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RESUMEN

En el estado de Sinaloa, a partir de 1989 aparecieron casos clinicos compatibles con
el sindrome de larva migrans por Grathostoma, cuyas manifestaciones clinicas pueden
ser cutdneas, oculares, viscerales, neurolégicas o bien una combinacion de eilas.
Esta parasitosis ¢s ocasionada por diversas especies del género Grathostoma. Los
parasitos adultos se alojan en el estomago o esofago de mamiferos domésticos o
silvestres como tigres, tlacuaches, comadrejas, perros, gatos y cerdos. La forma
infectante para el hombre son las larvas de tercer estadio avanzado (L3A), que se
ingieren principalmente a través de platillos como “cebiche”, “callos” y “shushi”,
preparados con carne cruda o insuficientemente cocida de peces dulceacuicolas
parasitados.

El obejtivo de este trabajo fue realizar un estudio integral, epidemiolégico y clinico
sobre gnathostomosis, en la zona centro del estado de Sinaloa, que permitiera
diagnosticar la parasitosis en humanos, identificar hospederos naturales y la(s)
especie(s) de Gnathostoma que los parasitan, ademas de definir factores de riesgo que
intervienen en la transmision de esta zoonosis.

En la ciudad de Culiacan, Sinaloa, se desarrollé un estudio de 447 casos con sospecha
clinica de gnathostomosis cutanea y 231 controles (individuos aparentemente sanos).
Se encontrd que las manifestaciones clinicas de los casos presentaron similitud con las
ocasionadas con Gnathostoma spinigerum y se caracterizaron por {a presentacion de
edemas migratorios recurrentes; con menor frecuencia se observaron lesiones
superficiales de las variedades serpiginosa y seudofurunculosa. Un alto porcentaje de
casos mostraron eosinofilia y niveles elevados de 1gE sérica total. Mediante ELISA se
detectaron anticuerpos IgG contra adultos de G. doloresi en el 94.4% de los casos
clinicos, porcentaje significativamente mayor al 1% encontrado en los controles
(p<0.05). Estos datos confirman la utilidad de esta prueba para el diagndstico de

gnathostomosis.



L INTRODUCCION

1. Generalidades

La gnathostomosis es una parasitosis ocasionada por diversas especies del género
Gnathostoma. Los parésitos adultos se alojan en el estomago o esofago de animales
mariferos silvestres o domésticos y en el hombre, las larvas de tercer estadio avanzado
(L3A), ocasionan un sindrome de larva migrans cuyas manifestaciones pueden ser

cuténeas, oculares, viscerales y neurolégicas o bien una combinaci6n de ellas (1).

La clasificacion taxondmica del parasito es la siguiente:

Phylum; Nemathelminthes

Clase: Nematoda (Rudolphi,1808)

Orden: Eunematoda (Ward, 1916)

Superfamilia: Spiruroidea (Railliet y Henry, 1915)
Familia; Gnathostomidae (Railliet, 1895)
Subfamilia: Grathostominae (Baylis y Lane,1920)
Género: Gnathostoma (Owen, 1836)

2. Historia y distribucién geogrifica

La gnathostomosis es una zoonosis ampliamente distribuida en zonas tropicales del
continente asiatico, particularmente en Tailandia donde Ia enfermedad se ha conocido
desde hace mucho tiempo con el nombre de "Tua-chid" (tumor doloroso). En India,
China y Jap6n también le llamaban "edema del Changchiang”, "reumatismo de



Shanghai”, "enfermedad del Consulado de Nangching" y "edema de Quincke". Desde
aquellas épocas el padecimiento se relaciond con el consumo de pescado crudo por

personas que vivian cerca de algunos rios como ¢! Yangtzechiang (2).

El género Gnathostoma fue descrito por Owen en 1836, cuando encontré parssitos
adultos en el estémago de un tigre (Felis tigris) que habia muerto por ruptura de la arteria
aorta, en el Parque Zooldgico de Londres. La especie se designé con el nombre de G.
spinigerum (3).

En 1960 Miyazaki (4) realiz6 una revision del género que incluia 19 especies y concluyé

que algunas de ellas eran sinénimos de otras ya descritas, validando inicamente a siete:

G. spinigerum (Owen, 1836)

G. hispidum (Fedchenko, 1872)
G. turgidum (Stossich, 1902)

G. americanum (Travassos, 1925)
G. doloresi (Tubangui, 1925)

G. nipponicum (Yamaguti, 1941)
G. procyonis (Chandler, 1942)

Posteriormente Daensvang (3) adiciond dos mas a esta revision: G. didelphis (Chandler,
1932) y G. brasiliense (Ruiz, 1952) y en fechas mas recientes se registraron a G.
miyazakii (Anderson, 1964), G. vietnamicum (Le-Van-Hoa, 1965) y G. malaysiae
(Miyazaki y Dunn, 1965) (5, 6, 7). En México, en 1991 Almeyda (8) informé sobre una
nueva especie llamada G. binucleatum, sin embargo ain existen desacuerdos con los

criterios taxonémicos empleados para su clasificacion (9).

De las especies anteriormente sefialadas unicamente cuatro se han asociado con

parasitosis humanas: G. spinigerum, G. hispidum, G. nipponicum y G. doloresi.



Gnathostoma spinigerum, es la especie mas importante desde ¢l punto de vista médico
ya que es el agente causal en la mayoria de los casos humanos registrados en la literatura
(2,10).

El primer caso de gnathostomosis humana, fue descrito por Levinsen en 1889, quien
identificé un parasito obtenido por ¢l Dr. Deuntzer a partir de una lesién inflamatoria
localizada en el pecho de una mujer Tailandesa (3). Los parasitos adultos de G.
spinigerum, habitan en la pared gastrica de mamiferos silvestres o domésticos como
tigres, gatos, perros, y se han enéontrado en paises como Inglaterra, India, Filipinas,
Viet-Nam, China, Australia, Estados Unidos, Malasia, Tailandia, Rusia, Israel, Japdn,
Zimbawe, México, Birmania y Bangladesh (11, 12, 13). Las formas larvarias se han
detectado en una gran variedad de peces dulceacuicolas, aves, reptiles y anfibios (14,
15).

Gnathostoma hispidum, foe descrito por Fedchenko en 1872 cuando enconfré un
parasito adulto en el estdbmago de un cerdo silvestre (Sus scrofa ferus) de Turquia y en
un cerdo doméstico (Sus suscrofa domesticus) de Hungria. Este parésito también se ha
encontrado en Australia, Viet-Nam, Japdn, China, Taiwan, Filipinas, Malasia y Camboya
(16, 17). En China se han identificado como hospederos intermediarios a 14 especies de
peces ademds de seis especies de anfibios, aves y roedores que actian como hospederos
paraténicos (18) y en Japon, las formas larvarias se han recuperado de peces
dulceacuicolas como Misgurnus anguillicaudatus importados de China (19). Hasta 1980,
sOlo dos casos humanos causados por G. Aispidum habian sido registrados en la
literatura, aunque Miyazaki opiné que ambos casos fueron ocasionados por G.
spinigerum (2). Sin embargo, Morita et al. (20) en 1984 informaron de ocho casos donde

con certeza fue identificada esta especie.

Gnathostoma doloresi, fue descrito por Tubangui en 1925 cuando encontr6 un parésito
adulto hembra, en la cavidad géstrica de un cerdo (Sus scrofa domesticus) en Filipinas.
5



En 1930 Malpestone describié la morfologia de un parasito macho, recuperado también
del estémago de un cerdo procedente de India (4).

En Japon, Miyazaki (21) en 1960, realizé los primeros hallazgos de esta especie al
examinar parasitos conservados desde 1950, obtenidos de dos cerdos sacrificados en
Tokio, y que anteriormente habian sido clasificados como G. hispidum. El mismo autor,
en 1951 y 1953, encontrd un gran niimero de parasitos de esta especie, en jabalies (Sus
scrofa leucomystax) capturados en el Distrito de Kyushu (2). En fechas recientes, esta
misma especie s¢ ha encontrado en la Prefectura de Miyazaki donde practicamente cada
afio, se presentan casos de gnathostomosis humana (22).

Los adultos de G. doloresi también se han encontrado en cavidades gastricas de cerdos
y jabalies en Singapur, Taiwan y Okinawa (23, 24). Los hospederos intermediarios o
paraténicos son peces de agua dulce (Lepomis macrochirus), serpientes (Agkistrodon
halys, Rhabdophis tigrinus) y otros reptiles y anfibios (25, 26, 27).

En Japon, Nawa ef al. (28) y Ogata et al. (29), en 1989 y 1988 dieron a conocer los
primeros casos de gnathostomosis humana causada por esta especie y para 1994
Miyamoto et al. (30) informaron sobre mas de 20 casos acumulados, incluyendo un caso

de gnathostomosis pulmonar.

