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RESUMEN

La tnqumclosns es una zoonosis causada por la larva infectiva (L) del nemdtodo

. El hospedcro potencial se infecta cuando consume carne cruda o

insufici coc1da da con la larva infectiva. Todos los estados de

desarrollo de este pardsito ocurren en el mismo hospedero y su ciclo de vida involucra

dos fases: la fase cntérica y la fase parenteral. En ambas fases se presentan signos y

sfatomas muy variados por lo que el diagndstico cltnico puede ser confundido con otras
enfermedades infecciosas o parasitarias.

Se han empleado varios métodos para el inmunodiagndstico, desde fos mfs
generales hasta los mds sensibles y especfficos, como el ensayo inmunoenzimdtico
(ELISA) ylai lectrotransfi ia (IET). Sin embargo, pocos son los estudios en
los que se ha valorado la presencia de reacciones cruzadas en €l sucro de pacientes con
diferentes enfermedades en contra de un extracto crudo de la larva infectiva,

El objetivo de este trabajo fué buscar anticuerpos de reaccién cruzada en el suero

de pacxcntcs con diferentes enfermcdades (brucelosis, fiebre tifoidea, oncocercosis,
is, cisticercosis, toxopl y mcoccfalosxs) y en el suero positivo a la prueba

de reacci6n febril en contra de extracto crudo de Ia larva infectiva por ELISA y por IET.

Los resultados por ELISA sugieren que no hay anﬁvuerpos de reaccién cruzada en
los sueros ensayados, a excepcxdn dcl suero dc un paciente con oncocercosis. Por IET,
los sueros de los tes con triquinelosis reaccionaron de acuerdo a su perfil
inmunoldgico caracterfstico. Los sueros de los pacientes con oncocercosis reaccionaron
con bandas de alto peso molecular (70-100 Kd), pero no reconocieron el perfil
inmunolégico que caracteriza al sucro de los pacientes con triquinelosis, el sucro positivo
al ELISA reconocié una banda de 77 kd, la cual ¢s reconocida por los sueros de los
P con triquinelosis. No se observaron bandas cuando se ensay6 con los sucros de
los pacientes con 1 Ias otras enfermedades y los sueros de las personas sanas.

Bajo las condiciones en las que se efectuaron estos ensayos se observé que el
ELISA y la IET son técni ibles y especificas para el inmunodiagnéstico
de la triquinelosis; por lo que, Ia combinacién de ambas técnicas para el diagnéstico y
para estudios epidemiolégicos serfa de gran utilidad al utilizar el ELISA como prueba de
“tamizaje" y la IET como prueba confirmatoria.




1. ANTECEDENTES

La triquinelosis es una enfermedad causada por la larva infectiva (L) del
nemétodo Trichinella gpiralis, 1a cual infecta ¢l mdsculo esquelético de un gran nimero
de especics de mamfferos; se han registrado més de 100 especies silvestres infectados en

la naturaleza, incluyendo por los menos 58 de carnfvoros, 28 de roedores, 7 de

0s y otros ord en los que se encuentra el de los primates. El hospedero

potencial adquiere 1a triquinelosis cuando ingiere carne infectada, cruda o mal cocida

(Despommier, 1983; Martinez-Marafion, 1985; Zarlenga y Gamble, 1990).
Laincidencia de esta enfermedad ha disminuido en los pafses desarrollados (de 500

casos registrados por afio en 1950 a 30 casos por afio en 1991, segin.el Servicio Pdblico

de Salud de Estados Unidos) (MMWR. 40 (4): 57-60. 1991), debido a la vigilancia que

tienen sobre las fu de infeccidn, la cual incluye 1a prohibicién de alimentar con

desperdicios a los cerdos, el uso de refrigeradores caseros y el consumo de la carme
de cerdo bien cocida (MMWR. 40 (4): 57-60. 1991); sin embargo, prevalece en los

" pafses en vfas de desarrollo, debido a los probl i émicos y de hi

gienc que

presentan  (Kolata, 1985; Kim, 1983). En México, no existen datos pi

acerca de su prevalencia y distribucién, existen algunos estudios en donde se ha

informado la aparicién de brotes de triquinelosis, lo que

4!

giere que la incidencia de esta

enfermedad es alta (Sarti y cols., 1986; Martfnez-Maraiién, 1985).



Lal'-'_ inelosis en la Repiblica Mexi es una zoonosis de tipo epidémica y de
origen alimentario (Quiroz y Landeros, 1988) que solo se diagnostica clfnica y

opor en alg 73 de la Repiiblica (Zacatecas y sus poblaciones vecinas

Jerez y Guadalupe) (Cabral y cols., 1989); pero, por lo general, esta parasitosis es mal
diagnosticada en muchos casos y es confundida por la similitud de su cuadro clfnico con
enfermedades como fiebre tifoidea, cisticercosis, faringitis, nefritis, reumatismo,
glomerulonefritis, amigdalitis, escarlatina, pielonefritis o brucelosis (Martfnez-Maraifion

y cols., 1979; Martfnez-Marafion, 1985; Fragoso, 1981; Cabral y cols., 1989),



2. BIOLOGIA
2.1 CLASIFICACION TAXONOMICA DE

Trichinella spirali

La clasificacién taxonémica de Trichinella spiralis se enlista 8 continuacién

(adaptado de Lamothe y Garcfa, 1988; Olsen, 1974)

REINO Animalia
SUBREINO Metazoa
RAMA Eumetazoa
GRADO Bilateria
DIVISION Protostomia

SUBDIVISION Pseudococlomata

SUPERPHYLUM Aschelminthes

PHYLUM Nematoda
CLASE Adenophorea
ORDEN Enoplida
SUBORDEN Enoplina

SUPERFAMILIA Trichuroidea
FAMILIA Trichinellidae

Trichipella spiralis Owen 1835.



2.2 MORFOLOGIA de Trichinella spiralis

Trichinella gpiralis es un helminto cuya parte posterior del cuerpo s ligeramente
més ancho que la parte anterior. El es6fago consiste de una parte anterior pequeiia y
musculosa y una parte posterior mfs ancha y glandular, llamada esticosoma cuyas células

poseen grénulos cs al antigéni que descargan en la luz del eséfago

(Silberstein y Despommier, 1985). El intestino tubular se abre en un ano casi terminal,

Los machos miden entre 1.4 y 1.6 mm de longitud por 40 um de didgmetro. Las
hembras miden de 3 2 4 mm de longitud por 60 pum de didmetro, éstas pueden
diferenciarse de los machos por presentar el extremo posterior romo y redondcado,

4

que los seg: p dos apéndi dales lobulados y, como cardcter

distintivo del grupo, no presentan espfculas copulatrices (Olsen, 1974; Lamothe y Garcfa,
1988).

