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Resumen

Un total de 12 cestodos adultos se colectaron de los conductos biliares de ratones domésticos (Mus muscu-
lus) provenientes de Lima, Peru. Diversas caracteristicas del escélex y proglotis maduros del cestodo fueron
observadas para la identificacion morfolégica. Asi mismo, se realizé un diagnéstico molecular mediante un
PCR y secuenciacion parcial del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (cox1). Todos los cestodos
fueron identificados como Hymenolepis microstoma por morfologia y métodos moleculares. El aislado de H.
microstoma de Pert mostré una similitud de secuencia significativa (> 99%) con los aislados de H. microstoma
previamente reportados. Nuestro informe confirma la presencia del parasito en ratones de Lima.

Palabras claves: Hymenolepididae; cestodo; Hymenolepis; ratén domésticos; Mus musculus; citocromo ¢
oxidasa subunidad I; cox1.

Abstract

A total of 12 adult cestodes were collected from the bile ducts of domestic mice (Mus musculus) from Lima,
Peru. Various features of the scolex and mature proglottids of the tapeworms were observed for morphological
identification. A molecular diagnosis was performed by PCR-based partial sequencing of mitochondrial gene
of cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1). All cestodes were identified as Hymenolepis microstoma by mor-
phology and molecular methods. The H. microstoma isolate from Peru showed significant sequence similarity
with previously reported isolates of H. microstoma (>99%). Our report confirms the presence of the parasite
in mice from Lima.

Keywords: Hymenolepididae; cestode; Hymenolepis; domestic mouse; Mus musculus; cytochrome c oxidase
subunit I; cox1.
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Introduccion

Los cestodos de la familia Hymenolepididae (Cyclophyllidea)
son pardsitos de diversas especies de aves y pequefios mamiferos,
principalmente roedores, insectivoros y quirdpteros (Czaplinski
& Vaucher 1994). Algunas especies de esta familia tienen im-
portancia para la salud publica y pueden causar enfermedades
graves en personas inmunocomprometidas, principalmente las
especies que parasitan a roedores (Macnish et al. 2003, Marangi
et al. 2003, Olson et al. 2003).

Los principales reservorios de estos cestodos zoondticos son
los roedores comensales Rattus rattus, Rattus norvegicus y Mus
musculus (Foronda et al. 2011). Estos roedores actian como
hospederos definitivos para Hymenolepis diminuta, Hymenolepis
nana (=Rodentolepis nana) e Hymenolepis microstoma (Nkouawa
et al. 2016, Foronda et al. 2011, Macnish et al. 2003). Estos
cestodos tienen una distribucién cosmopolita y son capaces de
infectar a humanos (Nkouawa et al. 2016). El presente estudio
utiliza el diagnostico morfolégico y molecular, analizando par-
cialmente el gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa 1 (cox1),
para demostrar la presencia H. microstoma en el ratdn casero
(M. musculus), provenientes de Lima, Perd, agregando asi un
nuevo registro geografico para el pardsito.

Material y métodos

En Julio del 2017, haciendo un monitoreo parasitolégico en
roedores plaga, 12 cestodos fueron colectados del conducto biliar
del ratén (M. musculus) provenientes del distrito de Santiago
de Surco en Lima, Perti. Los cestodos fueron fijados en formol
al 4% caliente y luego preservados en etanol al 70%. Algunos
proglotis grévidos fueron preservados en etanol absoluto para
estudios moleculares.

Estudio morfoldgicoe.- Los proglotidos fueron tenidos con
tricrémico de Gomori, deshidratados en series sucesivas de etanol
hasta etanol absoluto, clarificados en eugenol y montados en bdl-
samo de Canadd. Los escélex fueron montados temporalmente
en medio Berlese para facilitar la observacién y medicién de los
ganchos rostelares. Las microfotografias se hicieron usando un
microscopio Carl Zeiss (Axioskop 40) y las medidas se obtuvie-
ron con el programa de andlisis de imdgenes Leica IM50 (Ver-
sion, 4.0 R117). Las medidas se expresan en milimetros (mm)
y micrémetros (pm). Las caracteristicas métricas se mencionan
en rango con el promedio y el error estdndar (ES) en paréntesis.