Gnathostoma nipponicum, se encuentra ampliamente distribuido en Japén. Los parasitos
adultos se alojan en el esdfago de comadrejas (Mustela sibrica itatsi y M. s. coreana).
Desde 1941, Yamaguti realizé una descripcién morfoldgica de las formas adultas pero
hasta hoy a pesar de los esfuerzos de algunos investigadores, ain no se conoce
completamente su ciclo vital. Las formas larvarias se han identificado en hospederos
naturales como serpientes (Rhabdophis tigrinus) (31) y peces de agua dulce (M
anguillicaudatus) (32). En 1992, Ando et al. (33) propusieron un posible ciclo de vida
de esta especie, basandose en estudios de campo e infecciones experimentales. El mismo
autor (34, 35), en 1988 y 1991 describid los primeros casos humanos en los cuales se

identificé G. nipponicum.



3. Ciclo biolégico

E1 ciclo biologico de los nematodos del género Gnathostoma es complejo e involucra
diferentes hospederos definitivos (mamiferos silvestres o domésticos), intermediarios
(diversas especies de crusticeos y peces de agua dulce) y paraténicos (aves icti6fagas,
anfibios y reptiles). El ciclo mas conocido es ¢l de G. spinigerum y fue descrito por
Prommas y Daensvang (36, 37) entre 1933 y 1937.

Los parésitos adultos se alojan en el estomago o esofago de félidos, canidos, marsupiales,

prociénidos y suidos, euntre otros, Fig, 1.

A B
ks
2| €
J
§ ) -
G._spinigerum G. hispidum
D | C
-
L o
G. nipponicum G. doloresi

Fig.1 Habitat de los adultos (« )de: A) Gnathostoma spinigerum, B) Gnathostoma
hispidum, C) Gnathostoma doloresi y D) Gnathostoma nipponicum en sus hospederos
naturales.



Los adultos de G. spinigerum, habitan en cavidades formadas por células hiperplasicas
infiltradas por un exudado inflamatorio de la mucosa gastrica de perros, tigres, gatos,
mapaches y tlacuaches entre otros. En estas cavidades ocupadas por varios organismos
de ambos sexos, las hembras después de la copula, expulsan huevos fertilizados hacia

la luz del estomago de donde salen al exterior junto con las heces del hospedero.

Cuando los huevos fertilizados son depositados en cuerpos de agua dulce como rios,
lagos, presas, diques, etc. y s¢ encuentran a temperatura entre 24°C y 28°C, inician su
desarrolio diferenciandose una forma joven Hamada larva de primer estadio (L1). Dentro

del mismo huevo la L1 sufre una muda, transforméndose en L2.

La L2 es una larva rhabditoide que abandona las cubiertas del huevo a través de un
opérculo, nadando activamente en el medio. En este proceso, que dura aproximadamente
7 dias, la larva es ingerida por pequefios crusticeos de los géneros Cyclops, Eucyclops,
Mesocyclops, Tropocyclops y Acantocyclops. En ¢l hemocele de estos copépodos, en un
periodo de 7 a 10 dias ia L2 se desarrolla hasta L3 temprana (L3T).

Los copépodos infectados que forman parte del zooplancton, sirven de alimento a
diversas especies de peces dulceacuicolas y estos participan como segundos hospederos
intermediarios. En el estomago de los peces, los copépodos son digeridos, liberandose
la L3T y después de perforar 1a pared de este 6rgano, migra principalmente hacia tejido

muscular esquelético donde se enquista y transforma en L3 estadio avanzado (L3 A).

Los peces infectados con L3A pueden ser depredados por otros vertebrados ectotérmicos
como ranas y culebras asi como aves ictiéfagas o mamiferos que no son hospederos

naturales del pardsito, comportandose como hospederos paraténicos (3, 4).

Es importante seiialar que la L3A es la forma que parasita al hombre, el cual es
8



considerado como un hospedero accidental que adquiere la enfermedad cuando consume
principalmente came de pescado infectada, cruda o insuficientemente cocida en platillos
como "cebiche", "sushi” y "sashimi", entre otros.

El ciclo biolégico se completa cuando los segundos hospederos intermediarios o
paraténicos son ingeridos por los hospederos definitivos, donde Ia L3A se transforma en

parasito adulto, aproximadamente en 100 dias, Fig. 2.

Gusano-adulto
Hospedero Definitivo

' Hospederos
Paraténicos

Gnathostomosis | |
Cutdnea

Ocular
Visceral
Cerebral

Segundo
hospedero LsT »
intermediario o

=" Primer hospedero
*  intermediario

Fig. 2 Ciclo biologico de Gnathostoma spp



4. Morfologia

El estudio morfolégico de los pardsitos adultos de Grathostorna, constituye hasta hoy,
una de las principales herramientas para identificar las diferentes especies.

Los adultos presentan un cuerpo cilindrico cuya longitud varia de acuerdo a la edad y el
sexo, entre 1.50 y 3.30 cm en la hembra y de 1.20 a 3.00 cm en el macho. Generalmente
las hembras son mas delgadas que los machos.

En el extremo anterior presentan un bulbo cefalico con hileras concéntricas de ganchos
y en su parte central, tienen un par de grandes labios que rodean una boca de forma
alargada. Gnathostoma, significa "gusano que tiene boca con mandibulas”, considerando
que los labios se asemejan a estas estructuras.

Sobre 1a superficie del cuerpo existen espinas cuticulares que dependiendo de la especie

varian su distribucion, forma y tamafio, Fig. 3.

TS B e S TH e
_‘.: % ;:5::1 A1 =i . e

A S T ~,_-_._§1 i3 A Uy
" - T asy FO

Fig. 3 Morfologia externa de adultos de cuatro especies de Guathostoma que muestran
diferente tamaiio, distribucién y forma en las espinas del cuerpo: A) G. spinigerum, B) G.
hispidum, C) G. doloresi 'y D) G. nipponicum. (Tomado de Miyazski, 1960).
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Hacia la regién caudal se encuentran los 6rganos genitales, €stos presentan papilas de
diferente forma y distribucion. En el macho, esta porcion se encuentra encorvada hacia
la parte ventral y presenta dos espiculas de diferente longitud que facilitan el proceso de
copulacion. El aparato reproductor de la hembra esta formado por un itero doble que se
comunica con una vagina uterina y una vagina verdadera en cuyo interior se observan
huevos en diferentes etapas de maduracidn; éstos, son expulsados al exterior a través de
la vulva localizada en la parte media del cuerpo.

Los huevos fertilizados que expulsa la hembra son ovalados, de color amarillo o café
claro, miden aproximadamente 70x40 pum y presentan una pared gruesa con una o dos

capsulas polares (2), Fig. 4.

Fig. 4 Morfologia de los huevos de cuatro especies de Gnathostoma: A) G. spinigerum, B)
G. hispidum, C) G. doloresi y D) G. nipponicum.

Las L3A que parasitan a hospederos intermediarios, paraténicos y al hombre, son
gusanos de cuerpo cilindrico y extremos redondeados de 3.0 a 4.7 mm de longitud. En
la porcidn antertor, se encuentra un bulbo cefalico donde sobresalen tres o cuatro hileras
transversales de ganchos y en la parte frontal de esta misma estructura aparece una boca
de forma oblonga rodeada por dos labios voluminosos que presentan un par de papilas

cada uno.
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Al igual que los parasitos adultos, en el interior del bulbo cefalico, se encuentran cuatro
camaras huecas llamadas ballonetas que se comunican de manera independiente con
cuatro sacos cervicales en forma de maza o clava que cuelgan libremente en el
seudoceloma y contienen un material liquido.Fste sistema balloneta-saco cervical,
constituye uno de los principales recursos del parasito para migrar en los tejidos y
realizar los movimientos de expansién o retraccion del bulbo.

El eséfago que continGa de la boca, presenta una porcién glandular que libera
substancias que participan en la digestién extracorporal y facilitan Ia migracién del
parésito a través de los tejidos. El eséfago se comunica con el intestino, el cual termina

en un poro anal, hacia la regtdn ventral del cuerpo.

Akahane et al. (38) refieren que la morfologia de las células del epitelio
monoestratificado intestinal de las L3A de Gnathostoma, puede ser un pardmetro de
utilidad para la identificacién de las especies. Estas células presentan diferentes patrones

en ¢l nimero de nucleos, los cuales pueden estar ausentes o bien contener hasta ocho.

La superficie de estas larvas también presenta espinas cuticulares que se hacen mas
pequefias y escasas a medida que se alejan del bulbo cefalico. Entre las hileras 12 y 14
de las espinas cuticulares se localizan las papilas cervicales y mas abajo, hacia las hileras

30-32, se encuentra un poro excretor (9).

5. Manifestaciones clinicas y tratamiento

Manifestaciones clinicas

Se conoce muy poco acerca de los mecanismos precisos que participan en la

patogenicidad de las L3A de Gnathostoma, sin embargo existe acuerdo en que el dafio
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es ocasionado principalmente por una combinacion de factores como: el efecto mecanico
causado por la migracion del parasito, la eliminacidn de substancias téxicas similares a
acetil-colina, enzimas proteoliticas como la hialuronidasa, una substancia hemolitica y

la reaccion inflamatoria del hospedero (4).

