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resumen

RESUMEN

La triquinelosis es una zoonosis cosmopgita causada por la larva infectiva (L1) del nematodo
Trichinella. EI hospedador potencial se infecta cuando cansume carne cruda o insuficientemente cocida
que alberga a la larva infectiva. E ciclo de vida del helminto se Hlieva a cabo en el mismo hespedador e
invelucra dos fases: una entérica y ofra parenteral. En el caso de la triquinelosis humana, la diversidad de
signos y sintomas que se presentan durante ambas fases incluyen fiebre, diarrea, mialgia, edema facia,
entre otros, los cuales pueden confundir el diagnéstico clinico de triquinelosis con otras enfermedades
coma fiebre lifoidea, brucelosis, faringitis, cisticercosis, entre otros.

Para apoyar el diagnéstico clinico de la triquinelosis, se han empleado varios métados que
permilen detectar la presencia de anticuerpos anti-Trichinella: los cuaies abarcan desde los mas
generales, hasta los mas sensibles y especificos, como el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y la
inmunoelectrotransferencia {IET). Sin embargo y apesar de la existencia de estas técnicas, aun no se han
realizado estudios que estimen la prevalencia de anticuerpos anti-T. spirafis a nivei nacional, aunque se
tiene conocimiento de la existencia de varios reportes clinicos que involucran casos aislados o brotes.
Hasta la fecha, solo se dispone de la informacicn oblenida antes de la década de los anos BO0's mediante
la inspeccion del misculo esquelético de cadaveres humanos y de animales. Algunos estudios que
involucraron métedos inmunoldgicos realizados en la cd. de Mexico y en Chiapas, reportarcn una
prevalencia de anticuerpes del 14.4% (Perrin, 1942) y 2.88% (Cabrera, 1977) respectivamente.

Considerando en este trabajo la ausencia virtual de reacciones cruzadas en el inmunodiagnostice
de triquinelosis, se efectud un estudio epidemioldgico de corte transversal en una poblacién semirural
sana de 3an Luis Potosi { n= 954), empleando coemo prueba preliminar el ELISA sensibiizado con un
extracto seluble antigénico de la larva infectiva (ESA), con el cual se observé una positividad det 1.9%
(n=18). Las muestras positivas y 90 sueros negativos seleccionados de manera aleatonia (10% del total
de sueros), se sometieron a IET ufilizande &l ESA como antigeno; los sueros positivos reaccionaron con
el antigeno y adicionalmente se observé que una muestra del gfupo negativo reconocid una banda de 59
kDa. Con la finatidad de realizar el inmunodiagnéstico con un antigeno especifico de Trichinella spiralis
se utilizaron los productos de excrecion y secrecién (PES) de la larva infectiva en el ELISA, en el cual se
confirmaron 10 de los 18 suercs positivos y no hubo ninguna muestra positiva del grupo de los 90 sueros
negativos. Usando los PES como antigeno en la IET, 15 de los 18 sueras positivos reaccionaron con el
antigeno; el suero negativo que reacciond con el ESA por IET, también reacciond con los PES. Los
factores de riesgo que se asocizron con la presencia de anticuerpos fueron pertenecer al sexe femenino (
1*= 5.66) y comer moranga (y 2= 3.31). Estos resultados apoyan la presencia de triquinelosis endémica
en la regién. Ademas los factores de riesgo encontrados son los clasicamente aseciados a triquinelosis
confirmada en brotes epidémicos y en estudios de necropsias, lo cual nos sugiere que probablemente la
Iriguinelosis esté subestimada debido a la presencia de casos asintomaticos o mal diagnosticados en esa
poblacién.

it
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1. INTRODUCCION
1.1 ANTECEDENTES

La triquinelosis es una zoonosis de origen alimentario causada por la larva
infectiva del nematodo Trichinelfa, la cual parasita el masculo esquelético de un gran
numero de especies de mamiferos, incluyendo a! ser humano (Despommier, 1983;
Martinez-Maraficon, 1985). El estudio de Trichinella spiralis se inicié entre los afios 1828
a 1835 en Europa cuando Peacock (1828) descubrio helmintos encapsulados en el
muasculo esquelético de cadaveres humangs, de la misma manera que lo hicieron
Hilton en 1833 y Paget en 1835. Richard Owen (1835) fué quien primero describio y di6
nombre a estos helmintos denominandolos Trichinella spiralis, debido a la forma en
espiral en que éstos se disponian al estar alojados en las fibras musculares. En 1846
Leidy demostrd la presencia de larvas enquistadas en carne de cerdo, remarcando la
similitid de éstas con las encontradas en el humano. Posteriormente las
investigaciones de Leuckart (1853-1860) y de Virchow (1858-1860) lograron reproducir
el ciclo vital de Trichinella spiralis en animales de experimentacion y, en el mismo afio
(1860}, Friedrich Von Zenker al realizar una aulopsia en el cadaver de una campesina
alemana que habla muerto de tifoidea atipica encontré |a fase intestinal y muscular dei
parasito, de esta manera se reconocid por primera vez la patogenicidad de Trichinelfa
spiralis. En 1897, Brown demostrd que la hipereosinofilia es sugestiva de triquinelosis {
Beaver et al, 1990). Posteriormente hubo la descripcién de otros casos y a finales del
siglo XIX y principios del XX la enfermedad producida por este parasitc denominada
triquinelosis fué reconocida como un problema de salud pablica {Campbell, 1983 ),

Se ha observado la presencia de eslas larvas en estudios de corte efectuados
en animales sinantropicos como perros, gatos y cerdos (Arriaga ef af,, 1989; Dame ef
al, 1989; Mazzotti y Nufez, 1948), asi como en ratas capturadas en mercados
publicos de la ciudad de México {Mazzotti y Alcantar, 1954) ¥ en granjas porcicolas de
los Estados Unidos (Leiby et af, 1880). También se han encontrado en caballos
procedentes del Zoolégico de Chapultepec de la Ciudad de México (Yépez, 1994b). En
animales silvestres los hallazgos de Trichinelfa sp. son frecuentes (Kapel, 1995).

En la actualidad, la prevalencia de esta parasitosis en los paises industrializados
es baja, ya que cuentan con una estrecha vigilancia epidemiolégica (CDC, 1991:
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McAuley et al,, 1991); sin embargo, en los paises en vias de desarrollo, como México,
aun no se han documentado datos precisos scbre la prevalencia y distribucion de la
triquinelosis, pero existen estudios sobre la aparicion de casos clinicos y brotes en
algunos estados, los cuales sugieren que es un importante problema de salud publica
(Hernandez et al, 1992; Kim, 1983; Kolata, 1985; Martinez-Maranon et al,, 1979:; Sarti
ef al., 1986). En México, esta parasitosis sblo se diagnostica clinica y oportunamente
en algunas entidades como el Estado de México, Chihuahua, Zacatecas y el Distrito
Federal (Fragoso, 1981; Martinez-Maranon, 1979). De manera general, la triquinelosis
en México, es diagnosticada incorrectamente y confundida con otras enfermedades
como brucelosis, fiebre tifoidea, intoxicacion alimentaria, entre otras (Martinez-Marafon
et al, 1979; Martinez-Maranon, 1985; Fragoso, 1981; Cabral ef al, 1989).

Este trabajo de tesis constituye un estudio de corte transversal para determinar
la seroprevalencia de anticuerpos especificos contra la larva infectiva de Trichinella
spiralis en muestras de suero procedentes de sangre periférica de individuos
pertenecientes a una poblacién semirural del Estado de San Luis Potosi, mediante
métodos inmunoenzimaticos ( ELISA e INMUNOELECTROTRANSFERENCIA),
ademds, se analizan los factores de riesgo asociados a la presencia de anticuerpos.
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1.2 BICLOGIA

Se sabe que el género Trichinelfia tiene distribucion mundial y cuenta con ocho
tipos geneticos, T1 a T8 (Cuadro 1), porque entre ellos se presentan diferencias de
aspecto isoenzimatico, de infectividad en cerdos, ratas y pdjaros, de fertilidad: de
presencia/ausencia de célula nodriza, de resistencia al congelamiento, y de
inducibilidad de choque anafilactico. De los ocho grupos genéticos, cinco han sido
clasificados como especies porque, ademas de las diferencias en las caracleristicas
anteriores, se ha observado que algunos genes tienen secuencias diferentes: T
spiralis (T1), T. nativa (V2), T. britovi (T3), T. pseudospiralis (T4) y T. nelsoni (T7). A
causa de que las relaciones filogenéticas de los tipos genéticos T5, T6 y T8 no han
sido esclarecidas, aun no se les ha asignade la categoria de especie. En estudios de
biologia molecular, no se han cbservado diferencias en las secuencias génicas de
estos grupos, de hecho, las secuencias de los genes estudiados se parecen a los de T.
nativa, lo cual, en términos filogenéticos, los ubicaria mas cerca de esta especie que
de cualquier otra del género Trichinella (Mikhail et af., 1994; Pozio et al., 1992: Snyder
ef al, 1993).

Aunque la distribucion del género Trichinella es cosmopolita, cada una de las
especies y tipos genéticos son infectivas para el hombre y se distribuyen de manera
particular en el mundo ( Fig. 1) : T. spirafisy T. pseudoespiralis son cosmopolitas, T.
nativa se encuentra en las zonas articas y subarticas, T. nelsoni en Africa tropical y T.

britovi en la zona templada del paleartico (Belosevic y Dick, 1979; Pozio ef al., 1989a).
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Cuadro 1: Distribucidn geografica e infectividad de tos grupos genéticos de

Trichinelia.
‘ Especie Genotipo Distribucién Geografica Caracteristicas Bioldgicas
(T1-T8)
T.spiralis T Cosmaopelita Alla infectividad en roedores y cerdos.
T. pseudoespiralis T4 Cosmopolita Infecia aves: no ferma célula nodriza,
® T. nefsoni 17 Baja infectividad en ratas y cerdos; lento
Alrica Tropical desarrollo de célula nodriza; no resiste 1a
relrigeracion,
T. naliva T2 Adico y Subartice Alla resistencia a la refrigeracion.
T. brilovi T3 Zona Templada cel Paleartice  [Baja infectividad en ralas y ratones. baja
1esisiencia a la tefngeracion.
Trichinelia T5 Region Nordriico Fenotipo de 7. bnaiovi.
Trichinetla TG Area Subirtica Fenolipo de T. nativa,
i Trichineifa T8 Alrica Subiropical Fenotipo de T. brtovi

(Adapiado de Daniels e! a/, 1996, y Wakelin y Goyal, 1996}

z
b
a

AT
O REL£BSE

-

Fig. 1 Distribucidn mundial del género Trichinelfa,

Tomada de Pozic ef al, 1989,
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1.2.1 Clasificacién taxondmica del género Trichinella®

REINO Animalia
SUBREINO Metazoa
RAMA Eumetazoa
GRADO Bilateria
DIVISION Protostomia

SUBDIVISION Pseudocoelomata

SUPERPHYLUM  Aschelminthes

PHYLUM Nematoda

CLASE Afasmidia

ORDEN Enoplida

SUBORDEN Enoplina
SUPERFAMILIA Trichinelloidea

FAMILIA Trichineliidae (Ward 1907

Trichinella spiralis (Owen, 1835).
Trichinella pseudoespiralis (Garkavi, 1972).
Trichinella nativa (Britov y Boev 1972).
Trichinelfa britovi {Pozio ef al., 1992).
Trichinella nelsoni (Pozio et al,, 1992).
Tipo genético T5.

Tipo genético T6.

Tipo genético T8.