La hembra presenta la vulva cerca de Ia mitad del esticosoma y poscé un solo
ovario localizado en la parte posterior, el cual, produce 6vulos de aproximadamente 25
pm de didmetro, cada évulo presenta 3 cromosomas. El macho produce espermatozoides
no flagelados y su nimero cromosémico puede ser 2 6 3, por lo que es éste quien
determina el sexo de la descendencia: las células somédticas de las hembras tienen mimero

cromosémico de 6 y las de los machos de 5 (Despommier, 1983).



2.3 CICLO DE VIDA

Trichinella spiralis es considerado un pardsito intracelular en el que todos sus
estados de desarrollo ocurren en un solo hospedero (Despommier, 1977; Stewart y
Giannini, 1982). El ciclo de vida de este pardsito se caracteriza por presentar dos fases:
una fasc entérica, donde pasa por cuatro estad{os larvarios y el adulto; y la fase
parenteral, que incluye la larva recién nacida (LRN) y la larva muscular enquistada o

larva infectiva (L)).

FASE ENTERICA
E! hombre, al igual que otros hospederos potenciales, adquiren la triquinelosis
al ingerir carne infectada cruda o insuficientemente cocids, con la larva infectiva; en el

estémago, estas larvas son liberadas del misculo esquelético medi la accién de los

jugos géstricos.

Una vez que las larvas han sido liberadas, ocupan aproximdd 10

en cmigrar ¢ invadir el epitelio columnar y lémina propia del intestino delgado. A pesar
de que T, spiralis es capaz de ocupar cualquier parte del intestino delgado, generalmente

se sitda en el duodeno (Dick y Silver, 1980).



Treinta horas después de la infecci6n, la Iarva infectiva sufre cuatro mudas hasta
convertirse en adulto; durante esta ctapa de cambio, pasa por una morfogénesis extensa,
remodelando la cutfcula, células glandulares hipodérmicas, miisculos, sistema nervioso,
primordio genital, aparato digestivo y esticosoma.

El habitat del adulto consiste de una hilera de célul iteliales col es del

P

intestino, por lo que a esta etapa se¢ le conoce como intramulticelular, En los primeros
cinco dfas después de la infeccién la hembra adulta llega a invadir de 415 a 425 células

y el macho de 140 a 152, no habiendo desi acién de las células del hospedero como

resultado de la penetracién del helminto (Despommier, 1983).

La cépula se efectda presumiblemente dentro det nicho intramulticelular entre las
37 y 40 horas. Sc ha observando en estudios jn_vitro, quc 1as hembras producen una
feromona que atrac a los machos para realizar la cépula y que la atraccién heterosexual
es mayor que la atraccién homosexual (Belosevic y Dick, 1980).

Los machos ocupan una hilera de células adyacentes a Ias que ocupa 1a hembra;

se cree que cl macho puede inseminar a dos hembras, ya que el promedio de adultos

£ (]

encontrados en i

exper

es de 2 hembras por cada macho (Olsen,
1974). Después de la i inacién, los | y son expelidos, mientras que las
hembras aumentan de tamaiio y penetran més profund en la i inal

llegando incluso al peritoneo o penetrando en los génglios linfaticos mesentéricos. La
embriogénesis dura alrededor de 90 horas, ya que Ias larvas son liberadas hasta el quinto

dfa postinfeccidn.



FASE PARENTERAL
Las larvas recién nacidas (LRN) se introducen en la 14mina propia y entran a la
circulacién arterial vfa conducto tordcico, pasan por el corazén y los pulmones hasta

Ilegar a invadir las células del miisculo esquelético, donde se establ definiti

En estas células, las larvas inician un periodo de desarrollo p brionario creciendo
exponencialmente; la mdxima diferenciacién se alca;lza entre los dfas 4 y 20 después de
1 penetracién, ya que la invasion de la célula muscular induce cambios que culminan en
una nucva unidad hospedera Hlamada célula nodriza (desaparicién de las estrias y

desorganizacién de los filamentos contractiles de la célula muscular; incremento en el

nimero de mitocéndrias y o de la actividnd catalftica; ) en tamaiio del
niicleo y su reubicacién en el centro de Ia célula) (Stewart y Gianinni, 1982), en donde
las larvas comienzan a enrrollarse. En este periodo se desarrolla el esticosoma y los
sexos ya se pueden diferenciar.

La formacién del quiste a partir de componentes del hospedero, se completa en un
mes aproximadamente. Se cree que la formacién del quiste protege a Ia larva de ia

respuesta inmune del hospedero (Bagheri y cols, 1986), ademds de que le podrfa conferir

al congelamiento (Pozio y cols, 1989).
El ciclo se inicia nuevamente cuando Ia larva infectiva es transmitida a otro
hospedero de la misma u otra especie (figura 1) (Despommier, 1983; MMWR. 40 (4):
57-60. 1991).



N7

larva infectiva adultos en

cn misculo ida intestino

desperdicios

Figura 1.- Diagrama del ciclo de vida de Trichinclla spiralis y su posible transmisién
entre ¢l hombre, el cerdo y la rata.
(Tomado de MMWR. 40 (4): 57-60. 1991.)



3. LA ENFERMEDAD

3.1 SIGNOS Y SINTOMAS

E! cuadro clfnico de la triquinelosis se presenta del primero al quinto dfa después

de haber ingerido carne contaminada con la larva infectiva. Los principales signos y

fal <

sfntomas son dolor abdominal intenso, diarrea, vémito, ia, fichre,

escalofrio, eosinofilia, malestar general y falta de apetito; algunos sfntomas persisten -
durante los siguicntes 10 a 15 dfas. Después de 20 a 30 dfas, el cuadro clfnico se agrava
y se presenta edema facial de predominancia palpcbral, dolor muscular, astralgias,
con&acciongs musculares, pérdida de peso, astenia, adinamia, sopor y coma en las
infecciones severas (Biagi, 1985; Mart{ncz-Marafién, 1979; Martincz-Maraiién y cols,
1979; Fragoso, 1981).

Con basc en la complejidad del cuadro clinico, la triquinelosis puede clasificarse
segin Martinez-Pantaledn y colaboradores (1986) en:
a) asintomdtica o subclinica,

b) oligosintomética,

c) polisintomdtica



La triquinelosis polisintomética puede, a su vez, clasificarse en leve, moderada y

severa de fo a la i idad de la infeccién. En el caso del ser humano, se

consideran infecciones leves aquellas en las que existen de 1 a 50 larvas por gramo de
muisculo, moderadas de 50 a 100 y severas de 500 a ms. (Olsen, 1974).