El hombre es un hospedero accidental de Grathostoma. Cuando la L3A, es ingerida a
través de came insuficientemente cocida o cruda de hospederos intermediarios o
paraténicos, se libera en el estdémago, perfora la pared y migra hacia el higado. En esa
etapa los pacientes pueden presentar dolor epigastrico, nduseas y vomito. Posteriormente,
la larva puede dirigirse practicamente a cualquier parte del cuerpo y la sintomatologia
dependerd del area afectada. Este proceso ocasiona un sindrome de larva migrans y las
manifestaciones pueden ser cutaneas, oculares, neuroldgicas, viscerales o una

combinacién de ellas.

Las manifestaciones cutaneas probablemente son las mas frecuentes y se han clasificado
en cuatro variedades: inflamatoria, serpiginosa, sendofurunculosa y mixta (39, 40). La
variedad inflamatoria también Illamada profunda, se caracteriza por la aparicién de
edemas migratorios e intermitentes, eritematosos, indurados, pruriginosos y con aumento
de l1a temperatura local. Al desaparecer ¢l edema, con frecuencia queda una zona
hemorrdgica o placa pigmentada que desaparece en aproximadamente dos a cinco
semanas. En la variedad serpiginosa o superficial, se observan surcos poco sinuosos,
eritematosos ¢ indurados los cuales son mas anchos en el extremo por donde avanza la
larva, ya que en esa area la reaccion inflamatoria es mas intensa. La forma
seudofurunculosa se manifiesta como papula roja e indurada que en ocasiones muestra
un centro de color pardo, a través del cual la larva puede salir espontidneamente. Algunos
pacientes pueden presentar mas de alguna de estas formas dermatologicas. Las lesiones

son recurrentes con periodicidad de una semana a varios afios.

13



Cuando fa L3A migra hacia ojo, puede causar dolor, equimosis, uveitis anterior agnda,
aumento de la presion intraocular y hemorragias en la retina y el vitreo; en ocasiones el

dafio puede conducir a la pérdida de Ja vision (41).

Las afecctones neurologicas del padecimiento han sido estudiadas principalmente en
Tailandia (42); Boongird et al. (43), analizaron 24 casos neurologicos y encontraron
como principales signos y sintomas: radiculomielitis, radiculomieloencefalitis,
hemorragias subaracnoideas, cefalea intensa, deficiencias motoras y sensitivas de las
extremidades, disfuncion de los nervios craneales, pérdida de la conciencia, estado de

coma y en seis pacientes sobrevino la muerte.

En los casos de gnathostomosis visceral, la L3A puede mgrar hacia pulmones, estomago,
mtestinos, endometrio, vias urinarias, etc. (44, 45).

Cuando el parasito se encuentra en pulmones, el paciente puede presentar tos, dolor en
el pecho, disnea, hemoptisis, neumotérax e hidroneumotérax (44, 46, 47). En algunos

casos la larva ha sido expulsada durante la expectoracion (48).

En el aparato digestivo, 1a enfermedad puede ser asintomatica pero en ocasiones se puede
formar un granuloma eosinofilico que ha sido confundido con apendicitis o carcinoma
de colon (49, 50, 51). Los casos registrados de gnathostomosis en las vias genitourinarias
son pocos y se han asociado con dolor, fiebre, hematuna, sangrado vaginal y cervicitis
(52, 53, 54).

Tratamiento

No existe un tratamiento especifico para la gnathostomosis, por ello, generalmente se
recomienda tratar de recuperar al parasito a través de procesos quinirgicos; sin embargo,
resulta dificil principaimente por la naturaleza migratoria de la larva o bien por su
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localizacion en organos o tejidos diferentes de la piel.

Algunos medicamentos como; bitionol, tiabendazol, dietilcarbamacina, metronidazol,
metrifonato, praziquantel, astiben y soluciones de iodo mostraron su ineficacia cuando
fueron probados experimentalmente en animales infectados con L3A de Gnathostoma
(55, 56, 57).

En estudios realizados en casos humanos, los tratamientos con tiabendazol,
dietilcarbamacina, mebendazol, metronidazol, praziquantel, prednisona y quinina entre

otros, también han mostrado poca capacidad de curacion (2, 58, 59).

El albendazol fue probado inicialmente en ratas y gatos infectados, lograndose en
algunos casos la muerte de 1a L3A (60). Con este antecedente, Kraivichian et al. (61),
en 1992, investigaron la eficiencia de este medicamento en 112 pacientes con
gnathostomosis cutdnea sintomatica. Emplearon dos esquemas terapéuticos: a) 400 mg
de albendazol por dia, durante 21 dias y b) la misma dosis, pero administrada dos veces
al dia, durante el mismo tiempo. Se Hevo a cabo el seguimiento de los pacientes durante
seis meses después de administrado el tratamiento, y consideraron como curacidn la
desaparicion de los sintomas. De acuerdo a sus observaciones, la eficacia fue del 93.9%

y 94.1% en los esquemas a y b respectivamente.

Recientemente, en 1997, Rizzitelli ef al. (62) administraron albendazol dosificado a 400
mg por dia, durante siete dias, a 11 pacientes con sospecha clinica de gnathostomosis

cutanea, y refieren que todos los pacientes se curaron al finalizar el tratamiento.

Cabe sefialar, que de acuerdo con nuestra experiencia (datos no publicados) en estos
estudios el tiempo de seguimiento de los pacientes debid ser mas prolongado, ya que
existen casos en los cuales la recurrencia puede ser mayor de un afio y esto puede
aparentar un proceso de curacion.
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El uso de albendazol administrado a pacientes de Sinaloa, México, en dosis de 10 mg/Kg
de peso durante 20 dias (sin exceder 1000 mg), ha mostrado que las larvas emergen hacia
planos superficiales de la piel, durante los dias 10 al 14 post-tratamiento, formandose
una lesion seudofurunculosa que indica el momento mas oportuno para realizar una
biopsia escisional y recuperar el parasito. De 20 biopsias realizadas utilizando este
esquema de tratamiento, se recuperaron siete (35%) larvas viables, lo cual demuestra
que al menos en 10 a 14 dias, el albendazol no destruye el parasito en todos los casos.
Nuestras observaciones sobre el efecto del albendazol en la migracién de la larva hacia
la superficie de Ia piel, concuerdan con los resultados obtenidos por Suntharasamai ef al.
(63).

Por otra parte, observamos casos en los que con la misma dosis de albendazol no se
formé la lesion tipo "grano” o seudofurunculosa y los pacientes aparentemente se
curaron, Un porcentaje bajo de estos casos, continnaron con los sintomas de

gnathostomosis cutanea y requirieron mas de un esquema de tratamiento.

En nuestro pais, algunos grupos de trabajo actuaimente se encuentran evaluando el uso
de la tvermectina (64), medicamento efectivo para ¢l tratamiento de algunas nematodiasis
tisulares como oncocercosis. Este medicamento ha sido probado experimentalmente en
conejos infectados con L3A de Gnathostoma y aparentemente se han obtenido buenos
resultados (65).

6. Relacion hospedero-parisito

La informacién sobre los mecanismos de interaccién entre Gnathostoma y sus
hospederos, es muy escasa. Desde el punto de vista histologico Ollage-Torres y Ollage-
Loaiza (40), describieron los cambios histoldgicos que acontecen cronolégicamente en
las lesiones de algunos casos de gnathostomosis cutanea.
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En los dos primeros dias, la reaccién inflamatoria presenta un infiltrado perivascular
superficial y profundo constituido principalmente por linfocitos e histiocitos y muy
pocos eosinofilos. La epidermis presenta caracteristicas normales. Del tercer al sexto dia
de evolucién, en el infiltrado se observa una gran cantidad de eosindfilos localizados
entre los adipocitos y los septos interlobulares. También aparecen entre los eosin6filos
algunos focos de células linfoides y zonas hemorragicas.

Del séptimo al décimo dia, el paniculo adiposo se encuentra completamente infiltrado
de eosindfilos y los linfocitos son muy escasos; los vasos sanguineos se encuentran
dilatados y se observan grandes zonas hemorragicas. De acuerdo a los autores, esta
imagen de paniculitis eosinofilica es caracteristica y diagnéstica de larva migrans por
Gnathostoma y propusieron el nombre de paniculitis nodular migratoria eosinofilica

como sinénimo de gnathostomosis cutanea.

Otros autores no concuerdan con esta nomenclatura, ya que otras entidades nosoldgicas
sobre todo de origen parasitario, comparten algunas de estas caracteristicas histologicas
(66, 67).

En relacion con la respuesta inmune humoral al igual que Toxocara canis, nematodo que
ocasiona un sindrome de /arva migrans visceral, Gnathostoma induce la sintesis de
anticuerpos especificos al menos de las clases IgG e IgE (68, 69, 70, 71, 72). En algunos
casos en ambas parasitosis, también se ha sefialado elevacién de la IgE sérica total y
eosinofilia (72, 73, 43), pero ademés en Toxocarosis se ha observado asociacion de
seropositividad con manifestaciones alérgicas como asma o bronquitis recurrente y

dermatitis por contacto con animales (74).

