcia et al., 2018).

En la imagenologia, se requiere de un diagndstico diferencial que incluye tuberculosis,
tumores, metastasis y abscesos (Garcia et al., 2006) (Figura 9). La eleccién entre TC y RM
depende de la localizacion y el estadio de la enfermedad (Kimura-Hayama ez al., 2010). La TC
se emplea con mayor frecuencia para la deteccidon de quistes calcificados y la RM para los quistes

viables (Garcia et al., 2006) (Figura 10).

Figura 9. Diferentes estadios de neurocisticercosis como se visualizan en neuroimagenologia. (A)
Quistes viable con escélex (IMR, protocolo FLAIR); (B) quiste en degeneracién (IMR, protocolo
FLAIR); (C) quistes calcificados (TAC sin contraste); y (D) cisticercosis basal subaracnoidea
(racemosa) (IMR, protocolo FLAIR) (Garcia et al., 2006)
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Figura 10. Pacientede 16 afios confiebrey alteraciondel sensoriode 3 dias de duracién con historial
de convulsiones en el pasado. (A) Tomografia computarizada sin contraste mostrando lesiones
calcificadas intraparenquimales e intraventriculares de neurocisticercosis en cerebro, resultando en
apariencia de “noche estrellada”. (B) Resonancia magnética con realce de contraste mostrando
multiples lesiones quisticas focales en el cerebro con un escélex excéntrico tipico de
neurocisticercosis (Tale et al., 2017).

1.6.4 Tratamiento

El tratamiento involucra un manejo tanto sintomatico como antiparasitario del paciente
de forma individual (Garcia et al., 2014). El tratamiento sintomatico busca controlar las crisis
epilépticas o la hipertensién endocraneal, mientras que el tratamiento antiparasitario va a
depender del estadio, nimero, tamafio y ubicacién de los cisticercos para evitar una reacciéon

inflamatoria que pueda comprometer la vida del paciente. (Garcia et al., 2006).

Se emplea como terapia antiquistica al albendazol a 15 mg/kg/d por una a dos semanas o
praziquantel a 50 mg/kg/d dividida por dos semanas, usualmente con esteroides (Garcia et al.,
2010). Los efectos adversos del albendazol es toxicidad hepética leve, sintomas gastrointestinales
y supresion de la médula 6sea; mientras que el praziquantel puede causar dolor abdominal,
calambres, diarrea, mareos, somnolencia, fiebre, dolores de cabeza, sudoracion, anorexia,

malestar, nadseas, vomitos, y en ciertos casos, reacciones alérgicas (Garcia et al., 2006).

Cuando el paciente presenta encefalitis, el tratamiento incluye el uso de corticoides como
la prednisona o la dexametasona a 1 mg/kg/dia y 0.1 mg/kg/dia, respectivamente, durante 5 a 10
dias con un retiro de forma gradual (Tale et al,, 2017). Las drogas antiepilépticas frecuentemente

empleadas son la carbamazepina y la fenitoina (White et al., 2018).

El tratamiento quirtdrgico es muy poco empleado para controlar la epilepsia, limitindose
para la mejora de la hidrocefalia, las lesiones de gran tamafio, hipertension intracraneal y la
cisticercosis intraventricular (Singh y Chowdhury, 2014). La técnica de eleccién empleadaes la

derivacién ventriculo-peritoneal, sin embargo, se pueden obstruir, y en el 50% de los casos
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pueden ocasionar la muerte, especialmente dentro de los primeros 2 afios después de haber sido

colocadas (Garcia et al., 2006).

1.7 Epidemiologia
La cisticercosis, tanto humana como porcina, afecta a la salud y economia de los paises
en desarrollo. Esta enfermedad parasitica es importante debido a la gran incidencia de casos de
NCC en hospitales neuroldgicos. Se reporta que uno de cada diez pacientes con signos
neuroldgicos es por NCC y que es responsable de uno de cada dos diagndsticos de epilepsia de
inicio tardio. Por otro lado, la cisticercosis en musculo esquelético en cerdos disminuye el valor

de la carne y es causa de decomiso de la carne en los camales (Sciutto ez al., 1995; Flisser y
Lightowlers, 2001; Garcia et al., 2006).

La cisticercosis porcina afecta a los pequefios productores que mantienen una crianza de
traspatio, permitiendo el contacto con las heces de personas tenidsicas (Rojas-Rivera, 2021).
Ademads, elhechode decomisarla carne infectada llevaa que los productoresrealicen el sacrificio
de los animales en camales locales o en sus hogares, evitando la inspeccion de las carnes parte de

las autoridades de la salud (Carhuallanqui et al., 2010).

La falta de educacion sanitaria es un factor importante ya que permite el mantenimiento
el ciclo biolégico del pardsito, reportdndose casos de NCC, teniasis y cisticercosis porcina.
Ademads, estas patologias se reportan en las zonas rurales, por lo que los productores no realizan
gastos en tratamiento antiparasitario ni servicios de un Médico Veterinario (Sciutto et al., 1995;
Garcia et al., 2006).

1.7.1 Contexto Internacional

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) reporta que entre 2.56 y 8.3 millones de
personas sufren de neurocisticercosis en el mundo, y se cree que en los paises endémicos, este

parasito es el causante del 30% de los casos de epilepsia (OMS, 2021).

La prevalencia de la cisticercosis porcina es extremadamente variable pasando de ser
desde menos del 2% hastamads del 75% (Pawlowski et al., 2005). En los paises musulmanes se
considera casi ausente debido a factores culturales (Bouteille, 2014). Mientras que en Nepal se ha
llegado a reportar que el 18.5% de pacientes con NCC son vegetarianos, mientras que solo el
4.5% de los pacientes no vegetarianos con NCC consumen carne de cerdo. del 21.5%, resaltando

las caracteristicas inusuales de la enfermedad en este territorio (Khanal y Shrestha, 2019).

LaPeninsulaIbéricase consideraun dreaendémica, especialmenteen el norte de Portugal

y el oeste de Espafia, y a pesar de ser raros, los casos en Europa no han desaparecido (Garcia et
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al., 2006; Bouteille, 2014). Una revisién de casos de cisticercosis y teniasis humanas, entre 1990
y 2011, mencionéque de los 846 casos de cisticercosis 522 fueron autéctonos (70,1 % de Portugal)
y 324 importados (incluidos el 17,6% entre viajeros y el 74,7% entre los migrantes). La mayoria
de los casos importadosprovinieron de América Latina (69.8% de migrantes y 44.0% de viajeros).
La mayoria de estos casos fueron diagnosticados en Espaiia (47,5%), Francia (16,7%) e Itala

(8,3%) (Zammarchi et al., 2013)

Respecto a Estados Unidos, los casos autéctonos simbolizan cerca del 5% delos pacientes
con NCC, reportandose un total de cinco mil casos (Bouteille, 2014). Ademas, se menciona que
el aumento de casos de NCC durante las décadasde 1980y 1990 se atribuy6 principalmente a la
inmigracién masiva de personas de América Latina, ya quese reportaron casos en una comunidad
judia ortodoxa de Nueva York e identificaron como fuente de infeccion a los empleados

inmigrantes (Bouteille, 2014).

En Latinoamérica, Africay Asia se detecta en la poblacidn anticuerpos contra cisticercos
hasta en un 15%, aprecidndose la pocaefectividad de las medidas sanitarias comparadas con los

paises de “primer mundo” que han logrado una reduccién considerable o eliminacion de la

enfermedad (Flisser y Lightowlers, 2001; Gonzalez et. al, 2005).

En los paises endémicos, entre el 10-20% de la poblacién poseen calcificaciones
cerebrales sin presentar signos neuroldgicos lo que indica que las personas tienen quistes en el

cerebro sin saberlo (Garcia et al., 2006).

En la India, recientemente se apreci6 que 28.12% de los pacientes epilépticos en Odisha
presentaban anticuerpos anti-cisticercos (Sahu et al., 2015). Ademads, la mayoria de los casos de
NCC en la India son por la presencia de un quiste en el tejido cerebral, que al generar una crisis
epiléptica se observa un anillo alrededor de la lesién detectada por TC con contraste (Garcia et
al., 2006). Por otro lado, los casos cisticercosis porcina se presentan en una prevalencia estimada

de 3.7% (Singh et al., 2018).

En China, se menciona que la prevalencia de teniasis rodea el 2.5% y que existe una
seroprevalencia del 2.3% a 15.6% de cisticercosis humana en escuelas de Sechuan (Li et al.,
2019). La cisticercosis porcina también se encuentra presente, en porcentajes que van desde el

3.7al12.1% (Li et al., 2007).

En Africa, la prevalencia de NCC en pacientes con epilepsia es de 22%, con la mayoria
de los casos en las zonas sury este (45% y 25%, respectivamente) (Owolabi et al., 2020). Por

otro lado, Nigeria presente una prevalencia serolégica de cisticercosis humana del 14.3% (Edia-

16



Asukeetal., 2015) y Burkina Fasoposee una delas prevalencias masaltas de cisticercosis porcina

con 39.6% (Melki et al., 2018).