' Adaptada de Lamothe y Gaicia, 1988: Olsen, 1974: Pozio el al,, 1992,
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1.2.2 Morfologia de Trichinella spiralis

Trichinella spiralis es un helminto que tiene la parte posterior ligeramente mas
ancha que la parte anterior. El eséfago consiste de una parte anterior pequefa y
musculosa y una parte posferior mas ancha y glandular llamada esticosoma, las
células que constituyen el esticosoma, esticocitos, poseen granulos secretores
antigénicos que descargan en la luz del esofago. Los esticocitos se dividen en « yp
dependiendo del tamafio de la secrecion del granulo {los esticocilos o secretan
polipéptidos mayores a 50/55 kDa y los # secretan un polipéptido de 48 kDa), de la
morfologia y del gradiente de sedimentacion del granulo. El intestino del helminto es de
tipo tubular y se abre en un anc casi terminal (Silberstein y Despommier, 1985).

Los machos miden entre 1.4 y 1.6 mm de longitud por 40 pm de diametro. Las
hembras miden de 3.0 a 4.0 mm de longitud por 60 pm de diametro, las hembras
pueden diferenciarse de los machos por presentar el extremo posterior romo y
redondeado, mientras que los segundos presentan dos apéndices caudales lobulados
y, como caracter distintivo del grupo, no presentan espiculas copulatrices (Olsen, 1974:
Lamothe y Garcia, 1988). Las hembras presentan la vulva cerca de la mitad del
esticosoma y poseen un solo ovario localkizado en la parte posterior, el cual, produce
ovulos de aproximadamente 25 pm de diametro: cada ovulo presenta 36 cromosomas.
Los machos producen espermatozoides de 2 o 3 cromosomas y no son flagelados, por
lo que es éste quien determina el sexo de la descendencia: las células somaticas de
las hembras tienen 6 cromosomas y las de los machos 5. Las larvas recién nacidas
(LRN), miden 120 pm de longitud por 7 pm de diametro y ellas representan la fase de
invasian al musculo, una hembra adulta puede parir en promedio 1500 larvas en 3 0 4
semanas. La larva infectiva (L)) se localiza en el musculo esquelético, mide
‘aproximadamente 1.2 mm de longitud por 40 um de diametro y se encuentra rodeada
de una capsula de colagena (Despommier, 1983; Noble ¥ Noble, 1965). En la figura 2
se ‘mue.stra un esquema de la hembra y de la larva infectiva.
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Figura 2. Esquema de |la morfologia de Trichinella spiralis. En A) se representa al
macho, en B) a la hembra y a las larvas recién nacidas {LRN), en C) a la larva infectiva
{L1). Anillo nervioso (an), boca {b), capsula (cp), célula muscular (cm), célula nodriza
{CN), cloaca (c), embriones {em), esofago {(es), esticosoma (et), intestino medio {im),
intestino posterior (ip}, larva infectiva (L4}, larvas en embriogénesis (LE), ovario (ov),
receptaculo seminal (rs), testiculo (1), vulva (v).
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1.2.3 Ciclo de vida de Trichinella spiralis

Trichineila spiralis es considerado un parasito intracelular en ef que todos sus
estados de desarrollo ocurren en un solo hospedador. El ciclo de vida de este parasito
se caracteriza por presentar dos fases: la en'lérica, donde pasa por cuatro estadios
larvarios y el aduito; y la fase parenteral que incluye la migracién de la larva recién
nacida (LRN) y el establecimiento de la larva infectiva (L,) en el musculo esquelético
{Despommier, 1977; Stewart y Giannini, 1982).

Fase entérica.

El hombre, al igual que cualquier otro hospedador potencial, se infecta al ingerir
carne cruda o insuficientemente cocida que alberga a la larva infectiva: en el
estdmago, estas larvas son liberadas del miscuio esquelético por accién de los jugos
gastricos, Una vez que las larvas han sido liberadas, ccupan aproximadamente diez
minutos en emigrar e invadir el epitelio columnar y la 12mina propia del intestino
delgado. A pesar de que T. spiralis es capaz de ocupar cualquier parte del intestino
deigado, generalmente se sitlia en el duodena (Dick y Silver, 1980).

Treinta horas post infeccion (30 hpi), la larva infectiva sufre cuatro mudas (de L,
a Ls) hasta convertirse en adulto; durante esta etapa de cambio, pasa por una
morfogénesis extensa, remodelando Ia cuticula, células glandulares hipodérmicas,
masculos, sistema nervioso, primordio genital, aparato digestivo y esticosoma.
Finalmente, el habitat del adulto consiste en una hilera de células epileliales
columnares del intestino, por lo que esta etapa es intracelular. A los cinco dias post
infeccion (5 dpi), la hembra llega a invadir hasta 425 células y el macho 152, perc no
hay desintegracion de las células del hospedero como resultado de ia penetracion del
helminto (Despommier, 1983).
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La cédpula se efectia presumiblemente dentro del nicho intracelular dentro de las
siguientes 40 h (160 hpi); en este sentido, se ha identificado que, in vitro, las hembras
producen una feromona que atrae con mayor intensidad a los machos que a las
hembras (Belosevic y Dick, 1980). Los machos reptan hasta ocupar una hilera de
celulas adyacentes a las que ocupan las hembras con las cuales van a copular. Se
tiene estimado que un macho puede inseminar a dos hembras, ya que el promedio de
adultos recuperados de infecciones experimentales es de dos hembras por macho
(Ofsen, 1974). Después de la inseminacién, los macheos mueren y son expelidos,
mientras que las hembras aumentan de tamafio y penetran la mucosa intestinal,
llegando, incluso al peritoneo y a los ganglios linfaticos mesentéricos.

Fase parenteral

Después de 90 horas de embriogénesis, las larvas recién nacidas (LRN) son
paridas (11 dpi) ¥ se introducen inmediatamente en la lamina propia y entran a la
circulacion arterial via conducto toracico, pasan por el corazdn y los pulmones hasta
llegar a invadir las células del musculo esquelético, donde se establecen
definitivamente. En estas células, las larvas inician un pericdo de desarrollo post
embrionario creciendo exponencialmente, la diferenciacion ocurre entre los 4 y los 20
dias después de la penetracion (entre los 15 y 30 dpi). En esta etapa las larvas
comienzan a enrrollarse (de ahi el nombre de la especie: Trichinelfa spiralis) y a
diferenciarse sexualmente. El helminto induce cambios profundos en los miocitas, en
los que las estrias desaparecen y los filamentos contractiles se desorganizan, se
incrementa el nimero de mitocondrias y aumenta la actividad catalilica, asi como
aumenta el tamarfio del nucleo y se reubica al centro de la célula, el glicocélix se
hipertrofia y se transforma en una capa gruesa de coldgena (capsula o mal llamado
quiste). La transformacidn de la célula muscular en célula nodriza (miocito melecufar)
dura aproximadamente 20 dias (Despommier, 1990; Despommier et al, 1891; Stewart
y Giannini, 1982).

Finalmente la céluta nodriza es rodeada de vénulas que serviran como medio de
lransporte desde y hacia el interior de la célufa. En el desarrollo y mantenimiento de la
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célula nodriza, se ha propuesto que la participacion de una molécula de secrecién de
43 kDa es fundamental, ya que se ha observado su presencia desde el dia 8 post
penetracion y hasta después de seis meses post infeccion en el nicleo y en el
citoplasma de la célula nodriza; aunque la funcién biclégica de esta proteina no se
conoce, s€ ha propuesto que interaccicna directamente con el genoma de la célula, ya
que el primer dia que se detecta coincide con el aumento maximo del nicleo y del
nucleglo (Despommier, 1990; Despommier ef al., 1991; Stewart y Giannini, 1982).

Se ha argumentado que la formacién de la capsula podria proteger a la larva de
la respuesta inmunoldgica del hospedero (Bagheri ef af., 1986) y que ademés le podria
conferir resistencia al congelamiento (Pozio et al, 1986b). En algunos hospederos de
vida no longeva, la célula nodriza mantiene viva a la larva infectiva durante toda la vida
del animal; pero, en el ser humano se ha observado que ia célula nodriza se calcifica v
la tarva Ly muere en un tiempo indeterminado (Martinez-Marafion et al., 1974). El ciclo
se inicia nugvamente cuando la larva infectiva es transmitida a otro hospedero de fa
misma u otra especie (Despommier, 1983)(figura 3).

fase fase

entérica . [ |parenteral
de 1a LRN
exquistamiento | \
dei muascule / e —
\
insuficiente -
/

-

Figura 3. Ciclo de vida de Trichinella spiralis.

1.3 INMUNOBIOLOGIA
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La respuesta inmunolégica hacia Trichinella ha sido ampliamente estudiada en
diferentes condiciones y modelos experimentales (Almond et al,, 1986; Ontega-Pierres
et al, 1989, Parkhouse y Ortega-Pierres, 1884; Silberstein, 1983); de manera
particular, el estudio de la respuesta celular se ha enfocado hacia fa forma en que
actia sobre los estados entéricos (L2 a L5 y adulto).

Se ha observado que los linfocitos TH,, al producir interleucinas 3, 4 y 5 regutan
fa reaccion de inflamacion en el intestino delgado; por un lado favorecen la infiltracién y
el aumento del niumero de células cebadas y eosindfilos y por el otro, aumentan las
concentraciones de histamina, leucotrienos y algunas enzimas, con lo cual, la mucosa
del intestino delgado se dafa y se estimulan las contracciones peristatticas, que
culminan con la expulsion de los helmintos. Este fenémeno causa la inhibicidn dei
desarrollo de los estados entéricos y la disminucidon de la fecundidad de las hembras
(Despommier et al, 1977; Wakelin y Wilson, 1980). También se ha cbservado en
estudios in vifro que las célvlas de la lamina propia del intestino { particularmente el
duodeno, que es el primer sitio de contacto} se adhieren fuertemente a la superficie
del helminto, bloqueando de esta manera la sobrevivencia de la larva recién nacida en
el tejido muscular para transformarse en célula nodriza (Lee y Befus, 1989).

En el estudio de |a respuesta humoral de los pacientes con triquinelosis se han
detectado anticuerpos de las clases IgE, IgA, IgM e IgG, donde la IgG es la clase
principal de inmunoglobulina que se manifiesta durante el curso de la infeccién. En
orden secuencial de aparicion primero aparece la 1gG1, luego la IgG3 v finalmente la
lgG4. Esta dltima subclase de inmunoglobulina se ha asociado con una respuesta
cronica, aungue su presencia no correlaciona con la de IgE, la cual puede ser
inespecifica (Ljungstrom et al, 1988). Mediante el usc de la inmunoelectrotransferencia
(IET) se ha observado que los sueros de pacientes con triguinelosis y los de cerdos,
ratas y ratones infectados, asi como los sueros de conegjos hiperinmunés, reconocen el
mismo grupo de antigenos de un extracto crudo de la larva infectiva enriquecidos con
componentes de superficie del esticosoma {Takahashi et &/, 1890b).

Los sueros de lfos pacientes con triquinelosis reaccionan principalmente con
ocho antigenos de superficie de alto peso molecular (104, 93, 77, 73, 63, 59, 54, 38),
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aunque la frecuencia de reconocimiento de cada antigeno es independiente: las
bandas de 38 y 104 kDa son reconacidas por el 40% de los sueros, las de 59 y 63 kDa
por el 80%, y las de 54, 73, 77 y 93 kDa por el 90% de los casos {Alcantara y Correa,
1993; Appleton et al, 1890 ; 1986; Arriaga et a/, 1989: Ortega-Pierres ef al, 1989;
McLaren et al, 1987; Almond et af, 1986 ).

Recientemente se ha mostrado que el epitopo responsable de la
inmunodominancia de los antigenos encontrados en los componentes de superficie,
esticosoma y en los productos de excrecidn y secrecién de la larva infectiva,
corresponde a un carbohidrato denominado tivelosa {Reason ef al, 1994).