Diagnéstico molecular.- El ADN fue extraido de proglotis
gravidos de algunos especimenes utilizando la metodologia
descrita por Gomez-Puerta et al. (2016). Para ellos, algunos
segmentos de proglotis grividos fueron colocados y deshidra-
tados en viales de plistico de 0,2 ml. Luego se afiadieron a los
viales 100 pL de solucién de Chelex al 5% y 10 pL de proteinasa
K (20 mg/mL). Los viales se incubaron en un termociclador
utilizando el siguiente programa: 1 hora a 57 °C, 10 minutos a
95 °C, 1 minuto a 37 °C, 10 minutos a 95 °C y finalmente 15
minutos a 15 °C. Las muestras de ADN se almacenaron a -70
°C hasta su uso. Se utilizé la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para amplificar un fragmento de aproximadamente 400
pares de bases (pb) del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa 1
(cox1) utilizando los protocolos y cebadores JB3 y JB4.5 des-
critos por Bowles y McManus, 1994. Los productos de PCR se
secuenciaron usando un secuenciador automatizado ABI 3100
(Applied Biosystems). Las secuencias se ensamblaron utilizando

el programa ChromasPro 1.7.6 (http://www.technelysium.
com.au/ChromasPro.html). Todas las secuencias se compararon
con secuencias de referencia obtenida del GenBank mediante
el BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias se
alinearon utilizando el programa BioEdit (http://www.mbio.
ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). El Programa MEGA7 (http://
www.megasoftware.net/) fue utilizado para generar un 4rbol filo-
genético a través del método "neighbor-joining" con la distancia
de 2-pardmetros de Kimura, este método es il para comparar
grandes juegos de datos de secuencias con bajos niveles de di-
vergencia (Tamura et al. 2004). La secuencia obtenida en este
estudio se deposit6 en el GenBank con acceso N° MG570384 .
Los especimenes estudiados fueron depositados en la Coleccién
de Pardsitos del Laboratorio de Epidemiologia y Economia
Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria, UNMSM
(FMV-599), Lima, Pert.

Resultados

Cestodos delgados y largos con una longitud total del estré-
bilo de 4.2 a 8.5 (5.5; ES= 2) cm y un ancho mdximo de 832
— 1,384 (986; ES=12) pm. El escélex tiene 212 — 260 (228;
ES=2) um de ancho, con 4 ventosas de 80 — 111 (99; ES=4)
pm de didmetro.

El réstelo mide 55 — 72 (66; ES=3) pm de largo y 32 — 50
(40; ES=3) pm de ancho, es armado con 24 — 26 ganchos de
forma cricetoide. La longitud de los ganchos fue 14 — 16 (15;
ES=0.1) um de largo. El saco rostelar tiene 73 — 89 (79; ES=3)
pm de profundidad y 48 — 66 (56; ES=3) um de ancho mdximo.

La disposicién de los proglotis son de forma craspedote. Los
proglotis inmaduros miden 92 — 164 (124; ES=4) pm de largo
y 371 — 445 (409; ES=3) um de ancho. Los proglotis maduros
miden 180 — 271 (221; ES=3) pm de largo y 595 — 896 (752;
ES=17) pum de ancho. Los proglotis grdvidos tienen una longi-
tud de 230 — 372 (297; ES=8) pm y un ancho de 1001 — 1384
(1159; ES=32) pm.

El sistema masculino estd formado por tres testiculos, uno
poral y dos aporal, de forma oval o esféricos de 120 — 181 (145;
ES=2) um de largo y 115 — 166 (143; ES=2) pm de ancho.
Presenta una vesicula seminal externa de 109 — 225 (162; ES=9)
pm de longitud y 69 — 119 (91; ES=3) um de ancho. El saco del
cirro mide 143 — 207 (172; ES=3) pum de longitud y 37 — 57
(45; ES=2) pm de ancho mdximo. La vesicula seminal interna
tiene una longitud de 68 — 197 (101; ES=3) um y un ancho
méximo de 40 — 89 (55; ES=2) pm.

El sistema femenino consiste en un ovario lobulado , situado
en la zona medial del proglotis, con una longitud de 77 — 121
(103; ES=6) pm y un ancho de 153 — 388 (261; ES=31) pm. La
vagina es delgada y se localiza debajo del saco del cirro. El poro
genital es unilateral y dextral, se abre en el tercio superior del
lado del proglotis. Los proglotis grévidos contienen numerosos
huevos, los cuales miden 83 — 94 (88; ES = 1) pm de largo y 69
— 87 (80; ES = 2) um de ancho. Los huevos presentan 3 — 5 (4;
ES =0.2) filamentos polares. Las oncésferas tienen un didmetro
de 38 — 44 (42, ES = 0.5) um y los ganchos de las oncdsferas
miden 16 — 19 (17; ES = 0.2) pm de largo.

La identidad genética de H. microstoma se determind por
la alineacién de la secuencia parcial del gen cox1. La secuencia
obtenida en este estudio tuvo 418pb y fue alienada con secuen-

cias de H. microstoma obtenidas del GenBank (JN258051,
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Hymenolepis microstoma (JN258051) - Espaia

Hymenolepis microstoma (MG570384) - Pera

Hymenolepis microstoma (LC063188) - Jap6n

Hymenolepis microstoma (AB494473) - Jap6n

Rodentolepis fraterna (JN258053)- Espafa

~ Hymenolepis nana (AB494472) - Uruguay

0.02

Hymenolepis diminuta (AB494469) - Japdn

Figura 1. Relacion filogenética del gen cox1 de Hymenolepis microstomay otras especies de himenolepididos.
Se utilizaron secuencias del GenBank (AB494473, LC063188 y JN258051) como controles. El numero en
paréntesis “()” representa el codigo de acceso en el GenBank para el espécimen correspondiente, seguido

del pais de procedencia.