La cisticercosis es un problema reportado en América Latina, estimdndose que 75
millones de personas estin en riesgo de cisticercosis y teniasis, de las cuales 400.000 padecen de

las enfermedades de forma sintomatica (Garcia et al., 2006).

Los estudios de seroprevalencia humana permiten determinar la produccién de
anticuerpos contra el antigeno. Basidndose en esta situacidn, se han observado diferentes
porcentajes sobre la exposicion a huevos tipo Taenia en los siguientes paises: Colombia (rango
de 1.8-2.2%), Brasil (3.0-5.6%), México (1.3-10%), Pert (7.1-26.9%), Honduras (15.6-17%),
Ecuador (2,6-14,3%), Guatemala (10-17%), Bolivia (22%) y Venezuela (4-36,5%) (Pawlowski
etal., 2005).

Ademas, la carne de cerdo se considera el tipo de carne mas consumida a nivel mundial
representando el principal ingreso econdmico para los productores de granjas tecnificadas y de
traspatio (Adesokan y Adeoye, 2019). Sin embargo, en la crianza de traspatio, la posibilidad de
infeccidén por Taenia solium aumenta por factores como la falta de educacidn sanitaria, de los
servicios bésicos de agua potable y desagiie y la falta de letrinas que permiten el acceso de heces

infectadas con huevos del parasito hacia el cerdo (Adesokany Adeoye, 2019; Cortez et al., 2020).

En el mataderomunicipal Bodija en Ibadan, Nigeria, se report64.4% de carcasasporcinas
con cisticercos y por ello se realiz6é una encuesta a los trabajadores del camal relacionada a los
factoresderiesgo y patologias por Taenia solium. E139% delos encuestados no tenian facilidades
de inodoro en casa, solo 17.5% habianotado la presencia de quistes en las carcasas previamente,
el 4.7% poseian buen conocimiento de la cisticercosis porcina, y ninguno de los encuestados
conocia la importancia del lavado de manos y desparasitacién periddica. Ademads, como
compradores, el 73% de los encuestados reportd que adquieren carne decerdode mercadosdonde

no hay una supervision veterinaria (Adesokan y Adeoye,2019).

En México, laprevalenciadel parasito variade 0 al 33,3 %y la transmisién todavia parece
estar activa en las zonas rurales (Bouteille, 2014). En la comunidad rural de Tepetzitzintla, en
Puebla, México, de 26 casas testeadas a lo largo de las cuatro estaciones del afio, se apreci6 que
el25.3% de las muestras de suelode los hogares presentaron huevos de Taenia spp. y la frecuencia
de teniasicos fuedel 2.7%. Del total de las casas evaluadas, 14 de 115 de personas fueron positivas

a NCC (Huerta et al., 2008).

Un estudio reciente en Venezuela demostrd altos niveles de geohelmintiasis y logré

detectar a portadores de tenia en familias que criaban cerdos en libertad o alrededor de sus casas.
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Ademas, muchos comentaron haber consumido carne de cerdo infectada, a la cual llamaban
“frutica”, e inclusive mencionaron haber visto progldtides en sus propias heces (Cortez et al.,

2020).

1.7.2 Contexto Nacional

Lateniasis se encuentra cercadel 0,5% a 1% de la poblacién peruanaen zonasendémicas,
siendo los jovenes, mujeres embarazadas y ancianos los que reportan la mayoria de los casos
(Garcia etal., 2010). Asi, un estudio realizado en Piura y Cajamarca hall6 una prevalencia total

de teniasis del 1.5% mediante el andlisis de heces por PCR (Watts et al., 2014).

La posterior introduccién de la técnicade Westem Blot (EITB) confirmé el rol que posee
la NCC como causa de epilepsia en las zonas endémicas (Figura 11). En el Perd, las zonas
endémicas con mayor frecuencia de NCC son la sierra, la costanorte y la selvaalta (Garcia et al,

2010).

Figura 11. Mapa que muestra las principales dreas endémicas para teniasis/cisticercosis por Taenia
solium en el Perud (Garciaet al., 2010)

En el 2005, un estudio concluyé que la NCC era un factor de riesgo en el 30% de los
sindromes epilépticos en Tumbes, seguida de regiones como Apurimac (4-28%), Junin (7-25%),
Cusco (13-24%) y Piura (7-8%) (Cordero et al., 2010). Un estudio sobre la seroprevalencia de
cisticercosis en Ancash mencionaun porcentaje de 5.7% mediante EITB (Carbajal y Jara, 2014).
También se ha reportado un caso de cisticercosis diseminada proveniente de Junin, zona

endémica, en un paciente con antecedentes de convulsiones (Maquera-Afaray et al., 2014).
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En Tumbes, un estudio report6 quistes calcificados en el cerebro en uno de cada cinco
adultos con NCC,dandoun estimado de 18.8% de prevalencia (Moyanoetal., 2016). Este estudio
indicd, ademds, que existe una exposicién continua al pardsito que aumenta el riesgo de adquirir
la enfermedad. También, cuando se evalud la presencia de letrina, esta se relacion6 con la
disminucién del riesgo de desarrollar NCC. A pesar de que se les ofreci6 una evaluacion médica,
cercade lamitad de las personas con sintomas se negaron a ser revisados por el médico neurélogo

debido a razones religiosas (Moyano et al., 2016).

Otro estudio realizado en residentes de Ayacucho y Lima, report6 los siguientes niveles
de seroprevalencia de cisticercosis mediante EITB: 2% en el grupo urbano, 13.5% en el grupo
migrante (Ayacucho a Lima), y 18% en el grupo rural; mencionando que no solo la migracién
internacional modifica los casos de cisticercosis, sino que las migraciones internas de un area

endémica a unano endémica, también lo hacen (Gonzales et al., 2015).

Un estudio en Jauja, Junin, encuestd a la poblacion sobre el nivel de conocimiento que
poseian sobre la cisticercosis humana y porcina, donde todos los participantes mencionaron
conocerla y muchos de ellos (80%) afirmaron haber visto quistes en carne. Sin embargo,
solamente el 15% de las personas conocia el ciclo bioldgico del parésito, a pesar de que el 40%
del total de los encuestados mencioné tener familiares con diagndstico de neurocisticercosis

(Puerta et al., 2020).

En Tumbes se present6 una seroprevalencia porcinadel 45% en caserios locales de la
provincia de Tumbes (Garcia et al.,, 2011). Una prevalencia similar se presentd al evaluarse
caserios de Zarumilla, Tumbes, donde la cisticercosis porcina distribuida se detecté en porcentajes

de 16% hasta 41% mediante EITB (Taico et al., 2003).

En la provincia de Tambopata, Madre de Dios, un estudio report6 una frecuencia de
cisticercosis porcina del 16.6% mediante EITB, donde solamente siete de los 16 animales
positivos se alimentaban a base de alimento concentrado, en comparacién con el resto de los

animales, que consumian desperdicios de restaurantes cercanos (Rojas-Rivera, 2021).

1.8 Prevenciony control

La cisticercosis se considera como erradicable por poseer un solo hospedador definitivo
y un hospedador intermediario. Hay tratamientos antiparasitarios para la teniasis humana (Okello
y Thomas, 2018) y también existe un tratamiento contra la cisticercosis porcina mediante el uso
del oxfendazol (Gilman et al., 2012). Ademéas, NCC también emplea otros antiparasitarios mas

antiinflamatorios para reducir el desarrollo de crisis epilépticas (Nash et al., 2011).
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Enel caso delos animales, también se ha desarrollado unavacuna por laempresaCysvax®
cuyo uso principal se ha visto por la via intramuscular (Poudel et al., 2019; Kabululu et al., 2020)
y es distribuida principalmente en Asia (Martinez J, 2018). Ademads, existen tratamientos efectivos

contra las formas parasitarias en el animal (Garcia et al., 2010).

1.8.1 Control en animales

En los camales se realiza la inspeccidn de la carne mediante la visualizacion de quistes
para posteriormente sean decomisados por la entidad sanitaria. Sin embargo, el control en camales
es un método que no ha mostrado resultados ya que se realiza el sacrificio de los animales en el
hogar del propietario y son comercializados en mercados informales a menor precio. (The

Cysticercosis Working Group in Peru, 1993; Carhuallanqui et al., 2010).

En Huancayo, a través de la inspeccion de lengua en cerdos de un mercado informal, se
reportd que cerca del 15% de los cerdos comercializados estaban infectados. Ademas, los
compradores mencionaban que buscaban cicatrices en lengua debido a que los comerciantes
solfan extraer los quistes de esta zona para no disminuir el precio de venta (The Cysticercosis

Working Group in Peru, 1993).

En dos distritos de Sudéfrica con alta prevalencia en cisticercosis porcina se realizé la
inspeccién de la carne como en musculos maseteros, musculo triceps, lengua, corazén y
diafragma. Se procedio a realizar la diseccion del tejido muscular y se demostré la poca
efectividad en la deteccién de cerdos infectados durante la inspeccién rutinaria de carne en

mataderos (Sithole et al., 2019).