1.4 LA ENFERMEDAD
1. 4.1 Signos y sintomas

El cuadro clinico de la triquinelosis se presenta del primero a! quinto dia post
infeccion (dpi). Los principales signos y sintomas son dolor abdaminal intenso, diarrea,
cefalea, nduseas, vomilo, astenia, fiebre, escalofrio, anorexia y eosinofilta. También se
ha observado que aumenta la creatinina fosfocinasa serica y que el malestar general
es notorio; algunos sintomas persisten durante los siguientes 15 dias y después el
cuadro clinico puede agravarse (entre los 20 y 30 dpi), presentandose entonces,
edema facial, dolor muscular, artralgias, coniracciones musculares, pérdida de peso,
adinamia, sopor, ronchas maculo-papulares, fiebre mayor a 40°C, meningoencefalitis,
miocarditis, soplo cardiaco, coma e inclusive muerte en las infecciones graves (Biagi,
1985; Compton et al., 1993; Fragoso, 1981; Martinez-Marafion et al., 1979},

Con base en la complejidad del cuadro clinico, la triquinelosis puede clasificarse
en: asinfoméatica o subclinica, oligosinfornatica y polisintomética. La triquinelosis
polisintomatica puede a su vez, clasificarse en leve, moderada y grave de acuerdo a la
intensidad de la infeccion. En el caso de la triquinelosis humana, se consideran
infecciones leves aquellas en las que existen de 1 a 50 larvas por gramo de musculo,
moderadas de 50 a 100 y graves de 100 a mas (Marinez-Pantaletn et af,, 1986).

De manera general, en el desarrollo de esta parasitosis se distinguen tres
periodos: incubacién, migracién y encapsulacién. El primero ocurre durante la fase
intestinal y consiste en ia liberacién de la larva infectiva del muscufo esquelético, la
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muda (de L, a Ls) durante el periédo farval y la penetracion profunda de las hembras
en la mucosa del duadeno y del yeyuno. En este periodo se presenta falta de apetito,
pérdida de peso, mala absorcién y mala digestion, inflamacion del intestino, nauseas,
vomito, diarrea, dolor intestinal y sudoracién (Olsen, 1974),

El segundo periodo incluye el nacimiento de las larvas, su migracion y la
penetracién de éstas en los tejidos musculares. Este periodo se asocia con dolor
muscular durante la respiracion, la conversacién, el movimiento ocular o durante la
masticacion, edema de predominancia periorbital e inflamacién de los ganglios
linfaticos y en muchas ocasiones se presenta fiebre intermitente (Martinez-Mararion,
1979).

El tercer periodo comprende el encapsulamiento de la larva infectiva con sus
efectos fisicos y toxicos, como deshidratacion y doler muscular. En las infecciones
graves, [a presidn sanguinea puede abalirse y ademas pueden presentarse
desdrdenes nerviosos (encefalitis, pardlisis e incluso coma} como resultado de que las
larvas recién nacidas dafiaron céiulas nerviosas o nervios durante su migracién (Biagi,
1985).

1.4.2 Diagnésiico de la triquinelosis

En el caso de la triguinelosis e! diagnostico clinico es dificil porque puede
presentarse como una infeccién individual o de grupo, ya que puede tener varios
niveles de gravedad y porque puede estar acompariada de un gran nimero de signos
y sintomas que enmascaran la enfermedad (deshidratacién, diarrea, dolor abdominal,
fiebre, dolor muscular, soplos cardiacos, encefalitis y paralisis); ademads, las pruebas
de laboratorio como la biometria hematica (mas de 500 eosinéﬁloslmm:’), las
enzimaticas (presencia de 1, 6-difosfofructoaldosa y deshidrogenasa lictica) vy las
serolégicas (ensayos enzimaticos, hemaglutinacién e inmunofluorescencia indirecta)
son positivas hasta los 15 dias después de haberse iniciado la infeccion (Cabral ef al.,
1990; Pawlowski, 1983).
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Los estudios que se han encaminado a detectar la lriquinelosis en la fase
entérica son escasos, ya que por un lado, en esta fase, el sindrome se confunde con
otros padecimientos como fiebre tifoidea, brucelosis e intoxicacién afimentaria (Cabral
et al, 1989; Martinez-Marafion, 1985) y por otro, los ensayos que se han
instrumentado para detectar a los adultos son de baja sensibilidad y especificidad
(Chapa, 1991).

Algunos aspectos que apoyan el diagndstico clinico-etiologico, son los
antecedentes epidemiologicos de la region, el consumo de carne o productos de cerdo,
la identificacion de miositis y/o de larvas infectivas en biopsia y las pruebas positivas de
laboratorio, (Cabral et al, 1989). En los lugares donde el diagnostico  es
exclusivamente clinico, la triquinelosis puede ser confundida con intoxicacion
alimentaria, fiebre tifoidea, cisticercosis, faringitis, nefritis,  reumatismo,
gtomerulonefritis, amigdalitis, escarlatina, pielonefritis y brucelosis (Cabral et al,, 1989;
“Fragoso, 1981; Martinez-Marafion, 1985; Marinez-Mararion ef al., 1979).

Para realizar el diagnostico etioldgico de la triquinelosis se han empleado
diferentes técnicas como: la triquinoscopia, la digestion del tejido muscutar y el
xenodiagnodstico; pero, no siempre es posible obtener una biopsia, debido a que el
procedimiento es traumatico y al riesgo de infecciones posteriores en o a través de la
herida (Kolata, 1985; Pastrana, 1943; Zimmermann, 1983). Algunos estudios
comparativos han documentado que la sensibilidad del diagndstico etioldgico es del
56% con respecto a la deteccién de anticuerpos (Au ef al,, 1983).

El inmunodiagnéstico para la deteccién de anticuerpos ha sido de gran valor
para apoyar el diagnéstico clinico y para realizar estudios epidemiologicos. Debido a la
versatilidad de esta metodologia, se han empleado varias técnicas como; las pruebas
intradérmicas, la floculacion de bentonita, la fijacién del complemento (sensibilidad
23%), la hemaglutinacién indirecta (sensibilidad 86%), la inmunoflucrescencia indirecta
(sensibilidad 95%), la contrainmunoelectroforesis y los ensayos inmunoenzimaticos
(sensibilidad 99%; revisado en Alcantara et a/., 1992). Sin embargo, como el uso de
técnicas de baja especificidad pueden producir reacciones cruzadas entre extractos
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crudos y anticuerpos inespecificos (Barriga, 1977; Weiner y Price, 1956}, se ha
planteado que el uso de exoantigenos (Gamble, 1984), de antigenos recombinantes
(Yepez ef al, 1995) o del polisacérido tivelosa (Ortega-Pierres et al., 1996) pueden
disminuir las reacciones falso positivas,

Actualmente, los estudios del diagndstico de friquinelosis se enfocan a tratar de
detectar productos circulantes de la larva infectiva (Arriaga et af., 1995; lvanoska ef af,,
1989, Nishiyama ef al, 1992), lo cual tiene una implicacién importante, ya que la
deteccion de antigenos puede emplearse para evaluar tratamientos o para evidenciar
casos asinlomaticos. A nivel epidemioldgico, la deteccion de antigenos podria dar a
conocer areas geograficas con baja, mediana o alta prevalencia; sin embargo, los
ensayos instrurmentados no tienen la sensibilidad ni la especificidad adecuada para ser
una prueba de rutina. (Arriaga et al; 1995; Ko R.C, 1995; Ko et a/., 1994).

1.4.3 Tratamiento de la triquinelosis

Para la erradicacion de los helmintos en la fase intestinal, se ha empleado el
pamoato de pirantel (10 mg/kg, durante cuatro dias), e! mebendazol (200 mg durante
cuatro dias 0 250-400 mg tres veces al dia durante fres semanas) y el albendazol {400
mg/dialtres dias).

Para tratar la fase parenteral, se ha usado de manera exitosa el tiabenzado! en
dosis de 50 mg/kg/dia y el albendazol en dosis de 25 mg/kg/dos veces al dia/10 dias.
Otras drogas como el mebendazol y el fluconazole no han sido Utiles para la
erradicacion del helminte, aunque el primero se ha utilizado a dosis de 200-400
mg/kg/cada 8 h/10 dias (Biagi, 1985; Velasco, 1991). E! tratamiento que se usa es
igual para nifios y adultos, pero esld contraindicado en mujeres embarazadas y
pacientes que han experimentado reaccién alérgica al farmaco de eleccion (Compton
et af, 1993; Pawlowski,1883). En los vivarios se ha empleado el albendazol
(1mg/kgitres dias) de manera rutinaria para la desparasitacion de los animales de
laboratorio (Owen, 1890).
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Para prevenir el choque anafilictico que pueda resultar del nimero de larvas
muertas en el tejidoc muscular, se han usado corticoesteroides (debido a su accién
antinflamatoria, antialérgica y antichoque) durante la etapa inicial del tratamiento
antihelmintico (Andrews ef al,, 1994). La dexametasona se ha empleado en dosis de
0.5 mg/kg/dia durante cinco dias sucesivos (Martinez-Pantaledn ef al, 1986) vy la
prednisona a razén de 40 mg/dia/dos semanas (Compton et a/ ,1993). Sin embargo, se
ha observado que la administracion de corticosteroides para tratar la miositis,
incrementa con frecuencia la viabilidad de las hembras adultas con lo cual, la
larviposicidon puede aumentar y con ello una infeccion masiva (Velasco,1991).

2.0 EPIDEMIOLOGIA

La triquinelosis humana tiene distribucidon mundial. La infeccion en humanos
por Trichinella spiralis ha disminuido en los paises industrializados, pero prevalece en
paises subdesarrollados, en los cuales las bajas condiciones socioeconémicas, la
inadecuada higiene e infraestructura sanitaria, asi como la precaria educacion a la
comunidad y los deficientes servicios meédicos favorecen su  transmisién
{Campbell, 1883: Di Bari ef al 1990). En México no existen datos precisos sobre la
prevalencia y distribucién de esta parasitosis.

Desde 1876, afic en que se identificd a la larva infectiva en una necropsia
humana, se han descrito casos clinicos y verificaciones en autopsias para buscar a ia
larva infectiva de manera rutinaria en tode el mundc (revisado en Campbell, 1983;
Mazzotti y Chavira, 1943), también se han realizado estudios antropolégicos en
momias americanas, en las que se han puesto en evidencia restos que sugieren la
presencia de Trichinella sp. (Reinhard, 1991). Muchos de los estudios que se han
realizado para buscar de manera directa T. spiralis se han hecho en cadaveres de
seres humanos y animales peridomésticos (Martinez-Maraiion et &/, 1974: Mazzotti,
1944; Mazzotli y Alcantar, 1954; Mazzotti y Chavira, 1943; Mazzotti y Nufiez, 1948).
Algunos estudios se han encaminado a buscar la presencia de anticuerpos contra la L1
mediante pruebas intradérmicas en humanos (Mazzotti y Lozano, 1944; Perrin, 1942),
asi como pruebas de diagnéslico serolégico como la floculacién con bentonita (Cabrera
. 1977). Recientemente se han instrumentado técnicas de Biologia Molecular para
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Para prevenir el choque anafilactico que pueda resultar del ntimero de larvas
muertas en el tejido muscular, se han usado corticoesteroides (debido a su accién
antinflamatoria, antialérgica y antichogque) durante la etapa inicial del tratamiento
antihelmintico (Andrews ef al, 1994). La dexametasona se ha empleado en dosis de
0.5 mg/kg/dia durante cinco dias sucesivos (Martinez-Pantaledn et al, 1986) y la
prednisona a razon de 40 mg/dia/dos semanas (Compton et af ,1993). Sin embargo, se
ha observado que la administracién de corticosteroides para tratar la miositis,
incrementa con frecuencia la viabilidad de las hembras adultas con lo cual, la
larviposicion puede-aumentar y con ello una infeccion masiva {(Velasco,1991).

2.0 EPIDEMICLOGIA

La triquinelosis humana tiene distribucién mundial. La infeccion en humanos
por Trichinella spiralis ha disminuido en los paises industrializados, pero prevalece en
paises subdesarrollados, en los cuales las bajas condiciones sociceconomicas, la
inadecuada higiene e infraestructura sanitaria, asi como la precaria educacion a la
comunidad y los deficientes servicios médicos favorecen su  transmision
(Campbell, 1983; Di Bari e! al. 1990). En México no existen datos precisos sobre la
prevalencia y distribucién de esta parasitosis.