De manera general, el desarrollo de esta parasitosis en ¢l hombre estd consituido
por tres periodos criticos (Olscn, 1974): incubacién, migracién y enquistamiento. La

primera ocurre durante la fase intestinal y consiste en el d i i , Ia muda y

la penetracién mds profunda de las hembras en la mucosa del duodeno y del yeyuno. En
este periodo se presenta falta de apetito, pérdida de peso, mal absorcién y mala digestién,

infl idn del intesti vémito, diarrea, dolor intestinal y sudoraciones

(Kilgore y cols, 1988).

El segundo periodo incluye el nacimicnto de las larvas, su migracién y la
penctracién de éstas en los tejidos musculares, Durante este periodo sc asocia dolor
muscular durante la respiracién, 1a conversacién, el movimiento ocular o durante la
masticacién; edema en los ojos e inflamacién de los gdnglios linfaticos y muchas veces

se a fiebre intermi

b

El tercer perfodo comprende el de enquistamiento con sus efectos fisicos y téxicos

hi . 2 e

como d 5n, En las infecci graves, la presién sangufnea puede abatirse y

pueden existir desdrdenes nerviosos (encefalitis, pardlisis e incluso coma) debidos

probablemente al dafio provocado en el sistema nervioso, ya que las larvas recién

iadas pueden dafiar células nerviosas o nervios durante su migracién,

11



3.2 DIAGNOSTICO DE LA TRIQUINELOSIS

E! diagnéstico clfnico de la triquinelosis humana es dificil porque puede presentarse
como una infeccién individual o de grupo, porque puede tener .varios grados de severidad
y porque pucde estar acompaiiada de un gran nimero de complicaciones que puede
enmascaran la enfermedad (Alcéntara y cols, 1992; Cabral y cols, 1989; Fragoso, 1981;
Martfncz-Maraiién y cols, 1979); ademds, las pruebas de laboratorio como la biometrfa
hemdtica (mayor a 500 cosinéﬁlos/mm:’), las enzimdticas (presencia de 1,6-
difosfofructoaldosa y deshidrogenasa l4ctica), ast como las serol6gicas (hemaglutinacién,
ensayos enzimdticos ¢ inmunofluosrescencia indirecta) son positivas hasta 15 dfas después
de haberse iniciado la infeccién, ya que durante los primeros 15 dfas de infeccidn el
pardsito cursa por la fase enteral de su ciclo de vida (Cabral y cols, 1989; Pawlowski,

1983). Algunos de los aspectos que orientan al diagnéstico de la triquinelosis, son los

A, 1

iolégicos de la regién (existencia de otros casos o brotes anteriores);

el consumo de carne o productos de cerdo, crudos o insuficientemente cocidos; el cuadro
clfnico; la deteccién de pardsitos o inflamacidn del misculo en biopsia y el andlisis de
laboratorio (Cabral y cols., 1989). En los lugares donde el diagnéstico de la triquinelosis
se basa exclusivamente en el cuadro clfnico pucde ser confundida con otras enfermedades

infecciosas o parasitarias.



Aunque la demostracién de las larvas de T spiralis en el misculo esquelético es
el diagndstico definitivo de la infeccién, no siempre es posible obtener muestras de
biopsia, debido a lo traumatico del procedimiento y al riesgo de infecciones posteriores
en 6 a través de la herida (Cabral y cols., 1989; Kolata, 1985; Mazzotti y Pastrana,
1943; Zimmermann, 1983). .

El inmunodiagn6stico ha sido de gran valor para identificar la enfermedad durante

la ctapa aguda, para confirmar la infeccién y como herrami para los estudios
epidemiolégicos. Por ello se han empleado varios métodos inmunolégicos sensibles y
especfficos para determinar la presencia de anticuerpos anti-T.spiralis en suero (pruebas

intradérmicas, floculacién de bentonita, fijacién del compl h lutinacion

g

a, i fluor i indirecta, contrainmunoelectroforesis, ensayos
inmunoenzimdticos) (revisado en Alcéntara y cols, 1992).

Si embargo, el uso de extractos crudos puede revelar muestras falso positivos
debido a la presencia de anticucrposv de reaccién cruzada (Barriga, 1977; Gamble, 1984),
tal como lo indican los estudios que realizaron Weiner y Price (1956), en los que un
suero de conejo anti-T,_spiralis reacciond a titulos de 1:100 y de 1:1000 con los antfgenos
O y H de Salmonella thypi, y, por el contrario, ¢l sucro antitifoideo de un conejo fué
capaz de reaccionar con el anlfgcnp crudo de T, spiralis a titulos de 1:800. Estos mismos
autores sugieren que el suero anti-T,_spiralis puede ademds aglutinar S, parathypi A, B
y C y Klebsiella pneumonae. Clinard (1978) no observé estas reacciones cuando empled
suero de cerdo anti-T._spiralis y los antfgenos sométicos de E. coli o S, thypi.

13



4. RESPUESTA INMUNE
Debido a la diversidad y a la estadi-especificidad de los antfgenos que presenta,
asf como por su capacidad parn adaptarse a diferentes condiciones ambientales y a varios

s de i idad (Ortega-Pierres y cols, 1989; Parkhouse y Ortega-Pierres,

1984; Philipp y cols, 1980; Silberstein, 1983), T, spiralis constituyc un estfmulo
antigénico complejo para el hospedero, quien monta una respuesta inmunoldgica

especifica (Wakelin y Denham, 1983). Por cllo, la respuesta inmune celular y humoral

hacia T, spiralis ha sido estudiada en diferentes modelos experi les (principal
ratas y ratones).

El estudio de la respuesta inmune celular se ha enfocado principalmente hacia la
forma en que actda sobre los estados entéricos de la infeccién. Se ha observado que los

linfocitos T cooperadores, al producir interleucinas (IL) 2, 3 y 4 ¢ interferon gama,

9 a

regulan la reaccién de infl 1 provi la infiltracién y el aumento del

Taload.

mimero de células cebadas y cosinéfilos en el intestino delgado, asf como elevacién de

la concentracién de histamina, leucotrienos y enzimas asociadas a la reaccién de
inflamacidn, las cuales dafian la mucosa al actuar directamente sobre ella. Esta respuesta
da como resultado la expulsién acelerada de los helmintos preadultos y de los adultos, la

prevencién del crecimiento de los estados enterales, la disminucién de f didad de la

hembra y el bloqueo de la larva recién nacida para sobrevivir (Despommier y cols, 1977;

Wakelin y Wilson, 1980).

14



La respuesta inmune humoral ha sido ampliamente estudiada en diferentes especies.