Un estudio realizado en el norte del Perti comparé protocolos de eliminacién de Taenia
solium, organizado en tres fases. La primera fase consistié en la deteccién humana y porcina,
tratamiento antiparasitico, educacién de la poblacién y reemplazo de porcinos. La segunda fase
consistié en tratamiento y diagndsticos masivos. La tercera fase, finalmente involucrd la
quimioterapia masiva con niclosamida en humanos y con oxfendazol en cerdos, en combinacion
con la vacunacién porcina. Al final del estudio, hubo una reduccién de la prevalencia de
cisticercosis porcina, sin embargo, se detectaron 3 animales con quistes viables (Garcia et al.,

2016).

En el caso de antiparasitarios, una sola dosis de 30mg/kg de oxfendazol por la via oral ha
demostrado ser efectiva en la eliminacién de quistes de 7. solium en los muisculos de cerdos
infectados(Gilmanetal., 2012).Sin embargo, pese a ser el tratamiento recomendado porla OMS,
el tiempo entre la terapia con la droga y la desaparicién completa de remanentes de quistes

requiere de tres meses para que la carne este completamente sin quistes. Esto podriallevar a la
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reinfeccién durante el tiempo de eliminacién del quiste si no se realiza un bloqueo en el acceso

de heces contaminas con huevo de T. solium en los animales (Gilman et al., 2012; Mkupasi et al,

2013).

Un estudio en Mozambique evalué el empleo del antiparasitario en cerdos de dos grupos
etarios diferentes (4 y 9 meses de edad, respectivamente), que al cumplir los doce meses fueron
sacrificados al azar para realizar la inspeccion de quistes. En el grupo que recibi6 el tratamiento
a los nueve meses, el 9.1% de los animales permanecia infectado y se concluye que el tratamiento

con oxfendazol podria poseer un efecto aproximado de 3 meses (Pondja et al., 2012).

En Nepal evaluaron el uso de la vacuna y el oxfendazol para la eliminacién de los quistes
en cerdos. Consistié en cuatro intervenciones separadas entre ellas por tres meses. Durante la
necropsia, no hallaron quistes en los cerdos tratados, y mencionaron que el tratamiento
unicamente con Oxfendazol solo puede tratar quistes ya existentes, por lo que no funciona como

herramienta preventiva por si solo (Poudel ez al., 2019).

No obstante, la ventade este antiparasitarioen el Pert se da en presentaciones que poseen
concentraciones del 10% o menos, las cuales no permiten eliminar completamente todos los
quistes. Para equilibrar esto, se emplea una mayor dosis de oxfendazol, arriesgando la vida de los
cerdos debido al aumento problemas por aspiracidon del medicamento, por lo que es necesario
buscar otras alternativas para el control y prevencidn de la cisticercosis porcina (Arroyo et al.,

2021).

1.8.2 Tratamiento de la poblacion humana

Un estudio considera el tratamiento masivo con praziquantel a una sola dosis de 10mgkg
es efectivo parareducir el indice de teniasis de forma temporal, siempre y cuando los pacientes
no tengan el diagnéstico por NCC (Haby et al., 2020) ya que, el tratamiento con praziquantel
puede desencadenar crisis epilépticas en pacientes asintomaticosde NCC. Porello, la niclosamida
se considera una alternativa ya que requiere de una Unica dosis, no cruza la barrera
hematoencefilica como praziquantel y con menos efectos secundarios (dolor abdominal, diarrea
y nauseas) (Garcia et al., 2010; Quispe et al., 2015). Lamentablemente, ninguna de las dos drogas
se encuentra a tan fécil alcance de muchos paises endémicos por precio y acceso en farmacias

(Garcia et al., 2010).

El tratamiento con antihelminticos contrala teniasis no ha mostradoresultados favorables

para el control de la transmisién del parasito, atribuyéndose esto a que, a pesar de lograr un
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tratamiento efectivo, el parasito permanece en los cerdos como unafuente de contagio a futuro

(Gonzalez et al., 2005).

Desde hace muchos afios se busca controlar la teniasis/cisticercosis mediante el
tratamiento masivo de las personas. Sin embargo, se ha apreciado un éxito limitado de estos,
tendiendo a ser temporales y centrarse en una sola drea geografica. Por estas razones, la
vacunacion en cerdos es considerada por muchos comola mejor estrategia de control a largo plazo

(Garcia et al., 2006, 2010).

1.8.3 Educacion en salud

La implementacion de un programa de salud como charlas educativas sobre el ciclo
biolégico, el uso de letrinas y el correcto lavado de manos y alimentos provisto por un personal
entrenado puede otorgar resultados favorables al ser empleada con otros métodos de control,
como la identificacién y tratamiento de portadores. (Flisser y Lightowlers, 2001; Garcia et al.,
2010).

En un estudio en el sur de la India realizado con estudiantes de secundaria, la comunidad
en general y criadores de cerdos, aplicaron una encuesta inicial que mostré la falta de
conocimiento sobre la teniasis y cisticercosis. Solo el 21% conocia que comer carne de cerdo
infectada conllevaba a la teniasis, mientras que solo el 19% habia escuchado sobre NCC. La
encuesta realizada después de las charlas educacionales mostré una gran mejora, obteniéndose
que el 46% tenia conocimiento sobre la teniasis y cisticercosis en comparacién con la primera

encuesta (Alexander et al., 2012).

Por otro lado, un estudio en la comunidad altoandina de Queropalca, en Huanuco- Per,
ejecutaron un plan educativo mediante charlas, capacitaciones a docentes, volantes, teatros
callejeros y demds, durante un periodo de seis meses. Se aplicaron cuestionarios antes y después
de la intervencidn. Al finalizar el tiempo establecido, se observé que el 66.2% de la poblacién
demostraba un nivel de conocimiento alto sobre la teniasis y la cisticercosis (Palacios-Flores y

Borneo-Cantalicio, 2008).

Otro estudio en el norte de Pert realizd intervenciones buscando promover la vigilancia
por parte de la comunidad, mediante la publicidad por radio y la educacion escolar y familiar;
ademds, posteriormente se tratd en base a los reportes de la poblacién. Por otro lado, en un grupo
de aldeas control se dio una intervencién en educacién en salud menor y sin tratamiento de

reportes. Al finalizarel estudio, luego de 12 meses, no se apreci6 unadiferencia entre el antes y
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despuésen la poblacién intervenida (la cual report6 solamente 14 casos en total), y tampoco se

vio una diferencia entre estay la poblacion control (Beam et al., 2018).

1.9 Vacunacion contra cisticercosis

Los cerdos, al ser el hospedero intermediario obligatorio de Taenia solium, ofrecen una
posibilidad de intervencién para bloquear la transmisién del patégeno mediante la vacunacion, y

asi eliminar la fuente de infeccion para la teniasis en el ser humano (Sciutto et al., 1995; Flisser
etal.,, 2004).

Para la elaboracion de vacunas contra la cisticercosis porcina se podria emplear huevos
de T. solium e inactivarlos, sin embargo, es dificil conseguir una concentracién de huevos de 7.
solium, principalmente porque la niclosamida o praziquantel causan la destruccion de proglétides

(Flisser y Lightowlers, 2001; Verastegui et al., 2000).

Para determinar la proteccién de la vacunacion en cerdos, se han empleado diversos
antigenos a lo largo de los afios en distintos estudios. Estos estudios establecieron que los
antigenos vacunales mas prometedores son los que derivan del estadio infectivo presente en los
huevos de T. solium maduros, que viene a ser la oncdsfera (Flisser y Lightowlers, 2001;
Lightowlers, 2010).

A partir de Taenia ovis se identificaron tres antigenos protectores en la oncésfera, y sus
homologos (TSA18 y TSA9) son protectores contra de la infeccién con Taenia saginata en
ganado bovino (Lightowlers et al, 1996). Por ello, en Taenia solium también se analiz6 la
secuencia genética que codifica las proteinas de oncdsfera, siendo estas TSOL18'y TSOLA45-1A,
antigenos homologos en T. ovis (Tol8 y To45W)y T. saginata (TSA18) (Gauci et al., 1998;
Gauciy Lightowlers, 2001).

Los antigenos protectores contra Taenia solium hansido expresados y purificadosa partir
de Escherichia coli. Estas vacunas recombinantes (TSOL18 y TSOL45), producidas como
proteinas de fusion glutathione-S-transferase (GST), fueronencontradasde tener unaalta eficacia
(99%) en prevenir infecciones porcinas en ensayos experimentales (Gonzalez et al., 2005; Garcia
etal., 2010).

En un estudio en México se empled ADNc de TSOL18 y TSOL45-1A expresadas en
Escherichia coli. Veinte cerdos de dos meses de edad fueron separados en cuatro grupos de cinco
animales cadauno y se inmunizaron con diferentes antigenos. En el grupo control se aplicé 200
ug de proteina control (GST) y en los grupos experimentales se emple6 diferentes combinaciones
de antigenos (grupo 1:200 ugde TSOLI18, grupo 2: 200 ugde TSOL45-1A, y grupo 3:200 ug de

TSOI18y TSOLA45-1A,con Imgde Quil A comoadyuvante). Unasegundainmunizacién idéntica
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fue dada dos semanas después de la primera inyeccion. Tres semanas después de la segunda
inyeccion, cada cerdo recibi6 un desafio con 40,000 huevos de 7. solium colocados en una
cdpsula. Después de 10 semanas del desafio, se realizé el sacrificio de los animales y se
inspecciond el tejido muscular para determinar la presencia de cisticercos. Se hallé que las
vacunas TSOL18, TSOL45-1Ay la que combina ambas, otorgaron una proteccién del 100%, 0%
y 94.7%, respectivamente. Ademads, el andlisis seroldgico indicé que los cerdos respondieron a
ambas inmunizaciones de TSOL18 ya que produjeron IgG especifica; mientras que aquellos

vacunados con TSOL45-1A,no (Flisser et al., 2004).