Desde 1876, afio en que se identificd a la larva infectiva en una necropsia
humana, se han descrilo casos clinicos y verificaciones en autopsias para buscar a la
larva infectiva de manera rutinaria en todo el mundo (revisado en Campbell, 1983;
Mazzotti y Chavira, 1943); también se han realizado esludios antropoldgicos en
momias americanas, en las que se han puesto en evidencia restos que sugieren la
presencia de Trichinella sp. {Reinhard, 1991). Muchos de los estudios que se han
realizado para buscar de manera directa T. spirafis se han hecho en cadaveres de
seres humanos y animales peridomésticos (Marlinez-Maranon et al, 1974; Mazzotti,
1944; Mazzotli y Alcantar, 1954; Mazzotti y Chavira, 1943; Mazzotlti y Nufiez, 1948).
Algunos estudios se han encaminade a buscar la presencia de anticuerpos contra la L1
mediante pruebas intradérmicas en humanos (Mazzotti y Lozano, 1944, Perrin, 1942),
asi como pruebas de diagnoslico seroldgico como la floculacién con bentonita (Cabrera
. 1977). Recientemente se han instrumentado técnicas de Biologia Molecular para
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detectar acidos nucleicos en muestras de suero de caballos infectados naturalmente
{Yepez, 1996 b).

En México, el primer hallazgo de Trichinella se realizd duranle una autopsia
practicada en la Escuela Nacional de Medicina en el ano de 1891 (revisado en Mazzotli
y Nufiez, 1948). Posteriormente, en 1939, Perrin dascribid 25 casos con larvas L1 en el
diafragma de 200 cadaveres, encontrando una proporcion mas alta en hombres que en
mujeres, todos mayores de 19 afos, desde entonces se han eenaocido verificaciones en
autopsias ( Cuadio 2), casos clinicos y brotes de triquinelosis humana en diferentes
estados de la Republica (Cuadro 3). Entre los estados donde se han documentado
casos de triquinelosis se encuentran: Chihuahua, Zacatecas, Jalisco y Estado de
México. Los estados donde se conoce la existencia de la enfermedad, pero no se ha
documentado son: Durango, San Luis Potosi, Michoacan, Chizpas y Morelos; sin
embargo es hasta la década de los afios 70 en se que inicié el estudio de la
triquinelosis de manera sislematica con fos estudios de Martinez-Marafion,

Cuadro 2: Estudios de Autopsias desde 1939 hasta 1974.

Afo Tamaiio de la Casos/Preva- | Hombref Mujer Edad Referencia
muestra {n) lencia proporcion
21939 200 25 (12.5) 7.5/50 19- 87 Perrin, 1939
1943 600 30 (5.0 ND ND Mazzotli y Ghavira, 1843
1944 400 46 {11.5) ND ND Mazzolli,1944
1674 1000 42 (4.2} 2.8/10.0 6-70 Martinez-Maraién ef af,
1974

ND: No Determinado

Fuente: Correa et af, £5 prensa.
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Cuadro 3: Brotes Oficiales Reportados en México desde 1578-1995,

Periddo | Ndmero | Total | Cascs | Diagndstico Casos Hombre- Edad Referencia
de de | clinicos | serofégico | confirmados Mujer (propercién)
brotes |indivi (porciento) {porciento) | {(proporcicn)
duos
1978-1980 k] 7 4 ND 25% 1.00 oS y adulics Marlinez-

Marafién, 1979

1681-1688 8 o5 46 KD 25% 119 15-44 afics .
158545_\90 9 250 50 160%. 100%. (Efeciuvado 086 < 14-44 .
{Efectuadoen | en 3 bictes)
broie)
1991.1985 7 282 175 27%. {Efectyade | 47%. (Electuado 0.52 < G-44 .
en 3 biotes) en 4 brotes)

+Boletin ¢¢ la Direccidn Geresal ce Epidemiolcgia y Publicaciones cieniificas: Atvarez-Chacén ef al 1632; Catral- Solo ef af 1589,
1960; Fragese-Unibe 1981 Heradncer el af 1992 Maninez-Matahén, 1583, 1985 Maninez-Maahén ¢ al 1979 Madinez-

Pantaletn of al 1986, Salinas-Tebén e! af 1694; Sanlcs-Duran ef af 1492, Sari-Gutiérzez et al 1688; Zamora Chavez el al 1990,
Fuente: Correa et al .En prensa

Las evidencias de gue la parasilosis se distribuye a nivel nacional y que es mas
frecuente en tas regiones rurales que en las ciudades, sen amplias (Cabrera, 1677;
Correa ef al, datos no publicados; Martinez-NMarafion, 1979; Hernandez et al.,, 1992).

Algunos autores han propuesto que la iriquinelosis es un problema de salud
publica porque el numero de casos registrados (mas de 363 entre 1981 y 1990)
podrian colocarla como una de las parasilosis mas importantes del pais {(Martinez-
Maranon, 1983; Yépez y Oriega-Pierres, 1953); sin embargo adn existen areas dentro
de la Republica Mexicana que no han informado de la presencia de esla parasitosis
{figura 4).
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Segun una revision de Martinez-Marafion (1985}, en la Ciudad de México, entre
1891 y 1973 se diagnosticaron por serologia, biopsia o clinica 53 casoes, en los cuales
hubo una ascciacion entre el consumo de carne de cerdo/embutidos y fa enfermedad.

Esa revision indica que los brotes que se presentaron en 1947, se asociaron
con el consumo de salchichas crudas. Enire 1975 y 1982 ocurrieron brotes en el
estado de Zacatecas, en los cuales se involucraron 108 casos con seis defunciones;
los casos se asociaron con el consumo de chorizo crudo. En 1975, un brote en la
Ciudad de México se asccid con el consumo de cecina preparada en Yautepec,
Morelos {Martinez-Maranon, 1885).

A mediados de 1978, en Naucalpan, Estado de México, hubo un brote gue
afectd a cuatro de siete integrantes de una familia, quienes consumieron chorizo crudo
procedente del estado de Durango; el diagnastico eticlégico reveld larvas infectivas en
la biopsia y en el chorize que no se consumid (Mantinez-Marafidn, 1979).

Entre 1974 y 1986 ocurrieron varios brotes en diferentes entidades de Ia
Republica Mexicana y en el Distrito Federal. En este lapso se registraron 160 casos y
nueve defunciones, la mayoria de los casos se confirmaron por biopsia y se asociaron
con el consumo de carne de cerdo procesada en forma de chorizo o “al pastor *
(Fragoso, 1981; Martinez-Maranon, 1979).

Muestras de suero procedentes de sangre periférica de individuos que
estuvieron involucradas en varios brotes entre 1985 y 1989 en diversos lugares del
pais, se remitieron al INDRE, $Sa. para realizar la bisqueda de anticuerpos contra ia
larva infectiva de Trichinella spiralis; 69 de los 163 casos fueron positivos en un
inmunoensayo (Alcantara et al,, 1989).

En 1988, ocurrit un brote en Toluca, Estado de México, el cual se asocié con el
consumo de chorizo. En este estudio se detectaron anticuerpos contra [a larva en el
100% de los casos desde la tercera semana post infeccion. También se detectaron
anticuerpos anti-adulto y anti-LRN en el 43% y en el 68% de los suercs
respectivamente (Salinas, 1994).
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Uno de los brotes mas recientes (1991) ocurrié en Ciudad Delicias, Chihuahua,
el cual, se asocit con el consumo de chorizo preparado con carne de un cerdo que fue
cerlificada con el sello de inspeccién sanitaria. En este brote hubo una sola defuncion
de entre 167 personas afectadas, de las cuales, el 86% cursaron con mialgias, el 73%
con edema facial, el 75% con leucocitosis, el 60% con eosinofilia y todos con malestar
general, El 86% de 21 pacientes cursaron con electromiografia anormal, El diagnéstico
se realizo clinicamente y mediante biopsia en 59 pacientes (Hermnandez ef al., 1992).

En mayo de 1984 se presenté un brote en Chalco, Estado de México, para
apoyar el diagnostico clinico se remitieron al INDRE 48 sueros de individuos
involucrados, 12 con sospecha clinica y 36 de convivientes. En los sueros de los
individuos con sospecha clinica, se detectaron anticuerpos en siete de ellos por ELISA
e IET y en tres solo por IET; dos sueros fueron negativos por ambas técnicas. £n los
sueros de los convivientes, se detectaron anticuerpos en dos por ELISA e IET y en uno
por IET, los 33 sueros restantes fueron negativos (Correa ef al,, datos no publicados).

Aunque existe una gran diferencia entre el nomerc de casos diagnosticados por
periodo y regién, el hecho es que la presencia de broles de triquinelosis es comun en
México: de 1891 a 1973, 55 casos (en 80 afios); de 1974 a 1983, mas de 250 (en 9
anos), de 1985 a 1989, 69 casos (Alcantara et al; 1989); de 1989 a 1994, mas de 250
{Alcantara et al, 1989; Correa et al., datos no publicados; Martinez- Maranon, 1985;
Salinas, 1994).

Algunos estudios de prevalencia, llevados a cabo mediante el examen de
muestras de musculos obtenidas en autopsias médico-legales efectuadas entre 1972 y
1873 en la Ciudad de México (Martinez-Maraiion, 1974) y mediante fa reaccion de
floculacion con bentonita en Chiapas han indicado una prevalencia de 4.2 y de 2.4%
respectivamente (Cabrera, 1977, Martinez-Maraién, 1974).

En México la triguinelosis es una zoonosis que se considera como una
enfermedad de tipo epidémico, porque se presenta en forma de brote; sin embargo,
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aln no se han realizado estudios sisteméaticos que consideren ef contacto entre ef ser
humano y el helminto, por ello, estos antecedentes nos llevaron a plantear los objetivos
para la realizacién de este trabajo.
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1987 - 100 197811979 -79

1985- 18 {7 brotes)

1992 - 166 1987 - 18
1986 - 65

1887 - 4
1988 - 19

1980 - 10
1982- 6

197¢- 7
1985 - 17
1986 - 1
1992. 1
1993 - 26
1994 - 60
(2 brotes)

Figura 4. Brotes y casos de triquinelosis en la Republica Mexicana, En la figura se muestra e!
numeros de personas involucradas en brotes de triquinelosis oficialmente registrados en forma de
articulos cientificos o como reportes de epidemia en la Direccién General de Epidemiclogia, de fa
Secretaria de Salud (México), durante el periodo comprendido entre el afio de 1978 al ado de 1994. La
figura es una modificacion de iz originalmente reportada por Correa y colaboradores (en prensa).
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Juxiificacion

3.0 JUSTIFICACION

Considerando que en México el consumo de carne de cerdo y de animales
silvestres es generalizado, que las condiciones de crianza son deficientes y que la
matanza clandestina es muy frecuente, es posible suponer que la transmisién de
Trichinella spiralis
podria ser mucho mas frecuente de lo que se tiene registrado, por lo que ta realizacion
de un estudio epidemiolégico de corte transversal para detectar anticuerpos contra la
larva infectiva de Trichinella spirafis en una regién rural y porcicola como Cerritos en el
estado de SLP podria dar evidencia del contacto entre el ser humano y el helminto;
esto es porque se tiene el conocimiento de que en dicho municipio la cria de cerdos a
nivel familiar es una practica comun, cuenta con un rastro municipal pero no con
inspeccion sanitaria, la crianza y venta clandestina de cerdo es comun y ademas las
condiciones de saneamiento basico son deficientes.
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abjetivos

4.0 OBJETIVOS

* Determinar la seroprevalencia de anticuerpos contra la farva infectiva de
Trichinelia spiralis en una poblacién aparentemente sana de San Luis Potosi,
mediante un estudio epidemiolégico de corte transversal, usando un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) como prueba tamiz, y como prueba confirmatoria
inmunoelectrotransferencia (IET).