Con base en estas observaciones, aparentemente fas larvas L3A de Grathostoma inducen
principalmente una respuesta inmune tipo Th2 ya que esta subpoblacién de linfocitos a
través de la liberacién de diferentes interleucinas como: IL-3, 11.-4, IL-5, 1L.~6, 1L-10,
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IL-13 y el factor estimulador de colonias granulociticas y monociticas (GM-CSF),
activan linfocitos B, promueven la viabilidad de células plasmaticas, inducen la secrecion

de IgE y la generacién y maduracion de eosindfilos (75, 76, 77).
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II. ANTECEDENTES

La gnathostomosis humana o larva migrans por Gnathostoma es una parasitosis que se
adquiere principalmente por la ingestion de carne cruda o insuficientemente cocida de
peces dulceacuicolas y aves ictiéfagas que albergan a las L3A en tejido muscular
esquelético. Con base en estudios de infecciones experimentales, se han propuesto otros
mecanismos de transmision como la penctrabién de la larva a través de la piel, consumo

de agua con crusticeos infectados y transplacentario (3, 14, 15).

Es una parasitosis endémica en paises asidticos como Tailandia, Japén, China, India y
Filipinas, entre otros (9). En Tailandia, es [a enfermedad parasitaria mds importante que
afecta el sistema nervioso central y constituye una de las principales causas de

hemorragias intracraneales que, en ocasiones conducen a la muerte (42, 43),

En la tabla 1, se resume la casuistica mundial de gnathostomosis humana en el periodo
de 1889 a 1997. Se registré un total 1,449 casos, de los cuales el mayor nimero,
correspondié a gnathostomosis cutdnea reportada en México, seguida de las formas

visceral y neurolégica detectadas principalmente en Tailandia y Japén.

Cabe destacar, que en la mayoria de los casos, el diagnostico se basé tinicamente en las
manifestaciones clinicas que presentaron los pacientes. S6lo en algunos de ellos se
identific6 el agente causal, o bien, se emplearon métodos inmunolégicos para su

diagnéstico.

El diagnéstico definitivo de la gnathostomosis humana se confirma con la demostracién
parasitoscopica de L3A, pero presenta serias dificultades principalmente por la

naturaleza migratoria del parésito. Esto ha hecho necesario el desarrolio de métodos
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Tabla 1, Casos de gnathostomosis humana registrados en Ia literatura mundial desde
1889 hasta 1997.

CUTANEA 1,117 | 1889-1997 | Tailandia, Jap6n, Filipinas, Chinza ,
India, Viet-Nam, México, Ecuador e
Italia.
Tailandia, India, China, Japon
OCULAR 24 1937-1994 | Camerun, Palestina, Burma, México,
Malasia, Filipinas y Pakistan.
PULMONAR 23 1922-1994 | Tailandia, Japon, Laos, Filipinas,
Malasia, Israel y Bangladesh.
GASTROINTESTINAL 17 1939-1995 | Tailandia, Jap6n, Laos y Kuwait.
GENITOURINARIA 10 1955-1992 ( Tailandia, Indonesia y Laos.
NARIZ, OIDO Y 6 1930-1988 | Tailandia e India.
GARGANTA
NEUROCLOGICA 252 1961-1997 | Tailandia y Japon.
TOTAL 1, 449

inmunologicos para el diagnostico, como pruebas cutdneas, doble inmunodifusién,
hemaglutinacién  indirecta, inmunofluorescencia, ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) e inmunoelectrotransferencia (Western blot), principalmente en
paises como Tailandia y Japdn (72, 78-82, 83.91), tabla 2.

Los antigenos que se han usado con mayor frecuencia en estas pruebas han sido extractos
crudos de L3A de G. spinigerum y de adultos de G. doloresi ya que existe menor
dificultad para obtenerlos a partir de hospederos naturales. Esto es valido ya que, las
cuatro especies que ocasionan gnathostomosis humana presentan un gran nimero de

antigenos compartidos.
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Tabla 2. Métodos usados para el diagnéstico inmunolégico de gnathostomosis humana.

1966

1985

1986

1987

1987

1987

1988

1988

1989

1989

1989

1989
1991

1991

1994

Japén

Tailandia
Tailandia
Japén
Japén
Tailandia
Tailandia
Tailandia
Japon
Tailandia
Tailandia
Japén
Tailandia

Tailandia

Japén

Pruebas cutdneas

ELISA

ELISA

Pruebas cuténeas,
ELISA

ELISA, doble inmuno
difusion

ELISA (IgE)

Western blot (proteina
1] AnIIZS

ELISA, HI, CIE

ELISA

IFI

ELISA, (Ac y Ag en
LCR) complejos inmunes
(LCR)

Western blot

IFI (LCR)

Western blot (anti-IgG)
humana- I'**

ELISA, dot-ELISA, DID

Adultos G.
nipponicum

L3A G. spinigerum
L3A G. spinigerum
Adultos G. doloresi

Adultos G. doloresi
y G. hispidum

L3A G. spinigerum

L3A G. spinigerum

L3A G. spinigerum

L3A G. spinigerum
y adultos G. doloresi

L3A G. spinigerum

L3A G. spinigerum

L3A G. spinigerum
L3A G. spinigerum

L3A G. spinigerum

Adultos G. doloresi

(78) Tada I.

(79) Suntharasamai P.
{80) Dharmkrong A.
(81) Mimori T.

(82) Tada 1.

(72) Soesatyo M.

(83)Nopparatana Ch.

(84) Maleewong W.

(85) Anataphruti MT.

(86) Morakote N.

(87) Tuntipopipat S.

(88) Akao N.
(89) Morakote N

(90) Tapchaisri P,

(97) Miyamoto N.
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Las pruebas cutdneas (78, 81) originalmente consideradas sensibles y especificas fueron
sustituidas mas tarde por métodos de precipitacion (82) y en la actualidad por ELISA
(84, 85, 87, 91).

ELISA se ha utilizado principalmente con extractos antigénicos crudos somaticos y de
excrecion-secrecién, mostrando en algunos estudios, sensibilidad y especificidad
superiores al 90% (70), lo que ha reforzado su aplicacion en el diagnéstico de esta

ZOONOoSis.

Las pruebas de inmunofluorescencia indirecta e inmunohistoquimica enzimética se han
empleado basicamente para detectar antigenos especificos del parasito usando sueros de
pacientes o anticuerpos monoclonales (86, 92). Los antigenos de varias estructuras
parasitarias como cordones laterales, muasculo, cuticula, seudoceloma y células
intestinales comparten epitopos, siendo éstas Ultimas estructuras aparentemente las mas
inmunogénicas. Adicionalmente, se han realizado algunos esfuerzos para identificar
antigenos especificos mediante Western blot y se ha encontrado que algunos de ellos
presentan pesos moleculares entre 24 y 29 kD (90, 93, 94).

En el Continente Americano en 1970, Peldez y Pérez-Reyes (95) dieron a conocer los
primeros casos autdctonos de gnathostomosis humana en México y Ollage-Loaiza en
Ecuador, en 1984 (96). Posteriormente Martinez-Cruz (39) informé sobre un nimero
creciente de individuos con edemas migratorios que provenian de Temascal, Oaxaca ,
Tierra Blanca, Veracruz y otras poblaciones de la cuenca del rio Papaloapan. A partir de
1990, también se han presentado casos de gnathostomosis cutdnea y ocular en los estados
de Guerrero, Nayarit, Tamaulipas y Sinaloa (64, 97, 98, 99).

En lo concerniente a la identificacion de hospederos definitivos y especies de

Gnathostoma en México, Caballero y Caballero (100) en 1958, encontr¢ tres parésitos
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adultos en un tlacuache (Didelphis marsupialis) capturado en Jaltenango, Chiapas. La
especie de Grathostoma fue clasificada como spinigerum pero cuando fue analizada por

Pelaez v Pérez Reyes no concordaron con esta asignacion (95).

Posteriormente, Ortiz Villasefior ef al. (101) en 1990, identificaron por primera vez en
México, a G. procyonis parasitando el estdmago de tlacuaches (Didelphis virginiana)

capturados en Tepoztlan y Cuernavaca en ¢l estado de Morelos.

En el afio siguiente, Almeyda (8), describio una nueva especie, G. binucleatum,
encontrada en félidos silvestres (Felis pardalis y Felis catus) procedentes de la cuenca
del rio Papaloapan en Oaxaca-Veracruz. En la misma area se identificé a G. rurgidum
en un tlacuache de una especie no identificada (102).

Adicionalmente, en Tlacotalpan, Veracruz, en 1994 se informé sobre ¢l hallazgo de

Gnathostoma procyonis aislado de un mapache (Procyon lotor), (103).

En lo que respecta a los hospederos intermediarios de Grathostoma, Lamothe et al. (104)
mostraron que las larvas L3A, parasitan al menos cuatro especies de peces de agua dulce:
Petenia splendida ("mojarra tenhuayaca"), Cichlasoma urophthalmus ("castarrica™),
Cichlasoma gadovii ("mojarra criolla") y Oreochromis spp ("mojarra tilapia"). Este
hallazgo se realizé en Temascal, Oaxaca, zona endémica de gnathostomosis humana en

nuestro pais.

En esa misma regi6n, también se han encontrado fungiendo como hospederos paraténicos

nueve especies de aves ictiéfagas, cuatro de anfibios, y seis de reptiles (105).