Otro estudio llevado a cabo en México realiz6 la inmunizacién con 200 ug TSOL18 y
TSOLA45-1A, ademas de dos grupos controles con seis cerdos cada uno. Uno de los grupos
experimentales fue inmunizado con 200 ug de TSOI18 mas 1 mgde QuilA y dos refuerzos a las
2y 20 semanas, mientras que el otro grupo fue vacunado con 200ug de TSOLA45-1A més 1mg de
QuilA y refuerzoa las 2, 4 y 20 semanas. El desafio se dio una semana después de la dltima
inmunizaciéon con 9,000 huevos de 7. solium; y posterior a 14 semanas del desafio, se realizaron
las necropsias. Se hall6 una sola lesién no viable en el grupo de cerdos vacunados con TSOLI1S,
mientras que uno de los cerdos vacunados con TSOL45-1A presento seis quistes degenerados; la

proteccion fue del 99.5y 97.1%, respectivamente (Flisser et al., 2004).

Un tercer experimento se llevé a cabo en Camertin, emplearon cinco cerdos para el grupo
control conformadoy experimental. El grupo experimental recibi6 tres inmunizaciones con 200ug
de TSOL18 més 1mg de QuilA, y otras dos dosis a las dos semanas y 6 meses después de la
primera inmunizacién. A los seis dias después de la dltima inmunizacién, los cerdos fueron
desafiados por la via oral con 5,000 huevos viables de 7. solium. Al finalizar el experimento, se
aprecié que cuatro de los cinco cerdos control presentaron cisticercos, tres de estos tuvieron
quistes no viables y uno tuvo casi todos los quistes viables. No se hallaron cisticercos en ninguno
de los cerdos vacunados con TSOL18, por lo que se menciona una proteccion del 100% para esta

vacuna experimental (Flisser et al., 2004).

En Perd, un estudio fue llevado a cabo con cerdos de tres meses de edad, a los que se les
aplicé ya seala vacuna experimental de TSOL18 o TSOL45 empleando Quil A como adyuvante.
En el grupo que recibié TSOL18, las dosis fueron aplicadas con 4 semanas de separacion y en el
caso del grupo inmunizado con TSOL45 recibi6 una dosis extraa las dos semanas posterior a la
segunda inmunizacion. A los diez dias de la dltima inmunizacidn, todos los cerdos fueron
desafiados oralmente conunaproglétide gravidade 7. solium. Doce semanas después del desafio,
se realizé la necropsia en busca de cisticercos y su viabilidad. |[Entre los 8 animales inmunizados

con TSOL18, ninguno reportd cisticeros viables, y solamente tres animales presentaron quistes
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degenerados sumando un total de 4 quistes. En el caso de la TSOL45, tres animales no
desarrollaron cisticercos, un animal presenté un quiste viable y degenerados y los cuatro restantes
solo tenfan quistes degenerados. Estos resultados mostraron que las vacunas de TSOLI1S y
TSOLA4S5 inducen un alto nivel de protecciéon del 99.98% y 98.6% respectivamente (Gonzalez et
al.,2005).

En Camertin se realiz6 un ensayo de campo donde se adquirieron 240 animales entre las
2-3 semanasde edad y fueron distribuidos en distintos hogares. Cada hogar recibi6é un animal
inmunizado y un animal control. Se emplearon dos dosis de TSOL18 con QuilA, con cuatro
semanas de separacion entre ellas. Los animales del grupo control recibieron Gnicamente
oxfendazol y también el grupo experimental al momento de la segunda aplicacion. Tres meses
despuésde la segunda inmunizacién, el grupo experimental recibi una dosis mds, y seis meses
después se realiz6 la necropsia. Ningtin animal del grupo experimental desarrollé quistes, a
diferencia del grupo control que presentaron hasta 37000 quistes y sélo un animal de este grupo

no desarroll6 cisticercos (Assana et al., 2010).

Un estudio en Tanzania demostré una eficacia del 100% al emplear una vacuna
intramuscular de TSOL18 y el uso de oxfendazol (30 mg/kg) en 90 cerdos. Los 36 animales
control s6lo recibieron el antiparasitario. Ambos métodos fueron administrados cada cuatro
meses, recibiendo los animales en total tres dosis de la vacuna y del antiparasitario. En el caso del
grupo control recibieron tres dosis del antiparasitario. Al final se realiz6 la necropsia de algunos
animales que pertenecian al estudio 70 dias después del dltimo tratamiento. Adem4s, se compard
esta metodologia con el tratamiento inicamente con oxfendazol, en el cual tres cerdos seguian
infectados al final del estudio (Kabululu et al., 2020). En Uganda, se llevé a cabo otro estudio
similar combinando ambos métodos cada tres meses a lo largo de seis intervenciones, viéndose

los mismos resultados (Nsadha ez al., 2021).

Estos estudios mencionados demuestran que una proteina de oncdsfera particular,
TSOLI1S, se identifica como el antigeno vacunal mas efectivo contra la cisticercosis porcina
(Lightowlers et al., 2010). Sin embargo, la via intramuscular requiere de personal calificado para
aplicarse, mientras que aquellas que puedan ser administradas por via nasal permiten evitar el uso
de agujas que causen dolor y ademds, son convenientes para programas de vacunacién masivos

(Calderon-Nieva et al., 2017).

Ademds, en otros estudios han evaluado la proteccién de vacunas experimentales por la
via oral también con el fin de estimular la respuesta inmune de mucosas y también porque es la
ruta de ingreso del parasito en infecciones naturalmente. LLa vacuna comestible experimental
administrada por la via oral, HP6 / TSOL18, elaborada con zanahoria produjo unareduccién en
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la carga parasitaria de cisticercos de 7. crassiceps en murinos desafiados experimentalmente
(Monreal-Escalante etal., 2015);y posteriormente, otroestudio con la vacuna oral S3Pvaca partir
de la papaya demostré tener una capacidad protectora contra la cisticercosis durante la

experimentacion en conejos para 7. pisiformis (Herndndez et al., 2021).

Por otro lado, un estudio realizado por Hunter y colaboradores en el 2009 emplearon una
primo vacunacion contra el Virus de Inmunodeficiencia Humana por la via intramuscular como
impulso vacunal para mejorar la respuesta inmune en mucosas, seguida por un refuerzo en

aerosol, resultando en una respuesta de anticuerpos fuerte en suero y mucosas.

2. Vacunas vectorizadas

Las vacunasrecombinantes de péptido emplean agentes como cepas de Escherichia coli
no patdgenas para expresar antigenos heterélogos y purificar la proteina expresada, la cual
posteriormente es aplicada en los animales y de esta forma, generar inmunidad solamente contra

el péptido purificado (Tripathi y Shrivastava, 2018).

Por otro lado, las vacunas vectorizadas que emplean virus como vectores expresan
antigenos heter6logos de distintos patégenos que son sintetizados dentro del animal de forma
intracelular para asiinduciruna fuerte respuesta inmune. Ademas, su aplicacién otorga inmunidad

contra el antigeno insertado y el vector (Ura et al., 2014).

2.1 Virus de la enfermedad de Newcastle

La enfermedad de Newcastle es causada por un virus de tipo ARN sentido negativo
denominado como el virus de la enfermedad de Newcastle (VEN). La enfermedad es de
distribucién mundial en aves, y los seres humanos no son susceptibles a infecciones poreste virus.
Sin embargo, suele presentarse conjuntivitis en las personas cuando se exponen al virus por
investigacion en laboratorios de diagndstico con pobres medidas de bioseguridad, o también en
gallineros durante los procedimientos de vacunacién. El frotar los ojos con las manos
contaminadas por el virus lleva al desarrollo de conjuntivitis que suele resolverse sin emplear

medicamentos (Miller y Afonso, 2011).

VEN es clasificada en cepas lentogénicas, mesogénicas, y velogénicas para las aves de
corral en base a su virulencia. Esta virulencia estd determinada principalmente por la secuencia
de aminodcidos del sitio de escision de la proteinade fusion (F), los cuales se expresan en diversos

organos afectados propiamente por las cepas altamente virulentas, mas que en las de baja
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virulencia. Las cepas lentégenicas son virus de baja virulencia (IoNDV por sus siglas en inglés)

y causan infecciones respiratorias o entéricas leves (Kong et al., 2012).