* Detectar los factores biologicos, socioecondmicos o cullurales de la pobilacién

en el estudio epidemiolégico que se encuentren asociados con la presencia de
anticuerpos conira la larva infectiva de Trichinella spiralis.

24



materiales y métodos

5.0 MATERIALES Y METODOS
5.1 POBLACION DEL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO
Ubicacion del municipio

El municipic de Cerritos, San Luis Potosi, se localiza en las coordenadas
geograficas latitud norte 22°15' a 22°36', longitud oeste 100°01' a 101°31’ a una altura
de 1,553 metros sobre el nivel del mar. Colinda al norte con el municipio de
Guadalcazar, a! sur con Villa Judrez, al este con Ciudad del Maiz, al oeste con Villa
Hidalgo, al suroeste con Armadillo y San Nicolas Tolentino. Cuenta con 39 localidades,
de las cuales las mas imporiantes por su poblacién son: Cerritos, Joya de Luna, Ojo de
Agua, Derramaderos, E|l Sauz, San Pedro, Palo Seco, Mezquites, Tepetate, San
Bartolomé, Puerta del Rio, El Tepozén, Estacion Montafia y Estacion Villar {revisado en
Alcantara, 1995).

Obtencién de Muestras de Suero a Partir de Sangre Periférica

La sangre se obtuvo a partir de un muestreo aleatorio de individuos voluntarios,
residentes de la poblacidén de Cerritos por mas de un afio, excluyendoe a las personas
menores de 14 afos. Se obtuvieron por veﬁopuncién 5 mL. de sangre de cada
participante, después se separd el suero del coagulo por centrifugacion a 1200 xg y se
congelé a -20°C hasta su uso. La toma de muestra se llevd a cabo de manera
domiciliaria, en las secundarias y en los centros de salud de las diferentes localidades.
El célculo para estimar el tamaiic de la muestra representativa de la poblacion, lo
realizé el epidemidlogo Juan Aranda', mediante el uso del programa epidemiolégico
Epi-lnfo (Centro de Control de Enfermedades de Atlanta, CDC), quien estimé que la
poblacién residente era de 14,000 habitantes, de acuerdo al censo de Poblacion y
Vivienda de 1993 y suponiendo una prevalencia de triquinetosis igual al 2%, (la mitad
de la prevalencia reportada en los estudios epidemioldgicos realizados por Martinez-
Marafion en cadaveres en 1974= 4.2%), el tamafo de muesira fue de 800
participantes, pero se muestre6 a 954 individuos por razones de donacién y porque se
tuvo el acceso para realizarlo.

'Juan Aranda, M. C., epidemitlogo de la Subjefatura de Servicios de Salud Poblica del IMSS.
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Encuesta Epidemiolbgica.

Los sueros fueron colectados por el epidemiblogo, quien aplicé un cuestionario
de aspecto socio-econdmico a cada uno de los participantes. El cuestionario, ademas
de contemplar datos de identificacion, caracteristicas de la vivienda y sintomas
sugerentes de la parasitesis, también considerd algunos eventos que se asocian a la
transmisidbn de pardsitos. Esta encuesta se realizé con la finalidad de buscar
asociacion entre la positividad al inmuncensayo y algun evento socioeconémico o
biolégico, como se describe a continuacion:

Factores sociocullurales.

Incluyen el tiempo de residencia en la zona, las condiciones de la vivienda, el contar
con drenaje u otro y el hacinamiento.

Factores bjologicos.

incluyen la edad, sexo, el tipo de alimentacidn, el estadc de salud al momento de la
encuesta y la convivencia con cerdos.

Faclores de sanidad.

Incluye la practica de fecalismo al aire libre y los habitos higiénicos.

Criterios de seleccién, inclusién y exclusion de la muestra.
Criterios de Inclusién.

-Ser mayor de 14 afios al momento de [a toma de muestra,
-Tener por lo menos un afo de residencia en la zona al momento de la toma de
muestra.

-Ser derechohabiente al programa IMSS-Solidaridad.
-Responder a la encuesta.

Criterios de Exclusién.

-Ser menor de 14 anos.

-No aceptar la toma de muestra.

-No responder a la encuesta.

-Individuos con muestra insuficiente.

-Individuos con muestra pero sin haber respondido a la encuesta.
-Individuos con encuesta pero sin muestra.

26



materiales y métodos
5.2 MANTENIMIENTO DE Trichinella spiralis

El ciclo de vida de Trichinelfa spiralis se mantuvo en 5 ratas macho Wistar de 3
meses de edad y 300 gramos de peso, las cuales fueron criadas en el vivario del
INDRE. Los animales se alojarcn en jaulas de plastico de 1.20 m x 0.70 m x 0.40 m
con aserrin estéril; se alimentaron ad fibifum con agua y alimento condensado ambos
estériles. Cada animal se infecté con 7,000 L1 por via oral, obtenidas a partir de la
digestién del musculo esquelético de una rata infectada previamente.

Una rata sin inocular fue colocada dentro de cada una de las cajas de las ratas
infectadas, como testigo negativo. A fos 35 dpi cada una de las ratas se anestesié con
cloroformo y se sangraron a blanco por puncién cardiaca; mediante necropsia, se
disectd la cabeza, las visceras y la piel, la lengua y el muisculo esquelético se
prepararon para someterse a la digestion enzimatica para obtener las larvas.
Adicionalmente, para realizar la triquinoscopia a cada animal se le retird un gramo de
diafragma, el cual se comprimio entre dos vidrios de 10cm x 5em x 0.2cm y se observa
en un microscopio estereoscopico a 100X para identificar la presencia de larvas.

5.3 DIGESTION ARTIFICAL

Para esta técnica se hizo lo siguiente;

Se mezclaron 0.1 g de pepsina, 0.1 mL de HCI con una pureza de 38%
(densidad 1.18g/cm3 a 25°C) y 10 mL de agua destilada por cada gramo de carne
(fragmentos de aproximadamente 0.3 cma) y se agitaron de manera continua durante 4
h a 37°C. Luego, el material digerido se filtré a través de una gasa colocada en la boca
de una copa de precipitacion. Después de 30 minutos se colectaron las larvas
sedimentadas, las cuales se lavaron varias veces con una solucion amortiguadora de
fosfatos 0.01 M con NaCl 0.015 M pH 7.2 {PBS). Para descartar el sobrenadante, se
centrifugd a 1,613 xg durante 5 min. a temperatura ambiente; con una pipeta Pasteur
se extrajo el excedente de lejido. Finalmente, las larvas se sometieron a un gradiente
trifasico de dextrosa (20, 40 y 80%) y se dejaron reposar por 15 min. para purificarlas
de los restos de tejido de la rata. Las larvas se obtuvieron de la interfase de 20-40% y
se repitieron los lavados con PBS para eliminar el exceso de dextrosa. Las larvas se
suspendieron en 10 mL de PBS y se tomaron 10 pl para contarlas, el promedio de tres
cuentas se intrapold para conocer el nimero total de larvas.
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5.4 PREPARACION DEL EXTRACTO SOLUBLE ANTIGENICO (ESA)

Se prepara siguiendo la técnica descrita por Parkhouse et af 1981. El antigeno
de Trichinella spiralis es un extracto soluble total de la larva infectiva (ESA); para
preparar el antigeno, se obtuvieron mediante la digestion artificial del misculo
esquelético de una rata infectada experimentalmente, doscientos cincuenta mil larvas,
estas se resuspendieron en 4.0 mL de tris hidroximetil aminometano (tris-base; Bio
Rad) 10 mM pH 8, que contenia 200 pg de L-1-tosilamida 2-feniletil cloromeltil cetona
{TPCK; Sigma), 200 pg de N-o-p-tosil-lisina clorometil cetona (TLCK; Sigma) y 40 plL
de fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF; Lakeside) 100 mM.

t.as larvas se homogenizaron con un triturador de tejidos manual en frio durante
15 min. se agregaron 960 ul. de desoxicolato de sodio (Gibco) 10% en tris-base 10 mM
pH 8 y se homogenizé durante 15 min. mas. Se dejé reposar en frio durante 20 min. y
finalmente se centrifugd a 15,000 xg a 4°C durante 30 min. Se tomé el sobrenadante y
se cuantificd la concentraciéon de proteinas mediante el métode colorimétrico de
Bradford {Bradford, 1976). El antigeno se almacené a -20°C y luego a -70°C hasta su
uso.

5.5 PRODUCTOS DE EXCRECION Y SECRECION DE LA LARVA INFECTIVA

Las larvas se aislaron por digestién artificial con pepsina-HCI 1% como se hizo
para el ESA; después de contarlas y purificartas se hicieren cinco lavados con PBS
estéril que contenia una mezcla de antibidticos (500 U/mL de penicilina y 500 pg/mL de
estreptomicina por litro de PBS), centrifugando a 1,613 xg durante 5 min a temperatura
ambiente, descartando el sobrenadante en cada ocasién. Después, se hicieron dos
lavados con medio de cultive RPMI 1640 (Gibco) que contenia 100 U/ml de penicilina y
100 pg/mi de estreptomicina por litro de medio.

Se cultivaron 10,000 larvas en 100 pl. de medio de cultivo por pozo en placas
para cultivo de 96 pozos (Corning), a 37°C en una atmdsfera de 95% de aire y 5% de
CQ, durante 48 h. Se revisd al microscopio diariamente el cultive para verificar que no
existiera contaminacion bacteriana; cada 24 h el medio de cultivo se recuperaba segtn
virara de naranja a ambar y se sustituyd con medio fresco. La recuperacién de medio
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se realizo de cuatro a cinco veces, dependiendo de la motilidad e integridad de las
larvas.

Todo el medio recuperado se juntd y concentrd por 6smosis contra azdcar, luego
se dializo contra PBS por una noche y se determind concentracion de proteinas. Se
adicionaron 200 pg de TPCK, 200 pg de TLCK y 40 ul. PMSF por cada 4 mL de
productos de excresion y secrecién (PES). El antigeno se almacend primero a -20°C y
luego a -70°C hasta su uso.

5.6 TECNICAS INMUNOENZIMATICAS
5.6.1 EFnsayo inmunoenzimatico para la deteccién de anticuerpos (ELISA)

Esta técnica se realizé de acuerdo a la descrita por Voller ef al. {1974) y
modificada por Alcantara et al. (1989) para el diagndstico de triquinelosis humana. Los
pozos de las placas de microtitulacion (ELISA) (Costar) se sensibilizaron toda una
noche a 4°C con 100 pL por pozo de una solucién de antigeno diluido en una solucién
amortiguadora de carbonatos 0.1 M pH 9.8. Cuando se utilizé el antigeno ESA, este se
diluyé a 5 pg/mL y cuando se utilizaron los PES, estos se diluyeron a 1 pg/mL.

Entre cada incubacion los pozos se lavaron con PBS-tween 200 ul/pozo, cuatro
veces durante cuatro minutos en cada ocasidn. Los sjtios libres de los pozos, se
bloguearon con una solucidn de albdmina sérica bovina (Sigma) diluida al 1% en PBS-
tween durante 2 h a 37°C.

Posteriormente se colocaron 100 pl/pozo de cada suero problema asi como los
de los sueros testigo negativos y positivos por duplicado a una dilucion 1:2000 en
PBS-Tween y se incubaron durante 2 h a 37°C.

Se colocaron 100 pl/pozo del conjugado de cabra anti-IlgG humana acoplados
con fosfatasa alcalina (Sigma) y se incubé a 37°C durante 2 h.

Para revelar e! conjugado de fosfatasa, se agregaron 100 ul/pozo de una
solucién que contenia 7.5 mL de dietanolamina (dietanclamina al 10% 97 mlL,
MgCl,;6H,; 0 0.1 g y agua destilada 800 ml, pH 9.8), dos tabletas de 5 mg de p-
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nitrofenilfosfato (Sigma) y 2.5 mL de agua destilada. Se incub6 a 37°C, durante 30 min.
La reaccion se detuvo agregando 100 ul/pozo de NaOH 1 N. Los valores de
absorbancia se tomaran en un lector para ELISA a 405 nm,
5.6.1.1 Punto de corie en ef ELISA.