Debido a 1a escasa informacién que existe en México acerca de este padecimiento y el
creciente numero de casos clinicamente compatibles con gnathostomosis cutdnea y un
caso ocular (Fig. 5) confirmado parasitoscopicamente, observados en el estado de
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Sinaloa, se considerd importante realizar un estudio epidemiol6gico y clinico de esta
parasitosis, que constituye un problema de salud pablica y sanidad acuicola en la regién.

|

} Fig.5. L3A de Gnathostoma recuperada de la cimara anterior del ojo de una paciente de
42 afios de edad, con antecedentes de gnathostomosis cutdnea. Fue remitida al Laboratorio
por médicos del Instituto Mexicano del Seguro Social de Culiacdn, Sinaloa (Cirujano:
Eligio Diaz Simental, Patélogos: Héctor Herrera Gastelum y Javier Baquera Heredia).

|

|
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III. OBJETIVOS
Objetivo principal

Realizar un estudio integral epidemiolégico y clinico sobre gnathostomosis, aplicando
un modelo metodoldgico que permita diagnosticar la parasitosis en humanos, identificar

hospederos naturales y la(s) especie(s) de Gnathostoma que los parasitan,

La informacion recabada serd de utilidad para proponer medidas de control de esta
zoonosis en los campos de salud pablica y sanidad acuicola y el modelo de estudio podra
ser aplicado en otros estados de la repiblica, donde ya se han presentado casos de

gnathostomosis humana.
Objetivos particulares

1. Definir las manifestaciones clinicas en al menos 300 casos de gnathostomosis cutinea

que se presenten en la ciudad de Culiacén, Sinaloa.

2. Desarrollar y evaluar métodos inmunologicos como ELISA y dot-ELISA, para su

aplicacion en el diagnéstico de gnathostomosis humana.

3. Definir los factores de riesgo que intervienen en la dindmica de transmisién de esta

Zoonosis, mediante un estudio de casos y controles.

4. Determinar la prevalencia de larva migrans por Gnathostoma en una poblacién de alto
riesgo y otra de bajo riesgo, teniendo como indicador la frecuencia de consumo de

pescado de agua dulce crudo.
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S. Detectar hospederos naturales de Gnathostoma, en cuerpos de agué. dulce cercanos a

los sitios donde se estudiaran los casos humanos de esta parasitosis,

6. Identificar la (s) especie(s) de Gnathostoma aislada(s) de los hospederos naturales,

empleando métodos morfol6gicos.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. Areas y poblaciones de estudio
A) Estudio de casos y controles

El estudio de casos y controles se llevd a cabo para definir aspectos clinicos e
histopatolégicos de gnathostomosis cutinea, ademds de evaluar métodos para el
diagnostico inmunolégico e investigar la relacion de esta parasitosis con el aumento de
IgE sérica total y cosinofilia. Adicionalmente a través de la aplicacién de encuestas
precodificadas en ambos grupos, se determinaron los probables factores de riesgo que
se asocian con la parasitosis humana. Los casos se definieron como individuos de
cualquier edad y sexo que presentaron sintomatologia compatible con gnathostomosis,
y que ademads, han vivido més de I0 afios en la ciudad de Culiacan. Los controles fueron
individuos con las mismas caracteristicas pero aparentemente sanos.

Esta parte del trabajo se realiz6 en la ciudad de Culiacan, capital del estado de Sinaloa,
la cual se ubica geograficamente en el centro del estado, hacia el noroeste del Distrito
Federal. Al norte colinda con el municipio de Badiraguato, al oeste con el de Navolato
y el Golfo de California, al sur con los municipios de Elota y Cosald y al este con el
estado de Durango. La poblacioén que consta de aproximadamente 750,000 habitantes,
se ubica en los margenes de los rios Humaya y Tamazula los que al unirse forman el rio

Culiacén que desemboca en el Océano Pacffico.
B) Estudio epidemiol6gico en Poblaciones de Alto (PAR) y Bajo Riesgo (PBR)

Se realizd en dos comunidades rurales de Sinaloa, designadas como poblaciones de alto

riesgo (PAR) y de bajo riesgo (PBR), considerando como indicador el consumo de
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pescado de agua dulce crudo.

El poblado de alto riesgo (PAR), es una sindicatura del municipio de Culiacén, situada
en la zona centro del estado a 45 Km hacia el noroeste de la ciudad de Culiacén y a 6.5
Km de la presa "Lic. Adolfo Lopez Mateos”, llamada también "Varejonal”. Tiene
aproximadamente 2,015 habitantes que se desempefian principalmente en actividades de
pesca dulceacuicola. El poblado cuenta con servicios de energia eléctrica y agua
entubada sin potabilizar. Carece de servicios de drenaje y recoleccién de basura y los

servicios para la salud incluyen un Centro de Salud y un médico de consulta privada.

El poblado de bajo riesgo (PBR), es una colonia ubicada hacia el noroeste de la
sindicatura de Villa Judrez, municipio de Navolato, también localizado en la zona centro
de Sinaloa; la colonia se encuentra a 40 Km hacia el sureste de la ciudad de Culiacén y
tiene aproximadamente 1,300 habitantes cuya actividad econémica principal es la de
jornalero agricola. En la localidad existen servicios de energia eléctrica y agua entubada
sin potabilizar. La infraestructura para atencién a la salud consta de un Centro de Salud,
una clinica del Instituto Mexicano del Seguro Social y algunos médicos y laboratorios
clinicos privados. No cuenta con servicios de drenaje, pavimentacién, ni manejo de

basura.

C) Bisqueda de hospederos naturales

La investigacitn de hospederos naturales de Gnathostoma se realizé en : 1) Presa "Lic.
Adolfo Lépez Mateos” ("Varejonal™), 2) Presa "Lic. José Lopez Portillo" ("Comedero"),
3) Presa "Ing. Aurelio Benassini” ("El Salto"), 4) Dique "El Alhuate”, 5) Rio San
Lorenzo, 6) Rio Culiacén, 7) Laguna "Caimanero” y 8) Laguna "Chiricagiieto". En estos
cuerpos de agua dulce, se lleva a cabo la explotacion de peces dulceacuicolas que
abastecen los mercados locales y regionales. En la figura 6, se muestran las éreas y
poblaciones de estudio.
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2. Criterios de exclusién

Los criterios de exclusion para el estudio fueron los siguientes: individuos que no
procedian del estado de Sinaloa o bien que hubieran residido los dltimos 10 afios en
lugares diferentes a los sitios de estudio y aquellos que no estuvieran de acuerdo en

colaborar.

3. Muestreo

La seleccién de Ia poblacién para el estudio epidemioldgico en las zonas rurales PAR y
PBR, se realizé mediante un muestreo aleatorio estratificado, segnido de un muestreo por

conglomerados, considerando como conglomerados a las familias (106).

4. Encuestas

Se elaboraron y aplicaron dos tipos de encuestas precodificadas. Una de ellas se empled
en PAR y PBR para recabar datos del conglomerado o familia: identificacién de los
individuos, datos generales, caracteristicas de la vivienda, habitos alimenticios y
antecedentes familiares del padecimiento en estudio. La otra encuesta, fue aplicada a los
individuos de la ciudad de Culiacan incluidos en el estudio de casos y controles. La
informacién obtenida comprendio: identificacién individual y antecedentes clinico-
epidemioldgicos de gnathostomosis. Todos los datos se almacenaron en una base de

datos creada para este fin, en Microsoft Visual Foxpro 3.0.
5. Recoleccion de muestras
Las muestras de sangre se obtuvieron por venipuncién y se separaron en dos fracciones;

la sangre coagulada se centrifug6 para separar el suero que fue almacenado en alicuotas
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a -20°C hasta su uso, y la fraccion con anticoagulante se utilizé para realizar el recuento
de eosinofilos y glébulos blancos.

Adicionalmente se colectaron tres muestras de heces de cada individuo estudiado y en
el laboratorio fueron procesadas por los métodos de Faust, Ritchie y Kato-Miura (107,
108, 109).

6. Métodos inmunolégicos para el diagnéstico de gnathostomosis

A) ELISA

Se desarroll6 el método indirecto de ELISA, utilizando como antigeno un extracto crudo
de adultos de G. doloresi. Los parasitos liofilizados (donacién del Dr. Yukifumi Nawa,
Colegio Médico de Miyazaki, Jap6n), fueron macerados y sonicados (Cole-Parmer,
Instrument Co.) en solucién salina amortiguada (SSA) 0.2 M, pH 7.6, que contenia 0.2%
de p-metil sulfonil fluoruro (Sigma Chem. Co.), 0.1% de p-mercuribenzoato (Sigma
Chem. Co.), 10 mM etilendiaminotetracético (Baker) y 0.2% de una mezcla de
antibifticos-antimicéticos (penicilina G sédica, 10,000 pg/mL y sulfato de
estreptomicina, 25 pg/mL y fungizona en solucion salina al 0.85%) (Gibco).

El extracto crudo obtenido se centrifugé 20 minutos a 6,400g a temperatura ambiente.
El sobrenadante se filtré (Millipore 0.25 um) y las proteinas se cuantificaron por ¢l
metodo de Lowry (110). Después de determinar la concentracién éptima de antigeno
para el ensayo, cada pozo de la microplaca de fondo plano (Immulon II, Dinatech Lab)
se incubd con 200 ng/100 uL durante 24 horas a 4°C.