Respecto a las cepas de virulencia intermedia son denominadas mesogénicos, ya que se
manifiestan clinicamente como patégenos principalmente respiratorios y que no causan una alta
mortalidad. Por otro lado, los aislamientos de VEN altamente virulentos que causan alta
mortalidad se denominan velogénicos. Entonces, tanto las cepas mesogénicas y velogénicas son
considerados como causantes de mortalidad en la produccién aviar (Miller y Afonso, 2011; Kong
et al., 2012). Las cepas velogénicas se clasifican ademds como neurotrépicas o viscerotropicas,
seglin la manifestacién clinica (las neurotrépicas producen signos respiratorios seguidos de
pardlisis, y las viscerotrdpicas inducen lesiones hemorragicas en tracto intestinal) (Miller y

Afonso, 2011).

2.2 Morfologia

El virus de la enfermedad de Newcastle (VEN) es un virus de la especie Avulavirus Aviar
1 (AAvV-1)del género Orthoavulavirus de la familia Paramyxoviridae (Maan et al., 2019). El
genoma del VEN es un ARN no segmentado, de polaridad negativa y de una sola cadena de
15,186 a 15,198 nucledtidos conteniendo seis unidades transcripcionales (3'-N-P-M-F-HN-L-5")
(Kim y Samal, 2016).

Por microscopia electronica, el VEN se observa como una particula practicamente
esférica, pero también puede ser pleomoérfica, con un didmetro de aproximadamente 100-500 nm,
con formas filamentosas también presentes. Ademds, una doble membrana lipidica obtenida a
partir de la célula hospedadora durante la gemacidon del virus. EL VEN codifica las siguientes
proteinas: proteina de la nucleocdpside (N), fosfoproteina (P), proteina de la matriz (M), proteina
de fusioén (F), proteina hemaglutinina-neuraminidasa (HN), proteina polimerasa larga (L) (Miller

y Afonso, 201 1; Kim y Samal, 2016).

Posee también una nucleocapside helicoidal de 18 nm compuesta por proteinas asociadas
con ARN genémico. La membrana del virus tiene proyecciones en la superficie de unos ocho
nandmetros, que representan las proteinas F y HN, esté dltima siendo la responsable de la unién
del virién al 4cido sidlico, mientras que la proteina F media la entrada del virus en la célula

huésped mediante la fusién de la envoltura viral a la membrana plasmatica (Kim y Samal, 2016).
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2.2 Uso envacunas

Las cepas lentogénicas LaSotay B1 son cominmente utilizadas como vectores para
vacunasdebidoa su seguridad. Lascepas mesogénicas y velogénicas nosonusadas como vectores
vacunales debido a que son virulentas en pollos. A pesar de esto, en un estudio experimental, la
cepa mesogénica Beaudette C (BC) fue evaluada como un vector de vacuna en primates no
humanos, replicando un titulo mas alto e induciendo un nivel de respuesta de anticuerpos
sustancialmente més elevada que la cepa LaSota, siendo el primer estudio en primates no humanos
en demostrar la eficacia de ambas, dejandolas como posibilidad para su uso en vacunas futuras

(Kim y Samal, 2016).

Como vacuna bivalente, la cepa LaSota fue usada para expresar la proteina VP2 del virus
de la enfermedad infecciosa bursal, mostrando una proteccién del 90% contra ambos virus. Este
éxito se presentd también con otros virus como contra el virus de la laringotraqueitis infecciosa y

el virus de la bronquitis infecciosa (Kimy Samal, 2016).

El VEN posee diversas ventajas para su uso como vector vacunal, y sus cepas avirulentas
son extremadamente seguras en especies tanto aviares como no aviares. Ademds, el VEN
administrado por la ruta nasal induce una respuesta inmune muy fuerte, a nivel sistémica, como

de mucosa (Kim y Samal, 2016).

Los virus de cadenanegativa no segmentados (VCNN), entre ellos el VEN, tienen un
numero de caracteristicas que los hace candidatos atractivos como vectores virales (DiNapoli et
al., 2007). Existen algunos VCNN que son antigénicamente distintos a los patdgenos en otras
especies, por lo que toda la poblacién se consideraria susceptible a la infecciony a la
inmunizacion de forma satisfactoria. Ademas, el VEN comparte solo un bajo nivel de identidad
de secuencia de aminodcidos con paramixovirus humanos conocidos y son antigénica mente
distintos a los patégenos humanosy animales comunes, por lo que no se veria afectado por la

inmunidad ya existente (DiNapoli et al., 2007; Kim y Samal, 2016).

Es posible atenuar cada vector VCNN que expresa un antigeno protector viral extrafio, y
conseguir un equilibrio entre la atenuaciony la inmunogenicidad para la poblacién diana.
Ademads, la mayoria de los VCNN pueden infectar eficazmente por la via intranasal (IN) e inducir
inmunoglobulina A local e inmunoglobulina G sistémica, y respuestas inmunitarias protectoras
mediadas por células. Esto reforzaria el uso de vacunas intranasales sin necesidad de una agujay

ademads de formarapida, facilitando la inmunizacién de animales. (Kim y Samal, 2016)
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Entonces, el VEN tiene la habilidad de sintetizar al antigeno heter6logo de manera
intracelular y de inducir respuestas inmunes sistémica y de mucosa, tanto humoral como celular.
Porello, VEN se encuentrandisponible como vector empleando cepaslentogénicas como vacunas
vivas sin representar algin peligro para laindustria avicola (Khattar et al., 2010; Miller y Afonso,

2011; Kim y Samal, 2016).

Entre otras de las caracteristicas del vector, tenemos que se replica en el citoplasmay no
se integra en el genoma de la célula hospedera, lo que evitaria las preocupaciones con relacién a
la transformacién celular. Ademds, el intercambio de genes que involucra a estos virus se
considera extremadamente raro y no se ha observado en la naturaleza, lo que indica que el uso de
virus vacunales VCNN en poblaciones abiertas no representaria la amenaza de recombinacién
entre virus vacunales y virus circulantes. Es importante recalcar que esta falta de recombinacién
también terminaria contribuyendo a la estabilidad del gen extrafio insertado (DiNapoli et al.,

2007; Kim y Samal, 2016).

Los VCNN codificande 5 a 11 proteinasseparadas y el VEN codifica soloocho protemnas,
mientras que los virus de ADN grandes, como los poxvirus, codifican hasta 200. El expresar un
nimero reducido de proteinas lo hace conveniente para reducir el gasto de energia y seguir
sintetizando la proteina del antigeno heterdélogo insertado, a diferencia de los virus de tipo ADN.
A pesar de que la mayoria de los VCNN codifican una o dos proteinas que llegan a interferir con

el sistema de interfer6n del hospedador, estas se pueden mutar o eliminar (DiNapoli et al., 2007).

Los genomas delos VCNN consisten en genes que, en su mayor parte, no se superponen
y se expresan como ARNm separados, lo que significa una organizacion genémica de fécil
manipulacion parala insercién y el mantenimiento estable de inserciones externas (DiNapoli et
al., 2007; Kim y Samal, 2016). Ademas de conocerse estainformacién sobre los virus de cadena
negativa no segmentados, existen vacunas vectorizadas en VEN que ya han sido evaluadasen
diversas especies animales como, por ejemplo: pollo, vacuno, ovino, felino, ratén, porcino y
canino (Kimy Samal, 2016). En China se aprob6 el uso comercial de una vacuna vectorizada que
emplea el VEN para expresar el antigeno HA del virus de influenzaaviar HSN1. Esta vacuna
ademds es capaz de proteger contra el virus de la enfermedad de Newcastle e influenza aviar

considerandose una vacuna bivalente (Hu et al., 2020).

Un estudio evalué una vacuna vectorizada que us6 el VEN para expresar antigenos del
virus Nipah. La inmunizacion consistié en aplicar la vacuna en ratones de 6 semanas de edad, por
la via intramuscular con un refuerzo posterior a las 4 semanas. También se emplearon lechones
de 4 semanasde edad que fueron inoculados también por la via intramuscular y 4 semanas después
tuvieron un refuerzo. Al finalizar, el estudio destaca que la vacuna indujo la produccién de

29



anticuerpos neutralizantes en ambos animales, siendo ademés de larga duracion en cerdos (Kong

etal., 2012).

Igualmente, para el virus del Distemper Canino se usaron visones de 6 meses y se
aplicaron 2 vacunas vectorizadas que expresaban la proteina H (Hemaglutinina) del virus, por la
via intramuscular. Dos semanas luego de la ultima vacunacién, algunos animales fueron
anestesiadosy desafiados con el virus por via intranasal. Al finalizar el estudio se vio que la
vacuna indujo una produccién significativa de anticuerpos en contra del virus del Distemper

Canino. Tampoco se mostraron signos o reacciones adversas (Ge et al., 2015).

Para evaluar una vacuna vectorizada contra el Herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) se
realizé una sola inoculacién intranasal e intratraqueal en terneros con VEN expresando una
glucoproteina heteréloga que provocdanticuerpos tantoen lainmunidad demucosas y sistémica
especificos para BHV-1. La proteccién contra el virus no fue completa y los animales llegaban a
eliminarlo. Sin embargo, se asocian a estos resultados el hecho de haberse empleado una sola

dosis y no maltiples, y a la expresion exclusiva de una sola glucoproteina (Khattar et al., 2010).