Para diferenciar entre muestras negativas y positivas se obtuvo un punto de
corte, el cual es un valor que marca esa diferencia para el estudio epidemioldgico. El
punto de corte se consideré como el promedio de los valores de absorbancia de 90
sueros donantes sanos provenientes de la zona de estudio, al cual se le adiciono el
valor de 3 desviaciones estandar (x+3o-1), con lo cual se consideré que el 89.74% de
la poblacién muestreada presentaba absorbancias menores o iguales al valor asi
calculado (De groot, 1988). Todas las muestras con valores iguales o mayores al valor
de corte se consideraron positivas.
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5.6.2 Inmunoelfectrotransferencia

Electroforesis en geles de poliacrilamida:

El antigeno se sometié a electroforesis en geles preparativos de poliacridamida-
dodecil sulfato de sodio al 12% en condiciones reductoras, de acuerdo a la técnica
descrita por Laemmli (1970). Se utilizé un sistema discontinuo de dos geles; el primer
gel (gel superior} concentra fa muestra y el segundo (gel inferior) separa las proteinas.

Para preparar el gel separador, se mezclaron las soluciones en un matraz Erlen-
Meyer, tal y como se muestra en el cuadro 4.

Cuadro 4. Soluciones para preparar el gel separador de poliacrilamida

I GEL SEPARADOR
solucién volumen {(ml)

acrilamida 30%-n,n'-metileno-bis-acrilamida 0.8% 11.00

tris hidroximetil aminometano 2 M pH 8.8 6.00
sds al 10% 0.30 "
agua destilada 1175 I
persulfato de amenio (10 mg/mL} 0.50 1l
n,n,n’n"tretametilendiamina 0.030 il

Se colocaron aproximadamente 10 mL de esta mezcla entre dos cristales de 7.3
x 10.2 c¢cm usando separadores de 1.5 mm de espesor, evitando la formacidén de
burbujas. Después de Ia polimerizacion del gel, se elimind el exceso de solucién no
polimerizada con papel filtrc ¥ se colocé un peine de plastico de 2 carriles, uno para el
marcador de pesos moleculares (Bio-Rad) y el otro para el antigeno.

Para preparar el gel concentrador, se mezclaron en un matraz Erlen-Meyer las
soluciones tal y como se muestra en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Soluciones para preparar el gel concentrador de poliacrilamida.

GEL CONCENTRADOCR
solucion volumen (ml)
acrilamida 30% - bis 0.8% 3.50
I tris hidroximetil aminometano hidrockrido 2M pH 6.8 0.65
sds al 10% . 0.10
agua deslilada 11.50
persulfato de amonio (10 mg/mL) 0.20
n,n,n'n’-tretametilendiamina 0.010

La mezcla se colocd sobre el gel separador, procurando evitar la formacién de
burbujas. Después de la polimerizacion se quitd el peine y se elimind el exceso de
solucién no polimerizada, dejando secos los carriles para colocar las muestras,

Se emplearon 500 pg de preparacion de antigeno (ESA o PES), diluidos en un
volumen igual de una solucién para separar las proteinas {SDS 10%. 1 mL: acido
etilendinitrilotetraacético, 7.4 mg; glicerina, 1 mL; tris hidroclérido 2 M pH 6.8, 250 pl;
azul de bromofenol y agua destilada para completar 10 mL). Cada mililitro de la
solucion para separar las proteinas, se mezcld con 100 pl. de p-mercaptoetanol (Bio
Rad) y se procedid a hervir en bafio maria por 10 min.

La electroforesis se efectudé en una cdmara para electroforesis Mini-Protean |
(Bio-Rad), en presencia de una solucién amortiguadora (tris hidroximetil aminometano,
3.6 g; giicina, 27.6 g; SDS 10%, 12 mL; agua destilada, 1,500 mL), aplicando una
corriente de 10 mA por gel durante 3 h en refrigeracion,

Electrotransferencia:

Después de la electroforesis, la transferencia se llevé a cabo de acuerdo con el
método descrito por Towbin ef al. (1979). El gel se colocé en un recipiente con el
amortiguador de transferencia (tris hidroximetil aminometano, 3.08 g; glicina, 14.48 g;
metancl, 200 mL, agua destilada, 800 mt) durante 15 min. En el mismo recipiente se
colocod el papel de nitrocelulosa (NC) de 0.45 pm de poro (Schleicher and Schuell) y
aditamentos de la camara de transferencia (Sigma). La transferencia se llevd al cabo
con una corriente de 400 mA, durante 70 min a 4°C.
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La membrana se tiRd con rojo de Ponceau (Sigma) al 0.2% en acido

trictoroacético 0. 3% (Merck) para observar si la transferencia de las proteinas fue

adecuada y fa tira con los marcadores de peso molecular se cortd; se lavd con agua

destilada para ellmlnar el exceso de colorante y se bloqued con leche descremada
(Sveltes, Nestle® ) al 5% en PBS-tween por toda una noche a 4°C.

Ensayo Inmunoenzimético:

La membrana de nitrocelulosa se lavé tres veces con PBS-tween y dos veces
con PBS durante cinco minutos en cada ocasién. Se cortaron tiras en sentido vertical
de 0.4 mm de ancho y cada una se incub6 en una camara para microincubaciones (Bio
Rad) con un suero diluido 1:50 en PBS-tween durante 2 h a temperatura ambiente en
agitacién continua. Después de realizar los lavados, las tiras se incubaron con un
conjugado de anticuerpos de cabra anti-gama globulinas totales de humano acoplados
con peroxidasa (Sigma) diluido 1:1000 en PBS-tween.

Después de los lavados, la reaccién se reveld empleando 50 mg de
4-cloro-1-naftoi {Sigma) diluide en 10 mL de metanol, 50 mL de PERS ¥ 5 uL de H;0; al
30%. Una vez que aparecieron las bandas, el substrato se retird y la reaccion se
detuvo con agua destilada. Las tiras se secaron sobre papel filtro,
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57 VANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el analisis estadistico tanto para elegir el tamafio de muestra,
como para evaluar los factores de riesgo asociados a triquinelosis, se utilizo el
programa de computo epidemioldgico Epi-Info (Centro para el Control de
Enfermedades, CDC Atlanta) y el programa comercial Egret; tomando como criterios
de asociacion el calculo de intervalos de confianza al 95% vy la Razén de Momios (RM),
el cual es un parametro dado por un rango cuya funcién es estimar la asociacion en
estudios de corte transversal. E! criterio a seguir es que si RM es mayor a 1, el factor
tiene asociacion estadistica positiva con la variable en estudio (positividad a
anticuerpos en este caso) y conforme se incrementa su valor, la asociacién también
crece. Cuando se obtienen valores menores a 1, indica que no hay asociacién o puede
decirse que la posesion del factor tiene un efecto protector frente a la variable en
estudio.

El modelo matematico que sigue la Razén de Momios es el siguiente:

RM= (P1/q1) (P2/q2) = P1q2/P2/g1 = ad/bc
donde, si un suceso tiene lugar con una probabilidad P, la razén P/q significa la
probabilidad que existe a favor de que tal suceso tenga lugar, por tanto, q=1-P. En este
caso, la probabilidad de enfermedad entre animales expuestos es P1/q1 y la
probabilidad entre no expuestos es P2/q2 ( revisado en Tapia, 1995)

En el estudio epidemioclogico se buscd asociar la presencia de anticuerpos con
eventos biolégicos y socioeconomicos a través de un analisis univariado para conocer
las variables de mayor asociacion. Después, para comparar los resultados serologicos
positivos con los eventos (factores) asociados a anticuerpos se usd un analisis logistico
o0 bivariado, el cual utiliza la razén de momios con intervalos de confianza al 95% y las
pruebas de Fisher exacta y X? corregida por Mantel- Haenzel.
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6.0 RESULTADOS

6.1 PRODUCCION DE ANTIGENOS

Se produjeron en el laboratorio dos tipos de antigenos: uno es un extracto
soluble anligénico (ESA) y otro son los productos de excrecion y secrecion (PES) de la
larva infectiva para ser utilizados como antigenos en las técnicas inmunoenzimaticas.
El corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida-SDS al 12% del ESA y de los
PES, revel6 la presencia de més de 20 bandas proteicas en la primera preparacion y
mas de 10 en la segunda; en ambos casos, las proteinas se distribuyeron entre los 14
y 97 kDa (figura 5}. En los PES se observé una banda de aproximadamente 62 kDa
que, aungue muy abundante, no fue antigénica.

aDs | ESAI PES |
.

Figura 5. Perfil proteinico de componentes del extracto soluble antigénico y los productos de
excrecién y secrecién de la larva infectiva de Trichinella spirafis. Las proteinas del extracto soluble
antigénico (ESA) y de los productos de excrecién y secrecion de la larva infectiva, se separaron en geles
de poliacriiamida SDS al 12%, de acuerdo a lo descrito en la seccion de Materiales y Metodos. Las
protetnas se tifieron con solucion de plata 1040{3750)(Bio Rad). Ei peso molecular de los marcadores
empleados como estandares, se indica a la izquierda de 1a figura,
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6.2 ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO
6.2.1 Deleccién de anticuerpos por ELISA empleando ESA

Por este ensayo se encontré que 18 de 954 muestras reaccionaron con el
antigeno. En la figura 6 se muestra la distribucion de Ia frecuencia de las absorbancias
de los 854 sueros, en donde se observan dos poblaciones, la primera de mayor
tamano que corresponde a los sueros cuyas absorbancias eran menores al punto de
corte (0.1435); la segunda corresponde al grupo de los 18 sueros positivos. Con estos
datos se calculd una prevalencia de anticuerpos contra Trichinelfa spiralis del 1.9%
(cuadro 8).

frecuencia {%)
60

50
40 |
30 |

20

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
rango de absorbancia
a 405 nm
Figura 6. Distribucién de la frecuencia de las absorbancias a 405 nm de 954 sueros provenientes
del municipio de Cerritos, SLP. Las muestras de suero se analizaron por ELISA, empleando un extracto

crudo (ESA) de la larva infectiva de Trichinella spiralis. Dieciocho sueros reaccionaron con este extracto
(Absorbancia> 0.1435).
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6.2,2 Reactividad de los sueros positivos hacia el ESA por IET

La reactividad de los 18 sueros ELISA/ESA positivos junto con el 10% de los
sueros ELISA/ESA negativos (96 sueros seleccionados de manera aleatoria) se evalud
por IET, confrontandolos con el ESA (figura 7). Los sueros positivos reaccionaron con
bandas de entre 38 y 104 kDa, las cuales comrespondieron con el peso molecular de
las bandas antigénicas del patrén que caracteriza la respuesta humoral de los
pacientes con triquinelosis, descrito previamente por Alcantara y Correa (1993). El
cuadro 6, muesira que el mayor nimero de bandas reconocidas por los sueros
positivos fue de nueve y el menor de dos. No se encontrd correlacian entre los valores
de absorbancia de las muestras ELISA/ESA positivas y el numero de bandas
reconocidas (r°=0.164). Solo un suero del grupo de negativos reaccioné con el
antigeno, el cual reconocid una banda de 59 kDa (figura 7; carril 8 de izquierda a
derecha del grupo "negativos”).
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Figura 7. Inmunoelectrotransferencia de fos sueros ELISA/JESA positivos y de algunas muestras
ELISA/ESA negativas. La reactividad de los sueros se analizé, empleando un extracto crudo de la larva
infectiva de Trichinella spiralis. Los sueros ELISA/ESA positivos se muestran en el grupo “positivos”,
algunos sueros del grupo ELISA/ESA negativos se agrupan en “negatives”. Del lado izquierdo
de la figura se muestran dos sueros de pacientes con triquinelesis (+) y del lado derecho tres sueros de