En el suero de paci con triquinelosis ha puesto de manifiesto anticuerpos de las

clases IgG, IgA, 1gM e IgE, siendo la IgG la principal clase de inmunoglobulina que
permancce durante toda la infeccién (Ljungstrom y cols, 1988). Mediante

inmunoelectrotransferencia se ha observado que los paci con triquinelosis §

1! P

un perfil imunoldgico altamente homogénco, en el que reconocen principalmente ocho

antfgenos de alto peso molecular (figura 2) (Alcdntara y Correa, enviado a publicacién)

los cuales parecen corresponder a antf| de superficie-esti d dos por

&

anticuerpos policlonales o monoclonales de cerdos, ratas y ratones (revisado en Alcdntara

y cols, 1992; Arriaga y cols, 1989; Ortega-Pierres y cols, 1989).

15
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Figura 2.- Esquema del perfil antigénico de extracto crudo de la larvn mfccuva @)
ido por los anticuerpos del suero de paci con trig )sis
(Tomado de Alcéntara y cols, 1992.)
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5. JUSTIFICACION
A pesar de que existen varios mélodos inmunoldgicos para la deteccién de
anticuerpos anti-T, spiralis, no se han valorado las reacciones cruzadas ni por el ensayo

inmunoenzimdtico (ELISA), ni por la técnica de i i ferenciz (IET) en

pacientes con diferentes enfermedades en contra de un extracto crudo de Ia larva infectiva

6. OBIETIVO
El objetivo de este trabajo fué analizar Ia p ia de anticuerpos de r i6
cruzada en el suero de pacientes con difc enfermedades cn contra del extracto crudo

de la larva infectiva (1) de Trichinclla spiralis mediante el ensayo inmunoenzimético
(BLISA) y por Ja i 1 fe ia (IET).

7. HIPOTESIS

La triquinelosis es una enfermedad causada por la larva infectiva (Lj) de

ZXrichinella spiralis, que por lo general s confundida con otras enfermadades infecciosa:
y parasitarias.
Si los sueros de paci con dife fi dades tienen anticuerpos que

reaccionan cruzadamente con T, _spiralis, cntorces reaccionardn con un extracto

antigénico de la Jarva infectiva.



8. METODOLOGIA

8.1 SUJETOS DE ESTUDIO

Los sueros de los sujetos de estudio se clasificaron en tres grupos: a) 57 de
individuos aparentemente sanos, b) 25 de individuos con triquinelosis y ¢) 94 de

Ty + Aadnc inf

paci con enfer iosas o parasitarias. Dentro de este grupo se

capturaron 31 muestras de pacientes con brucelosis, 17 con oncocercosis, nueve con

cisticercosis, 12 con fiebre tifoidea, ocho con amibiasis, 13 con toxc pl )8is, una con

tricocefalosis. Ademds, se obtuvicron 14 muestras positivas a la prucba de reaccidn febril,
Las muestras de suero del! primer grupo se obtuvieron de voluntarios instruidos
en el objetivo de este proyecto. Los pacientes del segundo y tercer grupo fueron

diagnosticados por exdmen clinico y/o por pruebas de laboratorio. Los sueros fucron

2

obtenidos por donacién de los centros donde se on a los paci Personal

calificado tomd la mucstra sangufnea y separé el suero. A cada muestra se le asignd un

nimero de identificacidn. Final se al on a -20°C para ser utilizadas

posteriormente en ¢l estudio (TABLA 1).



TABLA 1.- PROCEDENCIA DE CADA GRUPO DE SUEROS

SUERO NUMERO DE PROCEDENCIA
MUESTRAS
SANOS 17 INDRE-SSa
Centro de Salud "Dr.
SANOS M.Gonzdlez R.”
DGSPDF-DDF
TRIQUINELOSIS 25 INDRE-SSa
BRUCELGOSIS 13 INDRE-SSa
Hospital de Infectologfa
BRUCELOSIS 18 CMR-IMSS
CISTICERCOSIS 9 INDRE-SSa
Provenicntes de Africa y
de Guatemala, donados
ONCOCERCOSIS 17 por los Dres. Allan y
Lujan
Hospital de Infectologfa
FIEBRE TIFOIDEA 12 CMR-IMSS
INST. NAC.
TOXOPLASMOSIS 16 PEDIATRIA-SSa
INST. NAC.
AMIBIASIS 8 PEDIATRIA-SSa
INST. NAC.
TRICOCEFALOSIS 1 PEDIATRIA-SSa
REACCION FEBRIL 16

Hospital Judrez-SSa
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8.2 MANTENIMIETO DE LA CEPA DE. Irichinella spiralis

La cepa de Trichinella spiralis se mantuvo en ratas macho Wistar de 3 meses de

edad y 250-300 gramos de peso, donados por el Bioterio de la Escucla Superior de

Medicina-IPN. Los animales se mantuvieron en ¢l laboratorio en jaulas de pldstico con
asefrfn, se¢ alimentaron con agua y alimento condensado estériles.

La cepa de T spiralis que se us6 para la primera infeccién de 1as ratas provenfa
de la cepa de ratén NIH, también mantenida en laboratorio.

Para conocer el nimero 6ptimo de larvas infectivas (L) recuperadas de cada
infeccién, se hicieron infecciones con 400, 5,000, 10,000 y 15,000 Lg.

Las ratas se mantuvicron de 5 a 6 semanas después de la infeccidn. Una vez que
se cumplié ¢l periodo, se adormecieron con cloroformo y se sacrificaron de manera
humanitaria; mediante la técnica de necropsia, a cada animal le fué retirada la piel, Ia

cabeza y las visceras, los cuales se incineraron, El musculo lético y t se

4

pesaron y se procesaron para la obtencién de larvas infectivas L.
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8.3 PREPARACION DEL EXTRACTO CRUDO (ANTIGENO)

El antfgeno de Trichinclla_spiralis se preparé como lo describe Parkhouse y
colaboradores, (1981). Las larvas se aislaron a partir del misculo esquelético por el
método de digestién en pepsina-dcido clorhfdrico § % (Thornbury, 1897): Cada 20 g de
carne se digirieron con 2 g de pepsina, 2 ml de 4cido clorhfdrico concentrado y 200 ml
de agua destilada a 37°C durante 4 horas en agitacién continua.

La mezcla de digestién se virti6 a través de un tamiz de gasa colocada ¢n 1a boca
de una o varias copas de precipitacién, la gasa se utiliz para detener los restos de carne
de rata no digerida. Se esper6 una hora aproximadamente para descartar el sobrenadante

y colectar las larvas sedimentadas.