También se realizaron estudios con la vacuna vectorizada contra la rabia canina, para lo
que se emplearon ratones hembra de 4 semanas, gatos menores de 2 afios y perros Beagle de 3
meses los cuales no poseian antecedentes de vacunacion previa. Empleando la via intramuscular,
los perros y gatos recibieron 2 refuerzos a las 3 y 50 semanas de la primovacunacién. Luego del
desafio y observacidn, se aprecié que el grupo vacunado no desarroll6 signos, a diferencia de los

animales del grupo control (Ge et al., 2011).

Parael virus de la estomatitis vesicular, se realizé unestudio en ratones, empledndose dos
rutas, la intranasal e intramuscular, probandose que por ninguna de las rutas se desarrolld
reacciones adversas. Ademads, se demostré que la vacuna vectorizada podia inducir altos niveles

de anticuerpos neutralizantes al momento del desafio con el virus (Zhang et al., 2016).

En el caso del virus de la fiebre bovina efimera, se realizé la vacunacién de ratones por
via intramuscular con dos dosis separadas por 3 semanas entre ambas; también se realizd
vacunacion en bovinos con el mismo esquema de vacunaciéon. Se demostr6 que la vacuna
vectorizada indujo altos niveles de anticuerpos neutralizantes en ambas especies, lo que
probablemente significaria también en otorgar una buena proteccién en contra de la enfermedad

(Zhangetal., 2017).
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III. MATERIALES Y METODOS

1. Lugary periodo de ejecucion del estudio

El proyecto se desarrollé en las instalaciones del Laboratorio de Epidemiologia y
Economia Veterinaria, Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de

San Marcos (FMV-UNMSM), con un periodo de duracién de cinco meses.

Los animales fueron trasladados a las instalaciones del laboratorio en un camién que
permitia el pase del aire para la ventilacion, tenia un techo para evitar la exposicion directa con el
sol o lluvia y ademads serealiz6 el traslado en las primeras horas del dia para reducir el tiempo del

transporte.

Cada box tenia dos focos infrarrojos para proporcionar calor a los animales. La

disposicion de agua y comida fue ad libitum y el aseo se realiz6 diariamente.
2. Material experimental

2.1 Tamaiio muestral

Se emplearon 16 cerdos de dos meses de edad, provenientes de una granja tecnificada. El
tamafio muestral se determiné bajo la consideracion de que el 90% de los animales pertenecientes
al grupo de vacuna (Martinez J., 2018) y 10% pertenecientes al grupo control no formaran quistes
sanos (Flisser et al., 2004), con un poder del 80% y nivel de confianzadel 95%, dando como

resultado un nimero de 6 animales en ambos grupos. Se agregaron dos animales a cada grupo a
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forma de prevencion ante algiin posible problema o pérdida durante el tiempo de estudio,

consiguiéndose asi, 8 animales por grupo. El calculo fue realizado con el programa EPIDAT 4.0.

2.2 Diseiio experimental

Los animales se dividieron en dos grupos de ocho cerdos cada uno, siendo asi un grupo
control y otro grupo experimental con la candidata a vacuna. Se obtuvieron muestras de sangre
previo al estudio para determinar la ausencia de anticuerpos contra cisticercosis porcina. Estas
muestran fueron enviadas para su evaluacion mediante la prueba de Western Blot a la Unidad de

Cisticercosis-INCN (Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas).

La candidata a vacuna vectorizada experimental fue desarrollada y patentada por
FARVET SAC empleando como vector una cepano patégena del VEN. El vector contenia al

antigeno recombinante de la oncdsfera de T. solium, TSOL18.

La dosis empleada fue de 1.6x10° pfu/ml tomédndose como referencia el estudio previo
que evalud la produccion de anticuerpos (Martinez A., 2018). El esquema de inmunizacion
consistié en cuatro dosificaciones de la siguiente manera: el dia 0 se aplicé por la via

intramuscular y nasal y los dias 15y 30 s6lo se administraron por la via nasal.

La inmunizacién por la via nasal fue realizada administrando 0.5 ml de la candidata a
vacuna vectorizada en cada fosa nasal con pipetas Pasteur. En la via intramuscular se administr6

1 ml de esta, y en el caso de los animales del grupo control sélo recibieron suero fisiolégico.

La candidata a vacuna vectorizada a evaluar fue enviada desde Ica donde se encuentra las
instalaciones de FARVET SAC en unacaja de Tecnopor con geles refrigerantes. La candidata a
vacuna fue enviadaen tres tubos falcon de 50 ml conteniendo cadauno 30 ml de la candidata a
vacuna experimental. A su llegada, los tubos falcon fueron congelados a -70°C hasta su uso en

los animales.

En cada dia de la inmunizacién, un tubo falcon era descongelado y se trasladaba en una
caja de Tecnopor con geles refrigerantes hasta los boxes. En la siguiente imagen se observa la

administracion de la candidata a vacuna porla via nasal (Figura 12).
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Figura 12. Sujecién e inmunizacion de un cerdo con la candidata a vacuna vectorizada
empleando la via nasal mediante el uso de una pipeta Pasteur

A los 15 dias después de la tltima inmunizacién, se desafiaron los animales con una
proglétide gravida de T. solium dentro de una porcién muy pequefia de platano recubierta con

alimento seco administrada por la via oral (Figura 13).

La Unidad de Cisticercosis-INCN (Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas) realiza
diferentes estudios con respecto a Taenia solium. Cada vez que se llega a recuperar una tenia, se
procedeadividirlas progldtides entre los distintos laboratorios que son parte del Grupo de trabajo
de cisticercosis en Perd. Con respecto a la morfologia de la tenia, las dltimas proglétides son las
que se encuentran en estadios gravidos con mayor niimero de huevos. Por ello, al momento de
realizar la separacion de las proglétides, las que se ubican mds arriba tendran menor porcentaje

de huevos.

Las proglétides gravidas fueron enviadas por la Unidad de Cisticercosis-INCN (Instituto
Nacional de Ciencias Neuroldgicas) tres semanas antes de la infeccién experimental y
conservadas en glicerol al 25% suplementado con penicilina (1000 IU/ml), gentamicina (100
ug/ml), estreptomicina (1mg/ml), y anfotericinaB (20 ug/ml) a4°Chastasu uso, como se describe

en otro estudio (Gomez-Puerta et al., 2018).

Previo al desafio, dos proglétides gravidas, pertenecientes a dos tenias diferentes, fueron
evaluadas para calcular el porcentaje de viabilidad con la técnica de hipoclorito de sodio
modificado. Esta técnica consiste en la liberacion de los huevos de la proglétide usando un
mortero y el uso posteriorde 1 ml hipoclorito de sodio al 0.75% por 10 minutos. Luego se afiadié

RPMI y se centrifugo tres veces. El sedimento final se observé al microscopio.

33



Para determinaruna oncosfera viable se basa en la no captacion de colorante de azul de tripan, a
diferencia de las oncosferas no viables que se llegan a tefiir por algiin deterioro de su pared. Al
final se obtuvo como resultado un 67.6% (71/105) de viabilidad para la primera proglétide
evaluada, y 100% (94/94) para la segunda. La férmula para realizar este cdlculo se muestra a

continuacion:

Porcentaje de viabilidad de proglétides = niimero de oncésferas viables/total de oncésferas x 100

Figura 13. Desafio de los cerdos mediante la ingestién de una proglétide gravida de Taenia
solium

Tres meses posteriores al desafio, se realizé la eutanasia de los animales para determinar
el nimero de quistes a través de la necropsia. Para esto, se sujeto el hocico con el axial, y otra
persona ayudo con la inmovilizacién del animal ejerciendo presion en la parte posterior del cerdo
hacialapared. Un médicoveterinario aplicéla Xilacina (Dormi-Xyl 2,2 mg/kgIM) y la Ketamina
(Ket-A-100, 20 mg/kg IM) detrds de la oreja, en la base de esta. Luego se inyectd una sobredosis
de pentobarbital sédico (Halatal, 150 mg/kg) por la vena yugular. Se auscultd para certificar la

muerte del animal.

2.3 Conteo de quistes
Se realiz6 la necropsia de los animales y se emplearon diferentes bandejas rotuladas con
el nombre de la zonadel cuerpo y el nimero del animal. Cada animal fue seccionado en 8 partes
de la siguiente manera: piema derecha, pierna izquierda, columna, sacro, costilla derecha, costilla

izquierda, brazo derecho y brazo izquierdo.
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Posteriormente, a cada seccion se le realiz6 cortes seriados con la ayuda de bisturi. Los

cortes eran de aproximadamente de 5 milimetros de grosor para observar los quistes (Sikasunge
etal., 2008).

Cuando se observada quistes en el tejido muscular se clasificaba en quiste sano y
degenerado segtin las siguientes caracteristicas macroscopicas: un quiste sano era aquel que
contenia liquido translucido y que poseian una membrana que permitiera observar al escélex a
formade unnddulopequefio de2 a3 mm dentro. En el casode un quiste degenerado, se observaba
la pared del quiste engrosado con liquido vesicular opacoy, ademds, los bordes del quiste eran

irregulares y reducidos de tamafio (Garcia et al., 2003)

En los animales que presentaban quistes sanos, se extraian un nimero minimo de 20
quistes por animal o su totalidad en caso hubiera un niimero menor a 20 quistes y eran colocados
en una placa Petri con suero fisioldgico, con el cuidado debido para evitar la ruptura del quiste y

analizar su viabilidad (Figura 14A).