- personas sanas (-). En el grupo "negatives” se observa que un suero feconocid una banda de 59 kDa
(carril 6, asterisco). Los pesos moleculares de referencia se indican a la izquierda de 1a figura.
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Cuadro 6. Nuimero y peso molecular de las bandas reconocidas en IET/ESA por los
sueros del estudio epidemioldgico en relacién a su absorbancia a 405 nm en

ELISA/ESA (presenta el mismo orden de la fotografia)

" ELISA/[ESA | SUERO| BANDAS RECONOCIDAS £N TOTAL DE ABSORBANCIA A

EL ESA PORIET BANDAS 405nm

97 93, 59, 54,52 50,42 6 0.211

l 100 66, 59,54, 50 4 0.183
139 77, 66, 54 3 0.167

1 173 63, 54 2 0.535
211 73 63,59, 54, 4 0178

286 66, 59,54, 50 4 0.358

358 77,7366, 54, 50,4238 7 0.776

362 77,73,66, 54, 504238 7 0.559

positivos 465 7773, B3, 54 38 5 0.337
476 B3, 54, 50,42,38 5 0.259

558 [93.77.73, 63,59, 54,5250, 238 g 0.158

559 |93,77,73, 63, 38 5 0.294

581 54, 42 2 0.337

623 54, 50 2 $.18Q

6859 54, . 50,42, 4 0.201

665 59,5452 3 0.468

671 €6, 52 2 0.284

705 63, 52 2 0.281
negativos 320 59 1 <0.1435

ELISA= ensayo inmunoenzimatico
ESA= extracto soluble antigénico
IET= inmunoelectrofransferencia
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Con base en los datos del cuadro 6, se construyd un grafico de frecuencia de
reconocimiente de bandas, en el que se observa que el 83.3% de los sueros
ELISA/ESA positivos reconocieron la banda de 54 kDa. La banda de 93 kDa fue la
menos reconocida (16.6%), mientras que la banda de 104 kDa, no fue reconocida
(figura 8).
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Paso molecular de la banda

Figura 8. Frecuencia de reconocimiento de antigenos de Trichinella spiralis por IET. El analisis de
frecuencia se realizé con base en el nimero de sueros que reconocieron una determinada banda en el
extracto crudo de |a Jarva L. Las barras obscuras corresponden al grupe de sueros ELISA/ESA positivos
(n=18), las barras blancas corresponden al grupo de sueros ELISA/ESA negativos (n=94).

La sensibilidad y la especificidad de la IET, con respecto al ELISA empleando
ESA fue del 100 y del 99%, respectivamente ya que, por un lado, todos los sueros
ELISA/ESA positivos reconocieron al antigeno ( cuadro 8) y, por el otro, no se descarta
la presencia de anticuerpos de reaccién cruzada en el svero ELISA/ESA negativo. Con
estos resultados, se calculd que la prevalencia de anticuerpos seria similar a la que se
calculé por ELISA (cuadro 9).
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6.2.3 Reactividad de los sueros positivos hacia los PES por ELISA

Con esla técnica se analizaron los 18 sueros ELISA/ESA positivos y 10% de las
muestras ELISA/ESA negativas, 10 sueros del primer grupo fueron positivos y ninguno
de los suveros que integrd el segundo grupo fue positive {cuadro 8). No hubo
correlacion entre las absorbancias de las muesiras ELISA/ESA positivas v las
ELISA/PES positivas (*=0.55). Para este ensayo, se calculé una sensibilidad del
55.6% y una especificidad del 100% con respecto al ELISA/ESA. Con esta
combinacién de técnica y antigeno se calculd una seroprevalencia de 1.0% (cuadro 9).

6.2.4 Reactlividad de los sueros positivos hacia los PES por IET

Quince de los 18 sueros ELISA/ESA positivos (cuadro 8), reconacieron un
duplete de 59 y 54 kDa y/o una banda de 38 kDa; el suero |[ET/ESA positivo del grupo
ELISA/ESA negativos reconocié una banda de 38 kDa. El resto de los sueros del grupo
negativo no reacciond con los PES (figura 8).

Para analizar la frecuencia de reconocimiento de las bandas antigénicas de los
PES en IET se elaboraron el cuadro 7 y la figura 10, en las cuales se observd que el
82% de los sueros positivos por IET/PES reaccionarcn con un duplete de 54 y 59 kDa,
aunque solamente el 45% de ellos reconocié de manera exclusiva este duplete. No
hube correlacion entre los valores de absorbarncia par ELISA/PES de las muestras y el
nimero de bandas reconocidas por IET/PES.
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KDA |+ positivos

Figura 9. Patrén de reconocimiento antigénico de los productos de excrecion y secrecion de la
tarva infectiva de Trichinella spiralis por los sueros ELISA/ESA positivos y los sueros ELISA/ESA
negativos. La reactividad de los sueros se analizd por JET, de acuerdo a la técnica descrita en la seccion
de Materiales y Métodos. Los sueros ELISA/ESA positivos se agruparon como “positivos” y solo se
muesiran alguno de los sueros ELISA/ESA negativos, agrupados come “negativos™. En la figura se
observa que un suero negativo reacciond con una banda de 38 kDa (carril 6 de izquierda a derecha). Del
lado izquierdo de la figura se observa la reaccion de dos sueros de pacientes con triquinelosis (+) y del
lade derecho [a reaccidn de cinco sueros de personas sanas {-). €l peso molecular de las proteinas que
se utilizaron como esténdar se indica a la izquierda de la figura.
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Cuadro 7. Nimero y peso molecular de las bandas reconocidas en IET/PES por los
sueros del estudio epidemioldégico en relacidon a su absorbancia a 405 nm en

ELISA/PES (presenta el mismo orden de fa fotografia).

MUESTRA | SUERO | BANDAS RECONOCIDAS EN TOTALDE | ABSORBANCIA A
ELISA/ESA EL ESA POR IET/ES BANDAS 405nm ELISA/ES
97 59,54 2 0.062
100 59,54 2 0.008
{ 138 0 0.063
173 5954 2 0.446
211 59.54 2 0.062
296 38 1 0.223
358 0 0.260
362 38 1 0.346
positivos 465 [63,59,54 3 0.162
476 |63,59,54, 38 4 D.046
l 558 [63.59.54 3 0.123
559 |63,59,54 3 0.031
581 0 0.138
623 ) 0.148 i
659 5 1 0.000
665 42.38 2 0.023
671 59,54 2 0.254
705 42,38 2 D.146
negativos 320 38 1 <0.092

ELISA:ensayo inmunoenzimatico
ESA= extracto soluble antigénico
IET= inmunoelectrotransferencia

Como sclo 15 de 18 sueros ELISA/ESA positivos, se confirmaron en IET/PES
(cuadro 8), se estimd que la correlacion entre estos ensayos/antigenos es del 83%. El
suero ELISA/ESA negativo que reconocié una banda en el IET/ESA, reconocié una
banda de 38 kDa por IET/PES (figura 9; tira 6 de izquierda a derecha del grupo
“negativos”), con lo cual se calculd que la especificidad del ensayo seria del 99%. Con
estos datos se calcul6 que la prevalencia de anticuerpos seria del 1.6% (cuadro 9).
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Numero de sueros
0 & N W st N B W
—t ——

38 42 50 54
Peso molecutar de la banda

Figura 10, Frecuencia de reconocimiento de antigenos de los productos de excrecidn y secrecion
de la larva infectiva Trichinella spiralis por IET. El andlisis de frecuencia se realizé con base en el
numerg de sueros que reconocieron una determinada banda en fos productos de excrecion y secrecion.
Las barras obscuras corresponden al grupo de suerps ELISA/ESA posilivos (n=18), las barras blancas
corresponden al grupo de sueros ELISA/ESA negativos (n=94).
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Cuadro 8. Numerc de sueros positivos reconacides en los ensayos ELISA/JESA/PES vy

en |[ET/ESA/PES del total de 954 sueros del estudio epidemioldgico.

ENSAYO/ANTIGENO SUEROS(':?S'T'iOS :ggi%i oDsE(lé 6G)mupo
ELISA -ESA 18 + _ T
ELISA- PES 10+ ]

IET-ESA 18+ 14

[ET-PES 15+ ]

ELISA= ensayo inmunoenziméatico. ESA= extracto soluble antigénico
IET= inmunoelectrotransferencia, PES= produclos de excrecian secrecidn,

Cuadro 9. Prevalencia de anticuerpos a-Trichinella en Cerritos, SLP empleando dos
preparaciones antigénicas de la larva infectiva y dos técnicas inmunoenzimaticas.

Ensayofantigeno sensibilidad e_speciﬁcidad prevalencia
ELISA-ESA ™ - - 1.9
ELISA-PES 55.56 100 1.0
[ET-ESA 100 98.89 1.9 %
IET-PES 83 98.89 1.6
Ij

Los dalos se presentan en porcentaje
ELISA= ensayo inmunoenzimético
ESA= extracto soluble antigénico de Ja larva infectiva

IET= inmunoelectrotransferencia.

PES= productos de excrecitn y secrecidn de ta larva infectiva.

" Ensayo estandarizado con sueros de individuos que presentaron ELISA-ESA positive/ biopsia positiva,

asi como sueros de individuos ELISA-ESA negativo/biopsia negativo.
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6.2.5 Anélisis de los factores de riesgo

Para la obtencion de los faclores de riesgo, se analizd ia encuesta aplicada al
total de los participantes para asl conocer las variables de mayor asociacion a
anticuerpos contra Trichinefla spiralis mediante un anélisis univariado; de esta manera
la encuesta reveld lo siguiente: la mayor parte de la poblacion en estudio es joven
(edad entre los 17 y 40 afios) del sexo femenino, cuya principal actividad es el hogar,
aproximadamente el 50% cria cerdos en sus casas, de los cuales cerca de la tercera
parte deambula libremente y ademas la ingesta de cerdo es frecuente entre la
poblacion {cuadro 10).

Cuadro 10. Variables de interés observadas en la encuesta epidemialogica.

variable valor observado
edad (x+/- d.5.5) 33.6+/-17 .14
sexo femenino (%) 76.0
crianza de cerdos (%)} 50.2
cerdos en libertad (%) 215
ingesta frecuente de cerdo {%) 90.3
anticuerpos contra triquinela en suero (%) 2.0

Analisis univariado {Aranda 1994).

En este contexto, al examinar la relacion de estos factores con la seropositividad
a anticuerpos contra Trichinella spiralis mediante fa comparaciéon de los resultados
serolégicos positivos con los factores de mayor significado estadistico en el analisis de
regresion logistica o andlisis bivariado realizado en el programa comercial Egret, se
obtuvo lo siguiente:;
L.os factores de riesgo que se asociaron con la presencia de anticuerpos detectados
por ELISA/ESA fueron género femenino y consumo de moronga (cuadro 11).
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Cuadro 11. Andlisis de los factores de riesgo asociados a la presencia de anticuerpos.

' [ 95% limite
factor de riesgo frecuencia’ razén de momios de P
confianza
femenino masculino
5ex0
| 2.36% 0.45% 5.66 0.79-114.7 0.04"
[
expuestos | no-expuestos
consumo de
moronga

3.75% 1.16% N 1.19-9.29 0.008*"

*Fisher exacta
** y" corregida por Mantel-Haenzel

1 Frecuencia se define como el porciento de muestras positivas para el ELISA de deteccién de
anticuerpos por grupo de riesgo. Para calcular la frecuencia se empled la siguienie formula:

nomero de muesiras positivas del grupo de riesgo
Frecuencia = e % 00
numero total de muestras del grupo de riesgo

Los valores de razon de momios e intervalo de confianza al 95% para las variables sexo
femenino y consumo de moronga fueron corregidos por el programa estadistico Epi- Info,
contemplando de ésta manera iguai nomere de hombres y mujeres en el estudio

Razon de momios (RM): Parametro dado por un rango cuya funcion es estimar la asociacion
en éste estudio.
Criterio: Si RM > 1, el factor tiene asociacion estadistica positiva con la variable en estudio (

positividad a anticuerpos).
Si RM < 1, no hay asociacion estadistica positiva a anticuerpos.