Los pozos se bloquearon durante 30 minutos a temperatura ambiente con SSA que

contenia albimina sérica bovina (ASB) (Sigma Chem. Co.) y Tween 20 (Sigma Chem,
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Co.) al 0.5% (SSA-ASB-Tween) y después se lavaron dos veces con una solucién de
Tween 20 (Sigma Chem. Co.) al 0.5% en SSA, (SSA-Tween).

Los sueros de 447 casos clinicos de gnathostomosis cutdnea y 23 1controles de la ciudad
de Culiacén, asi como los obtenidos de la poblacién rural PAR (713) y PBR (222) se
diluyeron 1:200 en SSA. Se afladieron 200uL a cada pozo y se incubaron durante 90
minutos a 37°C. Después de lavar tres veces las placas con SSA-Tween, se incubaron
durante 90 minutos a 37°C con anti-IgG humana (cabra) conjugada a fosfatasa alcalina
(Sigma Chem. Co.), diluida 1:1000 en SSA-ASB-Tween. Los pozos se lavaron de la
manera descrita y se les agregd p-nitrofenilfosfato (Sigma Chem. Co.) a una
concentracién de 1.0 mg/mL, disuelto en una solucién amortiguada de dietanolamina
(Sigma Chem. Co.) 1.0 M, pH 9.8. La reaccién se detuvo después de 30 minutos de
incubacién a 37°C, con hidréxido de sodio 3.0M (Baker).

Los valores de densidad 6ptica (DO) se leyeron a 405nm (Titer-Teck Multiskan MCC,
Flow Laboratories). El punto de corte se obtuvo arbitrariamente sumando la media de las
DO (MDO) de las muestras utilizadas como control, m4s tres desviaciones estandar
(3DS). Se consideraron positivas las muestras que presentaron DO igual o mayor al

punto de corte.

B) Dot-ELISA

Se utilizé el método descrito por Itoh y Sato (111), con algunas modificaciones.
Se procesaron los sueros de 100 casos y 100 controles de la ciudad de Culiacén y el
método se valord en 20 pacientes, durante la enfermedad y después de la curacion,

demostrada ésta, por la recuperacién de la larva mediante biopsia cutanea escisional.

En la primer linea de cuadros de una membrana cuadriculada de nitrocelulosa de 30 x
30 cm (Millipore HAWG 304FQ; diametro de poro 0.45 pm, cuadros de 3x3 mm), se

32



adsorbié 1.0 pL. de suero de un individuo aparentemente sano (suero humano normal)
diluido 1:2,000 en solucién amortiguada de caseina (SAC) (Sigma Chem. Co.), pH 7.6

para ser usado como control positivo interno de la prueba.

En los cuadros siguientes, se aplicé 1.0 pL del extracto antigénico crudo de adultos de
Gnathostoma doloresi diluido en SAC, para obtener una concentracién de 1.0mg/ml..

De igual manera, se fij6 antigeno obtenido de larvas L.3A aisladas de aves provenientes
de Temazcal Oaxaca (donacion de M. en C. David Osorio Sarabia y Dr. Rafael Lamothe
Argumedo, Instituto de Biologia, UNAM), para comparar la reactividad de dos antigenos
de Gnathostoma, adulios y larvas L3A.

Con objeto de analizar la especificidad de la prueba, también se adsorbieron a la
membrana extractos crudes de antigenos parasitarios no relacionados: fluido vesicular
de cisticercos de T aeni;r solium, adultos de Fasciola hepatica, Ascaris lumbricoides y
Taenia saginata; todos los antigenos se obtuvieron de la manera ya descrita y se

utilizaron a la misma concentracion.

La membrana se secé al aire y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente en
(SAC). Después de secar nuevamente, s cortd en tiras individuales que contenian suero
humano normal y los antigenos sefialados. Las piezas fueron almacenadas protegidas de
ia humedad a 4°C, hasta su uso.
Las muestras de suero se diluyeron 1:200 en SAC y se incubaron con los antigenos
adsorbidos a la membranas previamente hidratadas en SAC, agitando suavemente
(Bellco) durante 30 minutos a temperatura ambiente, Después de lavar tres veces con
SAC, se agregd anti IgG humana (cabra) acoplada a peroxidasa (Dako) diluida 1:1000
en SAC. Nuevamente se incubaron con agijtacion lenta por 30 minutos a temperatura
ambiente y se lavaron con SAC.
Finalmente se adiciond el sustrato (5 pL de perdxido de hidrégeno en una solucién de
cloronaftol al 0.2% en etanol al 80%) y la reacci6n se detuvo con agua destilada después
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de 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente. Se consideré positiva una prueba
que presentara un color azul en el sitio donde fue fijado el antigeno; esta coloracion

siempre se compar$ con la observada en el control positivo incluido en cada tira,
7. Cuantificacién de IgE sérica total

La cuantificacion de IgE, se levo a cabo en 123 casos de gnathostomosis cuténea. Se
empled ELISA tipo sandwich, tomando en cuenta las indicaciones del proveedor (Medix
Biotech Inc.).

Brevemente, a los pozos de fondo plano con anticuerpos monoclonales clase IgE
previamente fijados, se les agregé 20 pL de suero de los pacientes y dos gotas de
solucion amortiguada de Tris que contenia 0.02% de timerosal. Después de mezclar 10
segundos, las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos y se
lavaron cinco veces con agua destilada. Posteriormente se adicionaron tres gotas de anti-
IgE humana (cabra) marcada con peroxidasa, se incubaron 15 minutos a temperatura
ambiente y se lavaron de la manera ya sefialada. Después, se les afiadi6 200 pL de
per6xido de hidrégeno en solucién amortiguada de acetato y 3,3,5,5 tetrametilbencidina
y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo con
una gota de HCl 2.0 N y las DO se leyeron a 450 nm (Titer-Tek Multiskan MCC, Flow
Laboratories). Este mismo proceso se llevé a cabo, utilizando soluciones valoradas con
diferente concentracion de IgE para elaborar una gréfica en la cual se interpolaron los

valores de las DO de los pacientes y se obtuvieron los niveles séricos de IgE.
8. Recuento de eosinéfilos
Para obtener el porcentaje de eosindfilos, se preparé un frotis de sangre, que se fijé con

metanol y después fue tefiido con colorante de Wright. El recuento se realizd
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identificando 100 células sanguineas en un microscopio Optico. Adicionalmente se
contaron los glébulos blancos/pL. utilizando un hemocitémetro de Neubauer (112). El

nimero de eosinofilos/pl., se obtuvo con la formula:

eosindfilos/uL = (glébulos blancos/100) (% eosindfilos)

El recuento se llevé a cabo en 316 casos y €1 mismo nimero de controles.

9. Material histopatolégico

Se realizaron 51 biopsias cutdneas de los casos estudiados en la ciudad de Culiacén y una

mas de un individuo procedente de PAR.

El material recuperado, se fijoé en solucion de formol al 10% y se incluyd en parafina.
Se prepararon cortes de Spm, que fueron teflidos con eosina-azul de metileno antes de
su observacién al microscopio 6ptico. Veinte de estas biopsias no se sometieron al
proceso de fijacion con formol, Unicamente se colocaron en solucién salina para

recuperar L3A viables que posteriormente fueron sometidas a estudios morfolégicos.

10. Microscopia electrénica

Las formas parasitarias de Gnathostoma recuperadas de biopsias cutdneas, hospederos
naturales ¢ infecciones experimentales (pag. 37), se lavaron varias veces con RPMI 1640
(Gibco), se fijaron con solucién de Karnovsky (113) durante 24 horas a 4°C y se lavaron
con solucién amortiguada de cacodilato de sodio 0.15 M, durante al menos 24 horas.
Después se postfijaron con tetradxido de osmio al 3%, durante 2 horas a 4°C. Los
pardsitos se deshidrataron y prepararon para microscopia electrénica de barrido mediante
desecacion a punto critico y evaporacioén con oro.
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Algunas larvas 1.3A, se prepararon para microscopia electrénica de transmision; despuds
de la postfijacion se cortaron fragmentos que contenian los intestinos de las larvas y se
deshidrataron incubandolos en soluciones de etanol al 70, 80, y 90%, durante 10
minutos, seguido por tres cambios de 20 minutos cada uno, en etanol absoluto.
Finalmente se¢ incluyeron en poly/Bed (Polyscience, Inc.) y se dejaron polimerizar
durante 12 horas a 60°C en una atmoésfera seca. Se realizaron cortes transversales

semifinos del epitelio intestinal, manteniendo una separacién de 30 um entre ellos.
11. Métodos coproparasitoscépicos (CPS)

La deteccién de parasitosis intestinales se realizé con la finalidad de valorar posibles
reacciones cruzadas que intefirieran en el diagndstico inmunolégico de gnathostomosis.
Mediante los métodos de Faust (105), Ritchie (106) y Kato-Miura (107), se proces6 un
total de 3,667 muestras de heces, correspondientes a 1,201 individuos de Culiacén y de
las poblaciones rurales PAR y PBR. Faust y Ritchie son técnicas cualitativas que
concentran formas parasitarias por centrifugacion-flotacion y sedimentacién,
respectivamente. Kato-Miura es un método cuantitativo 0til para el diagnéstico de
helmintiasis.