La determinacion de la viabilidad de los quistes consisti6 en seleccionar 20 quistes sanos
por animal y suspenderlos en buffer salino fosfato (PBS) de 0.15 My pH 7.2 por un tiempo
aproximado de 5 minutos. Luego, se elimind la solucién PBS y se suspendieron en 40 a 50 ml de
una solucidn estéril de bilis bovina. Se incubé a 37°C durante 1 hora. Al culminar este tiempo,
las placas se retiraron de la incubadora y se determinaba un quiste viable por la evaginacidon del

escolex s (Falcon, 2006) (Figura 14B).

Porcentaje de viabilidad de los quistes=ntiimero de quiste viables/nimero de quistes sanos x 100

Figura 14. Quistes de Taenia solium extraidos de los musculos (A) y luego de evaginar con bilis
bovina (B)
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3. Anadlisis de datos
El anélisis estadistico consistié en reportar el nimero de quistes sanos y degenerados por
cada animal con relacién al grupo experimental y control con frecuenciasy porcentajes.
Posteriormente, se analiz6 la normalidad del nimero de quistes sanos y al no cumplirse el
supuesto mediante la prueba de Shapiro-Wilk, se analiz6 la igualdad de medianas de ambos

grupos con la prueba U de Mann-Whitney.

El porcentaje de viabilidad de los quistes sanos encontrados se presentaen una tabla de
acuerdocon cada grupo experimental y control. Ademas, el porcentaje de viabilidad fue analizada
para comprobar su normalidad y homocedasticidad con la prueba Shapiro-Wilk y la prueba de

varianza, respectivamente.

El promedio del porcentaje de viabilidad para cada grupo fue comparado mediante la

prueba T-Student para muestras independientes.

El analisis estadistico fue realizado con el software estadistico STATA14.

4. Consideraciones éticas

Todos los procedimientosrealizados fueronrevisados y aprobados por el Comité de Etica
y Bienestar Animal de la Facultad De Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor

de San Marcos.
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IV. RESULTADOS

1. Conteo de quistes

Durante el tiempo de seguimiento, un animal del grupo experimental muri6 por causas
desconocidas el dia 55 después del desafio. A pesar de lo sucedido, ningin otro animal mostrd

signos clinicos como inapetencia, diarrea o secreciones nasales.

Después de la necropsia, tanto en el grupo experimental y control, cinco animales
presentaron quistes sanos y degenerados En el grupo experimental, el 71.4% (5/7) y 85.7% (6/7)
de los animales presentaron quistes sanos y degenerados, respectivamente a diferencia del grupo

control, con 62.5% (5/8) y 75% (6/8) quistes sanos y degenerados, respectivamente.

La medianadel nimero de quistes sanos del grupo experimental fue de 24 (RIC 593)y
del grupo control de 3 (RIC 463). Posteriormente se analiz6 la mediana del niimero de quistes
sanos entre los dos grupos mediante la prueba de U Mann Whitney para determinar si hay
diferencia, sin embargo, no se detectd una diferencia estadisticamente significativa (p>0.05)

(Cuadro 3).

2. Viabilidad de quistes
A partir de los cinco animales por cada grupo que presentaron quistes sanos, se procedié
arealizar la prueba de viabilidad de los quistes. Posterior a la incubacién con bilis bovina a 37°C

por una hora se observé que el promedio de quistes viables en el grupo control fue de 53.88% y

del grupo experimental de 65.16%.

Luego, al comparar el promedio de quistes viables de cada grupo mediante la prueba T
de Student para muestras independientes, no se aprecié una diferencia estadisticamente

significativa (p>0.05) (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Numero de cisticercos de Taenia solium en cerdos del grupo experimental (n=7) y control

(n=8)

Grupo Sanos  Degenerados Total Mediana(QS) RIC

Control
1 0 2 2
2 3568 3786 7354
3 3 12 15
4 0 0 0 3% 463
5 3 0 3
6 900 149 1049
7 0 7 7
8 26 158 184

Experimental

9 0 26 26
10 28 1 29
11 11 0 11 24* 593
12 5383 4 5387
13 0 26 26
15 593 136 729
16 24 1 25

QS: Quistes sanos; RIC: Rango Intercuartilico (p25-p75)
* p=0.55 para la diferencia de medianas en la prueba de U Mann Whitney con el programa
STATA14.

Cuadro 4. Viabilidad de los quistes observables sanos en necropsia en los grupos control (n=64) y
experimental (n=82).

Grupo Total Viables Viabilidad (%) Media IC 95%
Control
1 0 - -
2 20 15 75.0
3 4 0 0
4 0 - - 53.88%* 0-100
5 2 0 0
6 20 20 100.0
7 0 - -
8 18 17 94.4
Experimental
9 0 - -
10 16 6 37.5
11 6 2 333 65.16%* 28.90 - 100
12 20 20 100.0
13 0 - -
15 20 14 70.0
16 20 17 85.0

IC: Intervalo de confianza
* p=0.67 para la diferencia de medias en la prueba de T de Student para muestras
independientes con el programa STATA14.
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V. DISCUSION

El ciclo biolégico de Taenia solium consiste en dos hospedadores, el ser humanoy el
cerdo; presentindose como neurocisticercosis en los seres humanos, ocasionando sintomas
neurolégicos como crisis epilépticas o hasta alteraciones en la visidn (Garcia et al., 2010). Al ser
un problema de salud publica principalmente en Latinoamérica, Africa y Asia (Flisser y
Lightowlers, 2001),desde hace muchosafios se busca controlarla, mediante el tratamiento masivo
de las personas,y demds métodos. Sin embargo, el éxito de estos intentos suele ser temporal,
ademds de centrarse en una sola 4rea geografica (Garcia et al, 2006, 2010). Por esto, la
implementacién de la vacunacion en cerdos es vislumbrada como una mejor estrategia de control

a largo plazo.

En el presente estudio se evalué una candidata a vacuna vectorizada que emplea el virus
de la enfermedad de Newcastle para expresar TSOL18 de T. solium. En estudios previos,
Escherichia coliy Pichia pastoris se han empleado como vectores para producir TSOL18 con su
posterior purificacién e inoculacion del péptido en los animales. La proteccién minima fue del
90% para ambos (Flisser et al., 2004; Cai et al., 2008; MartinezJ., 2018). Ademas, si bien se ha
apreciado su proteccién en vacunas recombinantes de péptido empleando dos dosis (Jayashi et
al.,2012),lamayoriade los estudios emplean masde dos dosis paraimpulsar la respuesta inmune
(Assana et al., 2010).

Por ello, los animales fueron inmunizados porla via nasal e intramuscular con el fin de
estimular de la respuesta inmune sistémica y de mucosas. Respecto a esto, las vacunas
vectorizadas también pueden aplicarse por la via intramuscular (De Hann, 2001), por lo que se
decidi6 agregar esta ruta de administracion en los animales del presente estudio para reforzar la

inmunidad sistémica.
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En un estudio previo empleando la misma candidata a vacuna vectoriza experimental se
evalud la produccién de anticuerpos contra TSOL18 en la misma concentracién con diferente
esquemade inmunizacién y administracién (Martinez A., 2018). La produccién de anticuerpos
en dicho estudio fue ligeramente mayor por la via nasal en comparacién con la via ocular, por lo

que se decidio seleccionar esta via de inoculacion.

Como consecuencia a la evaluacion de anticuerpos de la candidata a vacuna vectorizada
experimental realizada por Martinez(2018), se buscd determinar la proteccién post-desafioen los

animales infectados con una proglétide gravidade 7. solium experimentalmente.

Durante la inmunizacién de los animales no se presentaron signos clinicos como
secrecidon nasal, inapetencia o diarrea y tampoco no se apreciaron lesiones en las vias de
inoculacién, es decir, fosas nasales o la base del cuello, como se reporta también en otros estudios
en el cual emplearon el VEN para expresar una glicoproteina del Herpesvirus Bovino tipo 1 en
terneros de 10 a 12 semanas de edad por la via nasal e intratraqueal (Kattar efal., 2010) y en el
caso de ratones donde se compararon las dos rutas, intranasal e intramuscular, y ningtn animal

demostrd reacciones adversas (Zhang et al., 2016).

Al dia 55 posterior al desafio, un animal del grupo experimental amanecié muerto.
Situacién similar fue reportada en México, donde se inmunizaron 138 lechones de 2 meses de
edad, y otros 140 lechones fueron considerados en el grupo control. En ambos grupos fallecieron
18 (grupo experimental) y 20 animales (grupo control), indicidndose que este suceso no tuvo

relacién con la vacuna recombinante del péptido (Sciutto et al., 2013).