Modelo matematico de RM:
RM= (P1/q1) {P2/q2)= P14q2/P2/q10 ad/bc
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En este caso, la RM para la variable sexo es de 5.66, y para el consumo de moronga es 3.31.

Intervalo de confianza al 95%: Pardmetro usado como estimador de intervalo de fa poblacién
en estudio, en el cual se dice que se tiene el 95% de confianza de que e! intervalo Unico
calculado contenga a la media de la poblacién,

Modelo matematico: xt z(1- a/2) &x

Donde: x= media de la poblacién del estudio.

Z= Coeficiente de confiabilidad para el intervalo de 95%.

1-a= 0.95, el intervalo recibe el nombre de intervalo de confianza al 95% para x.

2= valor de la distribucién normal unitaria que indica dentro de cuanlos errores estandar se
encuentran aproximadamente el 95% de los valores posibles de x (media de la poblacion).
Ox=error estandar o desviacion estandar de la distribucién de muestreo de x.

En este caso, el intervalo de confianza al 95% corregido para la variable sexo es de 0.79 —
114.7 con una p= 0.04, y para consume de moronga es 1.18-8.29 con una p= 0.008. '
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7.0. DISCUSION

La triquinelosis es una zoonosis cosmopolita de tipo epidémica cuyos signos y
sintomas pueden dificultar el diagnéstico clinico al confundirlos con los producidos por
otras enfermedades; por ¢llo, se han implementado diversos métodos para detectar la
parasitosis. Por ser los mas sensibles y especificos, los técnicas inmunoldgicas han
sido las mas empleadas para detectar anticuerpos especificos, contra antigenos de ia
larva infectiva (Au et al, 1983; Chapa et al, 1992; Morakote et al, 1991: Weiner y
Price, 1956).

Actualmente las técnicas de mayor uso son el ELISA y la IET ; el primero es una
técnica sencilla y de facil ejecucién que puede ser utilizada como herramienta en
estudios epidemiolégicos, debido a que con ella se puede realizar el diagnostico de
muchas muestras al mismo tiempo y, adicionalmente se ha observado gue las
feacciones cruzadas que se puedan presentar con el suero de otros agentes
infecciosos es minima o no existe { De la Rosa ef al, 1995). La segunda técnica
aungue mas compleja en su ejecucion, puede utilizarse, como prueba confirmatoria, ya
gue los sueros de pacienles con triquinelosis reaccionan de manera caracteristica
cuando se confrontan con un extracto soluble antigénico enriquecido con compenentes
de superficie y esticosoma de la larva infectiva ( Alcantara y Correa, 1993), de esta
manera las reacciones cruzadas que se pudieran presentar quedarian en evidencia
{De la Rosa ef af, 1995).

Considerando estos antecedentes, se planted la realizacion de este estudio
epidemiclégicoe de corte transversal en una zona suburbana del estade de San Luis
Potosi en donde se determind la presencia de anticuerpos especificos contra
Trichinella spiralis mediante la combinacion del ELISA y de la IET empleando dos
antigenos obtenidos de la larva infecliva, uno es un extracto enriquecido con
componentes de superficie y esticosoma (ESA) y el otro son los productos de
excresion y secrecion (PES). ElI ELISA se empleé como prueba de rutina para la
bisqueda de anticuerpos y asociarlos a los factores de riesgo y la {ET como prueba
confirmaloria. Para diferenciar entre muestras positivas y negativas en el ELISA, se
establecio un punto de corte considerado como el promedio de ias absorbancias de 90
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sueros sanos mas tres desviaciones estandar. Durante el estudio se examinaron con el
ESA 954 sueros y se encontraron 18 muestras positivas, con lo que se calculé una
prevalencia de anticuerpos del 1.9%. Por |IET los 18 sueros positivos reaccionaron con
dos o mas componentes antigénicos del ESA y, adicionalmente se observd que uno de
los 90 “sueros- negativos” reconocid una banda de 59 kDa (figura 7, carril 6 de
izquierda a derecha del grupo "negativos"). Con estos datos se calculd que la
seroprevalencia de anticuerpos seria del 1.9% vy que la IET tiene una sensibilidad del
100% y una especificidad del 98% con respecto al ELISA (cuadro 9).

Con la finalidad de determinar con precision la prevalencia de anticuerpos anti-
Trichinella spiralis en las muestras de Cerritos, se planted el uso de los PES para
evaluar la reactividad de los 18 suercs positivos y de los 80 sueros negativo probados .
por [ET. Por ELISA se observd que sélo 10 de los 18 sueros positivos reaccionaron
con el antigeno y ninguno de los sueros negativos, incluyendo al suero que reacciond
con el ESA por IET; con estos datos se eslimd que la prevalencia de anticuerpos es
del 1% (cuadro 9).

Por IET se observd que 15 de los 18 suercs positivos {(cuadro 8) reconocieron
principalmente un duplete de 54 y 59 kDa; de los sueros negativos, el suero que
reacciond con el ESA, reconocié una banda de 38 kDa (figura 9, carril 6 de izquierda a
derecha del grupo "negativos”). Si la reactividad de este suero negalivo se considerara
como reaccién cruzada, la especificidad y la sensibilidad del IET, en comparacion al
ELISA con ESA, seria del 95% y del 83% respectivamente. Con esta consideracion la
seroprevalencia se estimaria en 1.6% {(cuadro 9).

Estos resultados, son parecidos a los registrados en estudios de prevalencia
que utilizan métodos inmunologicos; tal es ei caso de Mazzotti y Lozano (1944),
quienes observaron que el 2.2% de 1,000 personas residentes de la Ciudad de México
reaccionaron con un exiracto salino de la larva infectiva mediante el uso de la prueba
intracutanea de Bachman. Cabrera (1977), empleando la floculacion con bentonita,
observé que el 2.88% de 800 sueros provenientes de residentes del Estado de
Chiapas, reaccionaron con un extracto antigénice crudo {SASA) y con un extracto
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antigenico parcialmente purificado” (fraccion 4cido soluble de Melcher) de la larva
infectiva. Estos datos, junto con los que se encontraron en los sueros de Cerritos,
podrian hacer suponer que la seroprevalencia de anticuerpos anti-Trichinella sp. en la
zona Centro-Sur del pais es cercana al 2.0%. Sin embargo, estos datos de
sefoprevalencia, son menocres a los hallados en estudios de necropsias humanas
realizadas en cadéaveres provenientes del servicio forense y hospitales de la Ciudad de
Mexico, en los cuales se observo que entre el 4.2 y 12% de los cadaveres albergaban
larvas infectivas en el diafragma, aunque en el 75% de las observaciones las larvas se
encontraron calcificadas indicande con ello que la parasitosis era muy antigua, ademas
en la mayoria de los casos la carga parasitaria era menor a 10 Lug (Martinez-Maranon,
1874; Mazzotti 1944; Mazzotti y Chavira, 1943). De manera similar a otras
enfermedades helminticas, la severidad de la triquinelosis se relaciona a la carga
parasitaria, por lo cual muchos casos pueden cursar como asintomaticos. Ademas,
existen otras enfermedades cuyos sintomas aparentes pueden confundir la
triquinelosis con brucelosis, fiebre tifoidea e intoxicacion alimentaria (Cabral-Soto,
1990; Martinez- Marafian, 1985; Fragoso,1981; Martinez- Marafon, 1979).

La diferencia entre los datos de seroprevalencia (2%) y los de diagnostico
etiologico (4.2 al 12%) podria explicarse en el sentido de que la sensibilidad del
inmunodiagnéstico esta sujeta a la presencia de anticuerpos y a la calidad del
antigeno, mientras que la sensibilidad del diagndstico eliologico se ve favorecida en
estudios de necropsia porque la larva infectiva permanece en el lugar donde se ha
establecido y cuando se resuelve la parasitosis, la célula nodriza se calcifica, por lo que
la “huella de la parasitosis” existe.

En brotes diversos ocurridos en la Republica Mexicana, se ha observado que la
parasitosis afecta selectivamente a personas en edad reproductiva, entre 15 y 44 afos
( Cabral et al, 1989 ; Martinez- Marafion et af, 1979; 1982; 1985) en este contexto, en
Cerritos no se encontrd asociacidn entre la edad y la presencia de anticuerpos.

En lo que respecta al uso de los productos de excrecidn y secrecién de [a larva
infectiva en los inmunoensayos, se ha observado que aunque su especificidad es
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mayor, su sensibilidad es menor al de los extractos tolales (ESA) porque los
anticuerpos especificos sélo se detectan, si la carga parasitaria del diafragma es mayor
a 1 larva por 10 gramos de peso (Gamble et al,, 1983).

Recientemente se ha propuesto que el inmunodiagnéstico podria mejorarse
(incrementando la sensibilidad y especificidad) utilizando antigenos TsL-1, los cuales
comparten un epitopo del carbohidrato tivelosa, el cual ha sido identificado como un
epitopo inmunodominante de Trichinella (Wisnewski ef al,, 1996).

Durante el andlisis de los factores de riesgo en el estudio de Cerritos, se
encontré que el riesgo de contraer la infeccion es mayor para las mujeres y que el
consumo dg moronga se asocia con la presencia de anticuerpos (cuadro 11), lo cual
concuerda con otros estudios en los que se ha observado mayor prevalencia de larvas
infeclivas en los cadaveres femeninos que en los masculinos (Martinez-Marafion,
1974). Una posibilidad para explicar ia asociacién entre el género femenino y la
presencia de larvas infectivas puede ser que, en las comunidades rurales, tas mujeres
preparan los alimentos y continuamente los "prueban” para condimentarlos, pero
tampoco se descarla la posibilidad de que este fendmeno pueda estar ligado a
susceptibilidad genética, aunque en esta materia no se han reportado estudios para
resolver esta incognita. Con respecto al consumo de moronga este podria tener
intervencién en la transmisién del helminto ya que, es un alimento preparado con
sangre, carne e intestino de cerdo. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que
los participantes del estudio pudieran haber confundido la moronga con otros alimentos
de apariencia similar como la longaniza y el chorizo, en los cuales se ha observado la
presencia de larvas infectivas (Quiroz y Landeros, 1988) y cuyo consumo se ha
asociado con brotes de triquinelosis {Sarti ef al, 1988).

Contradictorio a lo que se esperaba, el evento consumo de came de cerdo, no
se asocib con la presencia de anticuerpos, pese a que el analisis de los faclores
socioeconomicos de {a poblacién mostrd que el 90% de la comunidad consume came
de cerdo frecuentemente (al menos una vez cada quince dias) y que de ellos el 50%
los crian como sustento familiar (21% permiten que sus cerdos deambulen con lo que
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el cerdo podria tener contacto directo con roedores y quizés con restos de animales
carrofieros portadores de Trichinella spiralis).

Al término del estudic se indagd scbre otros habitos alimentarios no
contemplados y se encontrd que el consumo de "rata de campo” (Rattus sp.) es comun
entre la poblacién, ya que la venta en e! mercado de la comunidad es cotidiana, lo cual
sugiere que la transmisién de Trichinella pudiera ser fambién a través del consumo de
la carne de este animal.
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8.0. CONCLUSIONES

En el estudio epidemiologico de Cerritos, SLP, se enconird una prevalencia de
anticuerpos contra Trichinefla spiralis del 1.9, 1.0, 1.9y 1.6%, de acuerdo a la combinacion del
antigeno y técnica utilizados ELISA ESAJ/PES e IET ESA/PES respectivamente.

La presencia de anlicuerpos contra Trichinella spiralis en esta poblacién abierta se

asocid con el género femenino y con el consumo de moronga. Por tanto, esta ohservacion

apoya la presencia de triquinetosis endémica en la region.
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