Se hicieron lavados repetidos con una solucién amortiguadora salina de fosfatos

0.01 M pH 7.2 (PBS). Se centrifugé a 1,613 x g durante 5 minutos a temperatura
ambiente, descartando ¢l sobrenadante,

Finalmente, las larvas se someticron a un gradiente trifdsico de dextrosa (20, 40
y 80 %), para purificarlas de los restos de tejido del hospedero. Las larvas se obtuvieron

en la interfase de 20-40%. Se repitieron los lavados con PBS para eliminar el exceso de

dextrosa (figura 3). Las larvas se r pendieron en un vol aproximado de 10 ml

dec PBS y sc tomaron porciones de 10 ul para contarlas, sc extrapolé para conocer el

ndmero total de larvas,
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Una proporcién de ellas se utiliz6 para hacer nuevas infecciones, y la otra
proporcién se resuspendié en 4.0 ml de TRIS (hidroximetil) aminometano (Tris-base) 10
mM pH 8, que contenfa 200 pg de L-1-tosilamida 2-feniletil clorometil cetona (TPCK)
y 200 pg de N-alfa-p-tosil-lisina clorometil cetona (TLCK) y 40 ul de Fenil metil sulfonit
fluoruro (PMSF) 100 mM.

Las larvas se homogenizaron con un triturador de tejidos manual en hielo por 15
minutos, se agregaron 960 ul de desoxicolato de sodio 10% (p/v) en Tris base 10 mM
pH 8 y se homogenizé durante 15 minutos. Se dejé reposar en frio durante 20 minutos
y finalmente se centrifugé a 15,000 x g a 4°C durante 30 minutos. Se tomé ¢l
sobrenadante y se cuantificé la concentracién de protefnas por el método de Bio-Rad o
por ¢l de Lowry.

El antfgeno se almacené en porciones de 50 ul y se congeld primero a -20°C y

luego a -70°C hasta su uso.



rata infectada

plel
DIGESTION
pepsina-HCI 1%
SEDIMENTACION {esterilizacion
— nal e
1hrs sobrenadante[ .. 15 min

larvas infectivas

PURIFICACION

dextrosa excedente esterilizacion
15 Lh, 15 min

20%, 40%, 80%

|
larvas Infectivas

[ Fecciones | [ EXTRACTO CHUDOI

Figura 3.- Diagrama dc la obtencién de las larvas infectiva de Trichinella spiralis a partir
de carne de rata infe experi ||
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8.4 TECNICAS INMUNOENZIMATICAS
8.4.1 ENSAYO INMUNO-ENZIMATICO (ELISA)

Esta técnica se realizé de acuerdo a la estandarizada por Alcdntara y cols (1989).
El anh‘g_cno se diluy6 en una solucién amortiguadora de carbonatos 0.1 M, pH 9.6, siendo
la concéntracidn éptima de 5 pg/ml: Las placas de ELISA (Costar), s sensibilizaron con
100 pl por pozo de la solucién de ant{geno durante todn una noche a 4°C.

Se bloquearon los sitios libres con una solucién de albimina sérica humana
(Gerencia General de Bioldgicos y Reactivos) diluida al 1% ¢n PBS Tween 20 al 0.05%
(PBS-Tween) a 37°C durante 2 horas. .

Se colocaron 100 ul/pozo de cada suero problema asf como testigos ncgativos y
positivos por duplicado a una dilucién 1:1000 en PBS-Tween y se incubaron durante toda

una noche a 4°C o a 37°C durante 2 horas.

Se colocaron 100 ul/pozo del conjugado de chivo anti-gamaglobuli dch >
acoplados a peroxidasa (KPL) y se incubé a 37°C durante 2 horas. A diferencia de Ia
técnica de Alcdntara y cols (1989) la dilucién del conjugado que se usé fué de 1:3000 en
PBS-Tween.

Entre cada incubacién los pozos se se lavaron 4 veces durante 4 minutos en cada

ocasién, con 200 ul/pozo de PBS-Tween,
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Finalmente se agregaron 100 ul/pozo de una solucién de substrato que contienfa
100 pl de HyO 5 (Merck) al 1.2%, 5 mg de orto-fenilendiamina (Sigma), 500 ul de una
solucién amortiguadora de citratos 0.1 M pH 5 y 10 ml de agua destilada. Se incubé a
temperatura ambiente en obscuridad. La reaccién se detuvé agregando 100 ul/pozo de
H,804 2N cuando los testigos negativos viraron (suero de las personas sanas). Los
valores de absorbancia sc leyeron a 490 nm utilizando un lector para placas de ELISA
de 96 pozos (Behring).

Para diferenciar entre muestras negativas y positivas se obtuvo un valor de corte
el cual es la suma del promedio de la absorbancia de los sueros de las personas sanas y
tres desviaciones estdndar, Todas las muestras con valores mayores al valor de corte s¢

consideraron positivas.



8.4.2 INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

El extracto crudo se someti6 a electroforcsis en geles preparativos de
poliacridamida-dodecil sulfato de sodio (SDS) al 11% en condiciones reductoras
(Laemlli, 1970). El sistema discontinuo que se utilizé consistfa de dos geles. El primer

gel por el que pasaba la muestra (gel superior) concentraba la muestra, y el segundo get

(ge! inferior) separaba las protefnas,

En un matraz Erlen-Meyer se mezclaron las siguientes soluciones para preparar

el gel separador:

GEL SEPARADOR
SOLUCION VOLUMEN
(ml)
ACRILAMIDA 30%-N,N'-METILENO-BIS-ACRILAMIDA 11.00
(BIS 0.8%)
AMORTIGUADOR DE TRIS - BASE 2M pH 8.8 6.00
SDS AL 10% 0.30
AGUA DESTILADA 11.75
*PERSULFATO DE AMONIO (10 mg/mi) 0.50
‘N,N,N‘N'-TRETAMETILENDIAMINA (TEMED) 0.030

* reactivos que se agregaron répidamente a la mezcla al final.
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Se vertieron aproximadamenate 30 ml de esta mezcla entre dos cristales de 16 x 20
x 0.3 cm, usando separadores de 1.5 mm de espesor evitando la formacién de burbujas.
Después de la polimerizacién del gel, se eliming el exceso de agua con papel filtro y se
colocé un peine de pléstico de 2 carriles, uno para el marcador dc pesos moleculares y
el otro para el extracto crudo.

E!l gel concentrador se prepard mezclando en un matraz Erlen-Meyer las siguientes

soluciones:
GEL SEPARADOR
SOLUCION VOLUMEN
(ml)
ACRILAMIDA 30% - BIS 0.8% 3.50
‘Tris(hidroximetil)aminometano hidroclérido (TRIS - HCI) 2M 0.65
pH 6.8
SDS AL 10% 0.10
AGUA DESTILADA 11.50
"PERSULFATO DE AMONIO (10 mg/mi) 0.20
*TEMED 0.010
* reactivos que se agregaron répid. ala la al final.
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La mezcla se virtié sobre el gel separador, procurando evitar la formacién de

burbujas. Después de la polimerizacién se quitd el peine y se eliminé el exceso de agua,
dejando secos los carriles para colocar las muestras.