Con respecto a la proteccion post-desafio, se identificaron cinco animales de cada grupo
con quistes sanos, lo queindicaria la fallaen la proteccionde los animales del grupo ex perimental.
El considerar la presenciade quistes sanos como evento de interés para medir la proteccion se
basé en que un quiste sano es suficiente paraque el ciclo biolégico de 7. solium continue en las
personas, con el desarrollo del estadio adulto del parasito (Flisser, 2013). Este evento se puede
relacionar con la concentracion del antigeno TSOL18 en la dosis de inmunizacidn, que en la
mayoriade los estudios previos se han visto necesarios 200 ugde este péptido (Flisser et al., 2004;
Gonzalez et al., 2005; Jayashi et al., 2012), la cual en este caso pudo haber sido menor a la

utilizada estos.

A pesar de que la candidataa vacuna vectorizada experimental elaborada por FARVET
SAC fue capaz de expresar la proteina TSOL18 (comunicacién directa), no se obtuvo la
proteccién de mas del 90% como se reporta en otros estudios realizados en México (99.5%),
Camerin (100%)y Pertd (99.9%) con vacunas recombinantes de péptido y aplicados por la via

intramuscular (Flisser et al., 2004; Gonzalez et al., 2005). Agregando a ello las 3 inmunizaciones
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nasales y el refuerzo por la via intramuscular en la primo-vacunacion que se plantearon para

reforzarel sistema inmune.

Estudios previos de candidatas a vacunas de subunidades expresadas en virus contra
enfermedades parasiticas han demostrado resultados muy variables, yendo desde la no proteccion
de los animales (para Fasciola hepdtica), hasta una proteccién del 100% (para un caso con
Babesia rodhaini) (Van Oers, 2006). Considerando que las vacunas contra pardsitos son dificiles
de producir debido a la complejidad de estos (Van Oers, 2006), podemos plantear como una
posible explicacién que el vector, a pesar de haber expresado la proteina TSOL18 en los estudios
de laboratorio, quizds no se expresé correctamente o no provocé la produccion de niveles altos

de anticuerpos que pudieran proteger a los animales.

El detectar 3 animales del grupo control sin quistes sanos posiblemente se deba a que la
respuesta inmune del animal control6 la infeccién como se aprecia también en otro estudio donde
inmunizaron con el péptido TSOL18 por la via intramuscular e infectaron con 5000 huevos de T.
soliumporlaviaoralalos cerdos del estudio. En este estudio mencionado, un cerdo nodesarrolld
quistes y tres animales tuvieron quistes degenerados (Flisser etal., 2004). Ademads, a pesar de que
los animales fueron observados por mas de una hora después del desafio oral, no se puede
descartar la probabilidad de que el animal del presente estudio que no presentd quistes haya
eliminado la proglétide gravida mediante el vomito, y que tal vez otro animal lo haya consumido

posteriormente.

A su vez, la diferencia en el niimero de quistes sanos y degenerados entre el grupo
experimental (rango=11-5387) y control (rango=0-7354) (cuadro 3) posiblemente se deba al
porcentaje de viabilidad que tiene cada proglétide, ya que el cuerpo distal de la tenia presenta las
proglétides gravidas con mayor niimero de huevos, mientras que a medida que se aproximan al
cuello van disminuyendo hasta presentar las proglétides no gravidas (Flisser, 2013). El empleo
de una proglétide en este estudio se asemeja a la forma de infeccion natural y la infectividad para
una proglétide superaba el 50%; sin embargo, el resultado obtenido en el grupo vacunado
demuestra que igualmente los animales no fueron protegidos. Por otro lado, en la administracién
de las proglétides gravidas, el grupo control mostré resistencia al desafio, y quizas por ello se
observaron tres animales sin quistes viables en dicho grupo. Autores previos han demostrado que

el desafio con huevos de 7. solium puede ser muy impredecible (Da Silva et al., 2012).

Luego de evaluar 20 quistes sanos por incubacién en bilis bovina a 37°C por 1 hora, el
promedio del porcentaje de viabilidad en el grupo experimental (65.16%) fue mayor que el grupo
control (53.88%) (Cuadro 4) sin embargo la diferencia no fue estadisticamente significativa
(p>0.05). Por lo tanto, el porcentaje de viabilidad en ambos gruposes similar y no se observd
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proteccién por parte de la candidata a vacuna ya que se demostré que los quistes sanos fueron
capaces de evaginar el escélex, lo que les permitiria su continuidad para la adherencia a nivel
intestinal en el hospedero definitivo (Garcia et al.,, 2014). No hay estudios de proteccién post-
desafio que hayan evaluado el porcentaje de viabilidad de quistes sanos, pero si se reporta para
evaluar el tratamiento con oxfendazol en cerdos infectados naturalmente. El promedio del
porcentaje de viabilidad en el grupo tratado fue de 5% y en el grupo control fue del 97%
(Sikazunge et al., 2008)

Si bien en el presente estudio no hubo proteccién post-desafio en los cerdos inmunizados
con la candidata a vacuna vectorizada experimental, se han desarrollado vacunas comerciales en
cerdos, perros y bovinos que emplean la via nasal debido a su facil administracién, la gran
vascularidad, permeabilidad y el metabolismo limitado en la cavidad nasal, asi como la
posibilidad de vacunacién a grandes ntimeros de animales (Calderon-Nieva et al., 2017; Ellis et
al., 2017). Ademds, el virus de la Enfermedad de Newcastle (VEN) sigue siendo un vector de
gran interés por haberse desarrollado vacunas experimentales contrael virus Nipah, el virus del
sindrome reproductivo y respiratorio porcino, y la peste porcina; las cuales demostraron la
expresion de antigenos virales y de anticuerpos neutralizantes (Kong et al., 2012; Kumar et al,

2019; Zhang et al., 2019).

A pesar de los resultados obtenidos, es importante seguir realizando investigacion en
cisticercosis porcina ya que Peru es un pais endémico, donde la prevalenciade NCC se puede
encontrar cerca del 18.8% (Moyano et al., 2016) y es necesario establecer medidas de control y

prevencidon en los animales para asi reducir los casos de NCC.

La vacunacién porcina se considera la mejor opcion; sin embargo, muchos estudios
mencionan que la implementacién de una medida de control en la poblacién animal para romper
con el ciclo del parasito requeriria de un tiempo de minimo dos afios (Kabululu ef al., 2020). Con
ayuda de charlas educativas, educacion sanitaria y mejoras en el servicio de agua potable y
desagiie, las zonas rurales podrian reducir su prevalencia de teniasis y NCC y sumado a ello, una
mejor guia de las pricticas de crianza disminuiria el riesgo de contagio en las personas (Palacios-
Flores y Borneo-Cantalicio, 2008; Ayala et al, 2014), disminuyendo potencialmente o

eliminando asi la enfermedad del pas.
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VI. CONLUSIONES

La candidata a vacuna vectorizada que emplea VEN para expresar el péptido TSOLIS,
administrada por la via intramuscular y nasal, no otorgé proteccion post-desafio
experimental al grupo de animales inmunizados determinado por la presencia de quistes

sanos en el tejido muscular.

Las vias de inoculacidn fueron seguras en los cerdos, ya que no apreciaron signos clinicos

que indicaran enfermedad, ni lesiones en las vias de inoculacion.
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VII. RECOMENDACIONES

Realizarensayosconmayor concentraciéon quela dosis empleadaen el presente estudio.

Emplear dos proglétides en la infeccidon experimental para reducir la variabilidad del

porcentaje de viabilidad de las proglétides gravidas.
Realizar estudios utilizando los diferentes tipos de vacunas como la de péptido

purificado mas una vacuna vectorizada para estimular la respuesta inmune y disminuir

el uso de jeringas en los animales.
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IX. APENDICE

Apéndice 1. Nimero de quistes sanos, degeneradosy totales por individuo al momento
del conteo durante la necropsia.

ID | Grupo Segmento de la carcasa Conteo de quistes
A B C D E F G H QS QD | QT

1 Ctr 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2 2

2 Ctr 241 4741 1353 685 | 123 1390| 1339 | 1746 | 3568 | 3786 | 7354

3 Ctr 1 1 1 6 1 0 3 2 3 12 15

4 Ctr 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 Ctr 0 0 0 2 0 1 0 0 3 0 3

6 Ctr 109 105] 213 | 171 | 70 [ 135 | 113 [ 123 | 900 | 149 | 1049

7 Ctr 2 1 2 1 0 1 0 0 7 7

8 Ctr 11 |14 27 34 19 |33 23 33 26 158 | 184

9 Vac 2 0 0 3 4 5 5 7 0 26 26

10 | Vac 5 1 2 4 2 4 7 4 28 1 29

11 | Vac 0 0 0 1 2 6 0 11 0 11

12 | Vac 1421 190 | 792 | 2814 | 345|400 | 373 [ 331 [5383(4 5387

13 | Vac 3 3 7 1 0 3 2 7 0 26 26

15 | Vac 66 |32 | 193 1109 |44 |90 116 | 77 593 | 136 | 729

16 | Vac 0 1 2 10 6 3 2 1 24 1 25

Leyenda:

Vac: Grupo Vacunado
Ctr: Grupo Control
A: Costilla Derecha
B: Costilla Izquierda
C: Pierna Derecha

D: Pierna Izquierda
E: Columna

F: Sacro

G: Brazo Derecho

H: Brazo Izquierdo
0S: Quistes Sanos
OD: Quistes Degenerados

OT: Quistes Totales
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