12. Identificacién de hospederos naturales y aislamiento de larvas L.3A

En las presas, rios, diques y lagunas sefialados en la figura 6, se capturaron 2,723 peces
dulceacuicolas y 192 aves icti6fagas para investigar la presencia de L3A de
Gnathostoma.

Después de registrar los datos meristicos y el sexo de cada uno de los ejemplares
recolectados, el tejido muscular se disec6, molié y comprimié entre dos placas de vidrio
de 10 x 12 cm. Estas preparaciones se observaron cuidadosamente a través de una fuente
de iluminacién intensa (lampara de 100 watts). Adicionalmente, 1la masa m{lscular
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revisada por transluminacién, se someti6é a un proceso de digestiéon con jugo gastrico
artificial (1.0 g de pepsina en 1.0 L de HCI al 0.7%). La mezcla se mantuvo a 37 C
durante 4-5 horas y el sedimento después de lavarlo dos veces con agua corriente, fue
analizado en pequefias porciones a través del estereomicroscopio (114).

Las larvas recuperadas libres de tejido, se utilizaron para los estudios morfoldgicos o

para realizar infecciones experimentales en gatos domésticos.

13. Infecciones experimentales con larvas L3A

Cinco gatos domésticos que se¢ mantuvieron con una dieta comercial (gatina, purina), se
infectaron por via oral con al menos veinte larvas L3A aisladas de Egretta alba
capturadas en el dique "El Alhuate”, Fig. 6. Las heces de estos animales fueron
analizadas mediante los métodos de Faust, Ritchie y Kato cada tercer dia, para identificar
hueves de Gnathostoma en caso de ocurrir la maduracién de las L3A hacia la etapa

adulta. Se sacrificaron en periodos post-infeccion de 17 dias y 2, 3, 7, y 8 meses.

14. Métodos estadisticos

Los resultados obtenidos a través del trabajo de campo y de laboratorio fueron
procesados mediante técnicas estadisticas descriptivas e inferenciales. Las prevalencias
se mostraron en graficas y tablas. Las prucbas de X2, asi como los modelos logisticos y
log-lineal fueron empleados para comparar proporciones.

Un valor p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Los datos se procesaron
utilizando los programas Statgraphics versién 6.0, EP16 y EPIDAT.
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V. RESULTADOS

1. Estudio de cases y controles

A) Aspectos clinicos

En la ciudad de Culiacén, se registraron 447 casos (183 hombres y 264 mujeres) con
sintomatologia compatible con gnathostomosis. La mayoria de ellos, present6 edades
entre los 30 y 45 afios (65%), solo el 4% tuvo menos de 14 afios.

Las lesiones migratorias intermitentes que se observaron en estos pacientes, fueron
principaimente de la variedad inflamatoria o profunda (80%). Las placas edematosas
generalmente poco dolorosas, presentaron eritema, induracion, prurito, ardor y aumento
de la temperatura local. Las dimensiones de estos edemas de forma circular o alargada,
fueron muy variables, desde dos hasta 20 ¢cm de didmetro. Las inflamaciones més
severas, generalmente se localizaron en el-abdomen y la parte superior de los brazos.
En ocasiones las lesiones mostraron zonas hemorragicas que dejaban una huella
pigmentada en la piel, que perduraba durante varios dias, mostrando el recorrido del
parasito. Algunos pacientes presentaron edemas intermitentes sin eritema. Estos
usualmente se manifestaron en cara o extremidades superiores y con mayor frecuencia
se acompaifiaron de dolor.

Las formas superficiales, serpiginosa y seudofurunculosa, fueron menos frecuentes y
cuando aparecieron casi siempre se regisir6 el antecedente de haber presentado placas
eritematosas, (lesiones mixtas).

Cabe hacer notar, que con mucha frecuencia se observé la aparicion de lesiones
seudofurunculosas en los pacientes que recibieron tratamiento con albendazol, posterior
al diagnéstico inmunolégico.

En las figuras 7 y 8 se muestran lesiones de las diferentes variedades de gnathostomosis

cutdnea y su distribucién en los casos estudiados.
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Fig.7 A, By C muestran lesiones de gnathostomosis cutinea variedad inflamatoria o
profunda donde se observan las placas eritematosas; D y E presentan solamente un gran
edema sin aparicion de eritema; F y G muestran lesiones superficiales seudofurunculosa(«)
y serpiginosa, respectivamente.
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Fig. 8. Distribucién de las variedades de gnathostomosis cutianea observada en 447 casos.

La topografia de las lesiones fue la siguiente: cabeza y cuello 20%; extremidades

superiores 33%; tronco 27% y extremidades inferiores 20%, Fig. 9.

Fig. 9. Localizacién de las lesiones de gnathostomosis cutinea en 447 casos.

Los periodos de intermitencia, que reflejan ¢l movimiento de la larva, oscilaron entre un

dia hasta dos afios; es decir, la reaccion inflamatoria cambiaba de lugar cada dia o cada
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tercer-cuarto dia para finalmente desaparecer y reaparecer en algunos meses o después
de un afio. Esto en ocasiones hacia suponer a los pacientes y médicos que ¢l problema
se habia resuelto. E! tiempo de evolucion del padecimiento en los casos estudiados,

también fue muy variable, desde una semana hasta diez afios.

B} Diagndstico inmunolégico

ELISA

Se procesaron 447 muestras de los casos descritos anteriormente, mds 231 sueros de
individuos aparentemente sanos considerados como controles.

El punto de corte obtenido de 1a media de las DO de los controles, mas tres desviaciones
estandar fue de 0.5 y se consideraron seropositivas aquellas muestras que presentaron
DO iguales o mayores a éste valor. La sensibilidad y especificidad de la prueba (115),
estimada bajo criterios clinicos, fue de 94% y 98.7%, respectivamente.

De las 447 muestras de pacientes con larva migrans, 422 casos (94.4%) mostraron
seropositividad y 22 (5.6%) fueron negativos. Se observé que en algunos casos cuando
se formaba la lesion seudofurunculosa, es decir cuando Ia L3A se encontraba en planos
superficiales de la piel, por evolucién natural del padecimiento o post-tratamiento con
albendazol, los titulos de anticuerpos fueron bajos. Dos casos seronegativos, poco tiempo
después del diagndstico inmunolégico, presentaron la salida espontdnea de la larva a
través de una lesién seudofurunculosa. Por otra parte, un individuo que habia sido
estudiado como control y quien present6 titulos elevados de anticuerpos anti-
Gnathostoma, durante el periodo de estudio, presenté manifestaciones clinicas por
primera vez. Después de recibir tratamiento médico, se recuperd una larva L.3A de la
lesion edematosa.

En Ia figura 10 se muestran los resultados obtenidos por ELISA en los casos y controles,
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Dot - ELISA

Mediante este método se procesaron 100 muestras séricas de casos de gnathostomosis
cutanea estudiados en la ciudad de Culiacén que previamente habian resultado positivos
por ELISA. Veinte de estos casos fueron confirmados parasitoscOpicamente y 30 se
valoraron con ambos métodos antes y después del tratamiento con albendazol (10 mg/kg
peso, durante 21 dias); también se analizaron 100 muestras de individuos aparentemente

sanos, usadas como controles.

En el estudio comparativo de la respuesta de los casos de gnathostomosis ante extractos
antigénicos de adultos de G. doloresi y larvas L3A de Gnathostoma spp aisladas de aves
icti6fagas provenientes de Temascal, Oaxaca, se encontr6 una correlacién del 98%. Sin
embargo hubo diferencias en la intensidad de la coloraci6n a la cual se consider positiva
la prueba; en el 18% de los casos ésta fué mas debil con G. doloresi y al contrario, en
el 15% la reaccion fué menos intensa con las larvas L3A de Temascal.
Adicionalmente la seropositividad obtenida por dot-ELISA con ambos antigenos ,
mostré también una correlacion del 98% cuando se compar6 con la demostrada por
ELISA.

Las reacciones cruzadas con los antigenos no relacionados fueron débiles y no
interfirieron en la interpretacion de los resultados; el 5% de los casos mostr6 respuesta
ante antigenos de F. hepatica y un 3% contra 4. lumbricoides y T. saginata. En lo que

respecta a los controles solo el 5% mostr6 seropositividad.
Los datos obtenidos con dot-ELISA se consideraron importantes, ya que es una prueba
econdmica, rapida y no requiere personal especializado. En la figura 11 se muestran los

resultados obtenidos con algunas muestras de los casos y controles estudiados.
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CLAVE PARA LECTURA 1

S I #: Nitmero de mitestra

scl S¢: Suero control

G‘;: G- Adulosde G dolorei

St PR F hepatica

Gm|Al | Om: L3A Gnathosioma sp (México)

CsiTs | AL A hambricoides
—+ Cs: Cisticercos de 7. solium
Ts: . saginata

AT. Antes de Tratamiento AT DT
DT: Después de Tratamiento

CE: Casos con diagnéstico clinico, ELISA positivos

C: Controles (Individuos aparentemente sanos)

Fig. 11 Dot-ELISA de casos de gnathostomosis cutinea confirmados parasitoscépicamente
(CP) y con diagnéstico clinico, ELISA positivos (CE). Se muestra un caso antes (AT) y
después (DT) de tratamiento con albendazol adem4s de los controles(C).