Se empleé 1 mg de extracto crudo, diluido en un volumen igual de la solucién
digestora (SDS 10%, 4cido etilendinitrilotetraacético =EDTA =, glicerol, Tris-HCl 2M
PH 6.8, azul de bromofenol y agua destilada) el cual contenfa 10 ul de B-mercapto-
etanol por cada mililitro de Ia solucién digestora), esta mezcla se dejé hervir por 5
minutos.

Se usaron marcadores de bajo peso molecular pretefiidos (Bio-Rad).

Laclectroforesis se efectué en una cdmara para electroforesis Protean Il (Bio-Rad),
en presencia de una solucién amortiguadora (PAGE: Tris-Base, glicina, SDS, agua
destilada) y aplicando una corriente de 10 mAmp y 190 volts durante toda una noche a

1

temperatura i con un si de enfriami (figura 4),
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EXTRACTO

pp CRUDD
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ROJO DF PONCEAU
L~ H+ —~ REVELADO

Figura 4.- Dmgrama dela separacnén de protefnas de extracto crudo de la Iarva infectiva
de por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 11 %
y su transferencia a membrana de nitrocelulosa
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TRANSFERENCIA

Después de la electroforesis, el gel se colocé en un recipiente con la solucidn
amortiguadora de transferencia (Tris, glicina, metanol, agua destilada) durante 30
minutos. En el mismo recipiente se colocé la membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) de
16,5 x 12 cm y aditamentos de la cdmara de (transferencia (figura 5).

La transferencia se llevd al cabo segiin el método estandar (Towbin y cols., 1979)
durante dos horas a temperatura ambiente en una cdmara de transferencia (Idea Scientific)

con una corriente de 480 mAmp y 14 volts,

Después de la transfi ia, se cort6 la tira con los marcadores de peso molecular

y la membrana sc tifi¢ con rojo de Ponceau (Sigma) al 0.2% en 4cido tricloroacético
0.3% (TCA) (Merck) para observar si la transferencia de las bandas protefcas del extracto
crudo fué adecuada. Después, la membrana se lavé con agua destilada para eliminar el
exceso de colorante y se bloqueé con leche descremada (Sveltes, Nestle@) al 5% en
PBS-Tween toda una noche a 4°C.

La membrana se lavé 3 veces con PBS-Tween y 2 veces con PBS 10 minutos en
cada ocasién.

Se cortaron tiras de 0.5 cm de ancho y cada tira se incub6 en una cdmara para
microincubaciones (Bio Rad) con cada uno de los sueros, diluidos 1:50 en PBS-Tween
durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacién continua o toda Ia noche a 4°C. &

repitieron los lavados como se describig anteriormente.
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Figura 5.- Diagrama del método para transferir protefnas del gel de poliacrilamida a la
membrana de nitrocelulosa.
La flechas indica el sentido en que se efectd la transferencia.
(Adaptado de Pedraza, 1988.)



Se hizé una modificacién al método estandar para fijar los anticuerpos a las bandas
antfgenicas con glutaraldehido al 0.25% en PBS frfo por 15 minutos; las tiras se lavaron
una vez mds con PBS y se bloques con albimina sérica bovina a 0.1% en PBS pH 8.5,
durante 20 minutos (Tkegaki y Kennett, 1989).

Se hicieron 2 lavados con PBS durante 5 minutos, las tiras se incubaron con un
conjugado de suero de chivo anti-gamagiobulinas totales de humano acoplados a
peroxidasa (KPL) 1:2000 en PBS-Tween, en agitacién durante 2 horas a tecmperatura
ambiente o toda la noche a 4°C.

La reaccién se reveld empleando como substrato 50 mg de 4-cloro-1-naftol
(Sigma) dilufdos en 10 mi de metanol, 50 ml de PBS y 5041 de HyO5 al 3%.

Una vez que aparecicron bandas, se retird el substrato y se par6 la reaccién con
agun destilada.

Las tiras s¢ pusieron a secar en papel filtro o estrasa,

Si las tiras presentaban el perfil inmunolégico que caracteriza la respuesta humoral

hacia T._spiralis, 1a muestra se consideraba positiva.
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9. RESULTADOS
9.1 MANTENIMIENTO DE LA CEPA DE Trichinella spiralis

Se hicieron varias infecciones con larvas infectivas en rata macho Wistar. La
primera infeccidn se realiz6 con 400 Ly, las cuales provenfan de la ccpa de ratén NIH;
de esta primera infeccién se obtuvieron 99 Ly por gramo de carne. La figura 6 muestra
que el nimero de larvas infectivas recuperadas de cada infeccién aumentaba, no
importando si el ndmero de larvas inoculadas era ¢l mismo que la inoculacién anterior;
asf, para la segunda infeccién con 10,000 larvas/animal ya se habfa obtenido 27.55 veces
mds larvas que en la infeccién de 400 L.

En un intento por aumentar el nimero de larvas recuperadas se hizo la infeccién
con 15,000 Ly; sin embargo esta inoculacién no fué exitosa, ya que Ias ratas murieron
a los 24 dfas post-infeccién. El exdmen microscopico del diafragma revel6 gran cantidad
de "pequefias” larvas, en las cuales no se apreciaba que se hubiesen enquistado. El conteo
de las "pre"-larvas infectivas revel$ que habfa 17,857 larvas por gramo de carne. Por lo
que suponemos que esta rata pereci6 al no poder soportar la carga parasitaria.

La tercera infeccién de 10,000 L, tampoco fué exitosa, ya que las dos ratas
infectadas perecieron a los 18 dfas postinfeccién. El examen microscépico del diafragma

l no reveld larvas de T, spiralis; por lo cual suponemos que las ratas perecieron al no
tolerar la carga parasitaria que cn ese momento deberfa estar circulando por el torrente

sangufneo,
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Figura 6.- Ndmero de larvas infectivas (L) recuperadas por gramo de carne de rata
Wistar por el método de pepsina-HCl 1%.
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9.2 ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA)

Se probaron 57 sueros de personas sanas, 25 de pacientes con triquinelosis, 31 con
brucelosis, 17 con oncocercosis, nueve con cisticercosis, 12 con fiebre tifoidea, ocho con
amibiasis, una con tricocefalosis, 13 con toxoplasmosis y 14 positivos a la prueba de
reaccion febril,

Para poder decidir si una muestra era positiva o negativa para esta prueba, se tomé
como valar de corte, el promedio de la absorbancia del grupo de sucros de personas sanas
(0.135) y se le sumé el producto de tres desviaciones estandar (3 * 0.090); este valor fué
de 0.405,

El andlisis de las muestras de suero (figura 7) no revel6 anticuerpos de reaccion
cruzada, a excepcién del suero de un paciente con oncocercosis (absorbancia= 0.485).