LC063188 y AB494473) (Nkouawa et al. 2016, Foronda et
al. 2011, Okamoto et al. 1997). Las secuencias de H. micros-
toma obtenidas del GenBank fueron colectados de ratones (M.
musculus) de Espana y Jap6n. Nuestro resultado mostro que las
secuencias del presente estudio y las del GenBank tenfan mds
del 99% de identidad entre ellas, con 2 y 3 nucleétidos de dife-
rencia con las muestras de Espafia y Japén, respectivamente. El
andlisis filogenético (Fig. 1) mostro dos ramas (clusters) para A.
microstoma, una para los especimenes de Perti y Espafa, y otra
para los especimenes de Japén. Debido a esta baja variabilidad
genética, esto podria indicar que H. microstoma se introdujo en
Perti desde un pais Europeo.

Discusion
Los pardmetros morfol4gicos y la secuencia parcial del gen cox1

coincidieron con estudios previos de H. microstoma (Nkouawa
et al. 2016, Cunningham & Olso 2010, Okamoto et al. 1997).

Esta especie de cestodo ha tenido mucha discrepancia res-
pecto a su nomenclatura. Hymenolepis microstoma fue descrita
por primera vez como Iaenia microstoma, posteriormente fue
incluida dentro del género Hymenolepis (Blanchard, 1891). Sin
embargo, Spasskii (1954), realiz6 una revisién de la familia Hy-
menolepididae de mamiferos y traslad6 a H. microstoma dentro
del género Rodentolepis. Schmidt (1986) realiz6 una revisién de
las especies de cestodos y consider6 a Rodentolepis sinénimo del
género Vampirolepis, quedando asi el nombre de Vampirolepis
microstoma. En la Gltima revisién taxonémica de la familia Hy-
menolepididae, Czaplinski y Vaucher (1994) consideran valido
al género Rodentolepis. Sin embargo, estudios actuales siguen
considerando la nomenclatura del pardsito como H. microstoma

(Nkouawa et al. 2016).

Hymenolepis microstoma se caracteriza por parasitar el con-
ducto biliar del hospedero mamifero. Los huevos que contienen
oncésferas son expulsados con las heces al medio ambiente y
pueden ser ingeridos por la etapa adulta o larval de un escarabajo
apropiado (Tribolium confusum, 1. castaneum, Tenebrio molitor
y Oryzaephilus surinamensis), el cual actda como hospedero
intermediario (Dvorak et al. 1961). Los hospederos definitivos
naturales para H. microstoma incluyen una amplia lista de roe-
dores de los géneros Apodemus, Dendromus, Leggada, Mastomys
y Mus), jerbos (Meriones Illiger) y ratones de campo (Microtus
Schrank) (Schmidt 1986, Litchford 1963). Sin embargo, es
mids frecuente hallarlo en M. musculus tal como lo demuestra
este estudio.

En un estudio se evalué experimentalmente el poder infectivo
de H. microstoma en Mus musculus, Rattus norvegicus y Mesocri-
cetus auratus, y concluyeron que M. musculus es la especie més
adecuada como hospedero definitivo. Esto debido a que el por-
centaje de infeccién fue hasta 80% en M. musculus comparado
con el hdmster (M. auratus), el cual fue 30% y no logrando la
infeccién en R. norvegicus (Dvorak et al. 1961).

Los estadios adultos de H. microstoma e H. nana son distin-
guibles morfolégicamente (Baer & Tenora 1970, Czaplinski &
Vaucher 1994). Algo peculiar es la forma morfolégica de los
huevos de H. microstoma, los cuales son muy similares con los
huevos de H. nana, las medidas de los huevos y oncdsferas, asi
como la posicién de los filamentos polares son muy similares
entre ellos (Macnish et al. 2003, Baer & Tenora 1970).

Los hallazgos de H. microstoma en humanos (Macnish et al.
2003) sugiere la importancia del uso de herramientas moleculares

Rev. peru. biol. 25(3): 313 - 314 (August 2018)

313



GOMEZ-PUERTA & VALDIVIA-CARRERA

para la deteccién e identificacién de cestodos hymenolepididos
colectados de humanos, especialmente en especias morfolégi-
camente similares. Debido a la confirmacién de H. microstoma
en ratones M. musculus, un roedor que tiene estrecha relacion
con los humanos, se requerird realizar futuros estudios epide-
mioldgicos para saber el estado actual de infeccién en humanos
y la comprensién de la dindmica de transmisién del parésito.
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