El promedio de los sueros de los paci con triquinelosis fué de 0.810 + 0.270,

mientras que ¢l de los otros grupos fu€ menor al de valor de corte.
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Figura 7.- Absorbancia de los sueros de pacientes con diferentes enfermedades probados
por ELISA contra un extracto crudo de la larva infectiva (Ly) de

La Ifnea continua representa cl valor de corte.

1= personas sanas

2= pacientes con triquinelosis
3= pacientes con brucelosis

4= pacientes con oncocercosis
5= pacientes con cisticercosis
6= pacientes con fiebre tifoidea
7= pacientes con amibiasis

8= paci con toxop!

9= pacientes con tricc
10= pacientes positivos a la prueba de reaccién febril

fat
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9.3 INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

De los sueros probados por ELISA se tomaron 36 sueros de personas sanas, 20

con triquinelosis, 22 con brucelosis, 17 con cosis, cinco con cisticercosis, siete

con fiebre tifoidea, ocho con amibiasis, 16 con ! is, uno con tri falosis y

P

16 sueros positivos a la prueba con reaccién febril (en las fotograffas solo se muestran
18 tiras reveladas con suero de personas sanas y 14 reveladas con sucros de pacientes con

triquinelosis).

Los sucros de los pacienies con triquinelosis i principal con las

ocho bandas de su perfil inmunolégico (figuras 8 a la 13). Los sueros de los pacientes
con oncocercosis reaccionaron heterogéneamente con bandas de alto peso molecular (70
a 100 Kd), pero no se observé el patrén que caracteriza la respuesta inmune humoral de
los pacientes con triquinelosis. De manera particular, el suero del paciente con
oncocercosis que di6 lectura positiva a la prucba de ELISA fué el dnico que reconocié

una banda de 77 Kd 1a cual es reconocida por los sueros de los paci con triquincl

(figura 9).
Cuando sc emplearon los sucros de los pacientes con las otras enfermedades o el

suero de las personas sanas no se¢ observaron bandas, y cuando las hubo eran de baja

intensidad.,
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Figura 8.- Inmunoclectrotransferencia de los sueros de los pacientes con brucelosis en
contra de extracto crudo de la larva infectiva de Trichinella spiralis.

No= personas sanas
Ts= pacientes con triquinclosis
Br= pacientes con brucelosis



Figura 9.- Inmunoelectrotransferencia de los sueros de los pacientes con encocercosis en
contra de extracto crudos de la larva infectiva de Trichinella spiralis.
La flecha indica el suero que fué considerado como positivo para el ELISA y
que reconocié una banda de 77 kD que también es reconocida por ¢l suero de

los paci con triquinelosi

No= personas sanas
Ts= pacientes con triquinelosis
On= pacicnlcs con oncocercosis
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Figura 10.- Inmunoelectrotransferencia de los sueros de los pacientes con diferentes
enfermedades en contra de extracto crudo de la larva infectiva de

Trichinella spiralis.

No= personas sanas

Ts= pacientes con triquinelosis
Eh= pacicntes con amibiasis
Ci= pacientes con cisticercosis
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Figura 11.- Inmunoeclectrotransferencia de los sueros de los pacientes con diferentes
enfermedades en contra de extracto crudo de la larva infectiva de

No= personas sanas

Ts= pacientes con triquinclosis
FT= pacientes con ficbre tifoidea
Tt= pacientes con tricocefaldsis
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Figura 12.- Inmunoelectrotransferencia de los sueros de los pacientes con toxoplasmdsis
en contra de extracto crudo de la larva infectiva de Trichinella spiralis.

No= personas sanas

Ts= pacientes con triquinelosis
To= pacicntes con toxoplasmésis
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Figura 13.- Inmunoclectrotransferencia de los sueros de los pacientes positivos a la
v prueba de reaccién febril en contra de extracto crudo de la larva infectiva de

Trichinella spiralis.
No= personas sanas

Ts= pacientes con triquinelosis
RF= pacientes positivos a la prueba de reaccidn febril
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10. DISCUSION

Ya que Trichinella spiralis puede parasitar casi a cualquier mamifero (a excepcién
del hamster chino Cricetulus priseus) (Despommier, 1977, 1983; Stewart y Larsen,
1989), se pudo montar el ciclo de vida de T._spiralis en rata macho de la cepa Wistar.
En Ia figura 6 se puede observar que la cantidad de larvas recuperadas de cada nueva
infeccién aumentaba sin importar que el ndmero de larvas administradas fuese ¢l mismo
que en la inoculacién previa. De la infeccién de 15,000 L) 1a carga parasitaria fué mayor

a 17,000 larvas por gramo de carne, tal vez demasiada para que la rata la pudiera

soportar, ya que murié antes de que se completara cl i iento de la larva, Para las

dltimas infecciones, la carga parasitaria debid ser tal, que las ratas perecieron a los 18
dfas post-infeccién; la observacién microscépica del diafragma no reveld larvas, lo cual

concuerda con la etapa del ciclo de vida en que se encontraban, ya que en este dfa las

larvas recién nacidas deberfan encontrarse ¢n el torrente sang »; desafor

no fué posible tomar muestra de sangre para corroborar este hecho.

Existen numerosas publicaciones y revisiones sobre la respuesta inmune hacia los
estados enterales de T. spiralis (Ahmad y cols, 1991; Appleton y McGregor, 1985;
Wakelin y Denham, 1983), en los que se ha observado 1a resistencia que provoca cuando
se hacen inmunizaciones previas con extractos de helmintos de los estados adultos y
larvarios o sus productos de excrecién-secrecién, ademds de la respuesta que tiene el

hospedero para expulsar a los helmintos rdpidamente, o sobre el papel que juega la
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respuesta celular o humoral para evitar el establecimi de adultos y preadultos; pero,

al parecer no hay referencia cn la que se aprecie o al menos se comenten resultados
parecidos a los que se obtuvieron en esta serie de infecciones.

Trichinella spiralis es un pardsito altamente exitoso que puede establecerse,
desarrollarse y reproducirse en una amplia variedad de hospederos, lo que implica que
puede adaptarse a una gran variedad de condiciones (Wakelin y Denham, 1983); por lo
que no serfa extrafio que el pardsito tendicra a adecuarse en infecciones continuas sobre
un mismo tipe de hospedero. Para eso, quizd T, spiralis sc ayuda de algiin mecanismo
de evasién o sean seleccionadas caracerfsticas que Ie confieran resistencia a la respuesta
del hospedero; o, por otro lado, que el nimero de larvas hembras inoculadas fuera mds
grande en cada infecién, de esa manera el nimero de hembras que los machos pudieran

inseminar serfa mayor, o que finalmente se traducirfa como un aumento en el nimero

de d i por infeccidn. De cualquier manera, €l mimero de larvas infectivas
aument$ en cada nueva infecci6n, hasta que los hospederos no toleraron la carga
parasitaria y perecieron,

Cuando se analizaron los sueros de los diferentes grupos por ELISA e IET, se
encontré que no habfa anticuerpos de reaccién cruzada en el suero de pacientes con
enfermedades como brucelosis, cisticercosis, amibiasis, fiebre tifoidea, tricocefalosis y
toxoplasmosis, as{ como el suero de los pacientes positivos a la prucba de reaccidn febril,

bajo las condiciones empleadas.
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Los sueros delos p con COsis, a peién de uno, fueron negativos

por ELISA. Por IET, reaccionaron heterogénecamente con bandas de alto peso molecular
(70-100 Kd), pero no reconocieron las bandas que caracterizan la respuesta humoral de
los pacientes con triquinelos;is. Sin embargo, el sucro positivo al ELISA reconocié una
banda de 77 Kd (figura 9) la cual es reconocida por los pacientes con triquinclosis. Cabe
mencionar que este suero dié lectura positiva cuando se prob6 en un ensayo
inmunoenzimético para cisticercosis (Antonio Meza, comunicacién personal), por lo que
se sugiere que este paciente estaba multiparasitado con Qnchocerea sp., con el cisticerco
de Taenia solium y posiblemente con la larva infectiva de alguna otra especie del géncro

Trichinella, ya que el suero provenfa de una zona endémica dc cisticercosis y

oncocercosis en G 1 que se diagnosticé sol para oncocercosis en el
lugar de procedencia (Jim Allan, comunicacién personal).

Hasta donde sabecmos, son pocos los estudios acerca del estudio de reacciones
cruzadas en contra de un extracto crudo de la larva infectiva de T_spiralis.

Despommicr y colaboradores (1974), encontraron que ¢l suero de pacientes con
triquinelosis, algunos sueros de pacientes con olras parasitosis (filariasis,
esquistosomiasis, equinococosis, larvas vicerales migrantes y amibiasis) y algunos de
individuos aparcntemente sanos, reaconocfan en un 90, 24 y 7% respectivamente
antfgenos asociados a partfculas derivadas de la larva infectiva de T, spiralis cuando
emplearon la técnica de inmunodifusién en gel de agarosa, mientras que cuando usaron

1 P

contrat 1re is encontraron que el mismo porcentazjc de los sueros de
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Para tratar de eliminar las reacciones falso positivas por ELISA, se tomé como
valor de corte el promedio de las absorbancias de los sueros de las personas sanas mds
tres desviaciones estandar, lo que nos hacfa la prueba mds estricta al considerar al
99.74% de la poblacién (DeGroot, 1988); si hubicsemos tomado como valor de corte el
promedio de las absorbancias de los sueros de las personas sanas mds una o dos
desviaciones estandar (0.226 y 0.316, respectivamente), se tendrfa aproximadamente el
25% del total de sueros como falso positivos para una desviacién estandar y el 10% de
falso positivos para dos desviaciones estdndar. Estos sueros al ser ensayados por IET,
revelarfan su condicién de falso positivos. l

Para la IET, la presencia del patrdn de bandeo caracteristico de la respuesta
humoral de los pacientes con triquinelosis fué considerado como una respuesta positiva,
por lo que, al no presentar dicho patrén los sucros de las personas sanas y los de las
personas con otras parasitosis, s¢ consideraron como negativos (revisado en Alcdntara y
Correa, enviado a publicacién; Arriaga y cols, 1989, Ortega-Pierres y cols, 1989).

Por lo tanto, ya que ¢l ELISA es un método en ¢l que se pucden ensayar varias
muestras al mismo tiempo, se podrfa utilizar como prueba diagndstica de "tamizaje” y la
IET se podria Autilizar como prucba confirmatoria de todas aquellas muestras pos'nivas‘ y
dudosas al ELISA; de esa manera, la combinacién del ELISA y la IET serfan una
herramienta eficaz en el inmunodiagnéstico y en los estudios epidemioldgicos de la

e

tr ysi y la determinacién de triquinelosis porcina o en animales

e}

sindntrépicos.
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pacientes con triquinelosis y dnicamente el 5% de las personas con otras parasitosis y el
5% de los sueros de las personas sanas respondfan a estos antfgenos. Los autores
supusieron que los sueros que resultaron falso positivos presentaban una protefna alterada

pecffica con el ig de T. spiralis por

inmunodifusién, ya que todos los sucros positivos dieron un solo arco de precipitacidn

que producfa una precipitacién i

comin y no dieron arcos de identidad con una mezcla de suero de conejo hiperinmune.
La disminucién de falso positivos del mismo grupe de sueros en
contrainmunoelectroforesis, podrfa explicarse si lo anterior estuviera sucediendo, ya que
esta protefna alterada podrfa migrar en direccién opuesta de las inmunoglobulinas y por
lo tanto no formarfa un arco de precipitacién mediantc esta técnica.

Por otro lado, Au y colaboradores (1983) encontraron que ¢l 94% de los pacientes
con triquinelosis, el 9% de los sueros de los pacientes con otras parasitosis (clonorquiasis,

ascariasis, tricomoniasis, tricocefalosis, enterobiasis, cisticercosis y uncinariasis) y ¢l 5%

de los sueros de personas sanas, i ‘on cruzad; con un extracto crudo soluble

de T. spiralis cuando se detecto IgG medite ELISA.

Como sc ha observado, el empleo de antigenos crudos puede producir reacciones
cruzadas o falso positivas CO;I ¢l suero de personas sanas o con ¢l suero de pacientes con
diferentes parasitosis; sin embargo, en este trabajo y bajo las condiciones empleadas, no

encontramos reacciones cruzadas o falso positivas por ELISA o por IET.
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11. CONCLUSIONES

- No se observaron anticuerpos de reaccién cruzada en el suero de pacientes con
enfermedades como brucelosis, fiebre tifoidea, amibiasis, toxoplasmosis, tricocefalosis,
ni en el suero positivo a la prueba de reaccién febril, por ELISA e IET en las condiciones

cn las que se realizé este trabajo.

- Aunque log sueros de pacientes con oncocercosis reaccionaron con el extracto crudo de
lalarva infectiva de X, spiralis por IET, no reconocieron el perfil inmunolégico altamente

homogéneo que caracteriza a los suercs de los pacientes con triquinelosis.

- La combinacién del ELISA y de la IET harfan una herramienta util para el

inmunodiagnético de la tri losis utilizando la primera como prueba de “tamizaje" y

la scgunda como prueba confirmatoria.
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