C) 1gE sérica total y recuento de eosinéfilos

Se determind la concentracién de IgE total por ELISA, en 123 casos de gnathostomosis
cutdnea. Presentaron valores superiores al valor de referencia (0-100 UVmL) un total de
88 casos (71.5%), de los cuales 62 mostraron valores en el rango de 101-500 U/mL y
26 entre 501 a mas de 1,000 UI/mL, Fig. 12.

Fig. 12. IgE sérica determinado por ELISA en 123 casos de gnathostomosis cutinea.

El recuento absoluto de eosinéfilos en sangre periférica, se practicd en 316 casos y en
un namero igual de controles. Los casos presentaron eosindfilos significativamente mas
elevados que el grupo control, (x* por correccion de continuidad de Yates, p=0.0000).
Considerando el valor de referencia de 0-400/ul., 50.3% de los casos presentéd

eosinofilia, Fig. 13.
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Fig. 13. Valores absolutos de eosinéfilos en 316 casos y el mismo nimero de controles.
Valor de referencia 0-400/uL.

D) Histopatolegia y morfologia de larvas L3A obtenidas de humanos

A través del estudio, fue posible realizar 51 biopsias cutéaneas y en 29 casos (56.7%) se
identificé al parésito. Asimismo, en seis pacientes las larvas L3A de Gnathostoma

salieron de manera espontanea a través de la piel, sin recurrir al proceso quirirgico.

En la figura 14 se muestra un corte transversal de una L3A de Gnathostoma, con un
intenso infiltrado inflamatorio constituido por linfocitos, células plasmaticas y
abundantes eosin6filos.

Diecisiete larvas se recuperaron de 20 biopsias, en las que el material no se someti6 al
proceso de fijacion con formol, practicadas en lesiones seudofurunculosas que
aparecieron después del tratamiento con albendazol; nueve L3A (45%) permanecian
viables, y se utilizaron para comparar su morfologia con parésitos aislados de aves

ictibfagas, analizadas en este estudio.
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Fig. 14. Fotografia en microscopia de luz de una biopsia cutinea incluida en parafina,
que muestra A: corte transversal de una larva L3A de Gnathostoma y Ia reaccién
inflamatoria. B: pardsito a mayor aumento: eséfago (E), saco cervical (SC) y espinas
cuticulares (EC).

En la figura 15A, se observa el material de una biopsia cuténea con una larva L3A que
mostrd intensos movimientos dentro del tejido del cual eventualmente migrd, figura

15B.
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Fig. 15. Biopsia cutinea que muestra una larva L3A (—), dentro (A) y fuera del tejido
(B).

Esta larva L3A fue recuperada viva de una lesion cutdnea de una paciente de 39 afios,
que habia recibido tratamiento con albendazol durante 10 dias. Mediante microscopia
de luz, se observaron cuatro hileras de ganchos en el bulbo cefélico y en la parte interna
de éste, se reconocieron las membranas de cuatro sacos cervicales que colgaban
libremente en el seudoceloma rodeando el es6fago. Los sacos cervicales se movian de

acuerdo a los movimientos de expansion o retraccion del bulbo cefélico.

El esofago piriforme y el intestino se observaron de un color café obscuro. El intestino,
presentaba movimientos ondulatorios junto con el movimiento progresivo de la larva. En
la parte posterior ventral, se identificé el poro anal a través del cual expulsaba material

de excresion, en pequefios grumos mediante fuertes movimientos del intestino, Fig. 16.
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Fig. 16. A, By C muestran diferentes movimientos de una larva L3A recuperada viva 2
partir de material sin fijar, de una biopsia cutdnea: bulbo cefiilico (BC), eséfago (E) ¢
intestino (I).

Otras L3A viables se procesaron para realizar estudios de microscopia electrénica de
barrido, con apoyo de la Dra. Silvia Anfuna y Marie Therese Merchant de la Facultad
de Medicina, UNAM.

En la figura 17, se observa una larva L.3A humana donde se muestran caracteristicas
morfolégicas externas que fueron comparadas con las observadas en larvas recuperadas
de aves. En el bulbo cefélico se apreciaron dos grandes labios con un par de papilas cada
uno, rodeando una boca alargada. El nimero de ganchos en el bulbo cefélico, de las
hileras uno a la cuatro fueron 35, 43, 46 y 49 respectivamente. El cuerpo en su totalidad,
estuvo cubierto con espinas cuticulares, que se observaron més pequefias a medida que
se alejaban del bulbo y entre las décimo segunda y décimo tercera hileras, se reconoci6

una papila cervical.
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Fig. 17. Microscopia electrénica de barrido de una larva L3A que salié de manera
espontinea de una lesién edematosa del hombro derecho de una paciente de 33 afios.
Ganchos del bulbe ceféilico (GB), labios (L), papilas labiales (PL), papila cervical (PC) y
espinas cuticulares (EC).
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E) Factores de riesgo en la transmision de gnathostomosis

Con objeto de definir factores de riesgo para adquirir esta parasitosis, inicialmente se
analiz6 la informacién de las encuestas aplicadas a los 447 casos y 227 controles
estudiados en la ciudad de Culiacan, utilizando pruebas estadisticas para muestras
independientes. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos

y controles en los siguientes pardmetros:

a) La frecuencia con que se consume carne de pecado de agua dulce (p=0.0001).

b) La frecuencia en el consumo de came de pescado de agua dulce crudo,
(p=3.76x10"%).

¢) Edad, cuya media muestral para los casos fue de 34.86 afios, (p=0.0000).

d) Peso corporal, media muestral de los casos 68.44 Kg, (p=0.004).

Posteriormente, se analiz6 la misma informacién en 100 casos y controles pareados por

raza, edad, sexo y zona goegrafica, utilizande la prueba t-student pareado. Se obtuvieron

diferencias significativas en:

a) Frecuencia con la cual los casos consumieron pescado de agua dulce crudo,

(p=0.018).
b) El tiempo que tenian consumiendo este producto, (p=0.0000).

En ninguno de los dos tipos de anélisis, para muestras independientes y pareadas, se
observaron diferencias significativas entre: la edad promedio a la cual empezaron a
consumir carne cruda o insuficientemente cocida de pescado de agua dulce, beber agua
sin tratamiento de rios o lagunas, y en la ingestion de carne cruda de aves ictitfagas,

ranas o culebras, probables hospederos paraténicos de Gnathostoma.
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2. Estudio epidemiolégico

Se llevo a cabo en las poblaciones rurales denominadas de alto (PAR) y bajo riesgo
(PBR). Debido a que en México no existen trabajos epidemioldgicos previos sobre
gnathostomosis, se disefi6 un estudio piloto seleccionando aleatoriamente 30
conglomerados en cada poblado, para determinar ¢l tamafio de muestra. Se aplicaron
encuestas previamente elaboradas y se encontrd que en PAR el 23.3% de las familias
seleccionadas se dedicaban a la pesca en agua dulce y el 60.0% de ¢llas consumia carne
de pescado crudo, sazonado Gnicamente con limén. En PBR, no se encontraron familias
de pescadores y s6lo el 6.7% manifesté comer carne de pescado de agua dulce sin
coccion. También se colectaron 174 (PAR) y 162 (PBR) muestras de sangre de los
individuos incluidos en los conglomerados seleccionados y se¢ determiné la prevalencia
de anticuerpos anti-Gnathostoma doloresi, mediante ELISA previamente desarrollado.
En PAR se encontr6 una seropositividad del 12.64%, en contraste con la detectada en

PBR, que fue del 2.50%. Posteriormente, considerando los datos de seroprevalencia se

obtuvo un tamaifio de muestra de 116 a 202 conglomerados (a = 0.5, 8= 0.01).
A) Caracteristicas de las familias o conglomerados

Con base en el estudio piloto, se inci6 la aplicacion de encuestas codificadas a los
conglomerados seleccionados en ambas poblaciones; en la tabla 3, se resume la
informacidn recabada.

Tabla 3. Caracteristicas de las familias estudiadas en las poblaciones de PAR y PBR.

EAMILIA .. PAR. PBR
Encuestadas 190 122

De pescadores 62 (32.6%) 0 (0.0%)
Consumen pescado crudo 121 (63.7%) 21 (17.2%)
Al menos un individuo presenta 22 (11.6%) 2 (1.6%)

edemas cutineos migratorios |
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La presencia de edemas cutdncos migratorios intermitentes, en individuos de las familias
de PAR fue significativamente mayor (p=0.0000). Una razén de momios (RM)=10.4
indicé que en este lugar, existen 10.4 veces mas probabilidades de presentar estos
edemas, comparado con PBR. También en PAR el consumo de pescado crudo, fise mayor
(p=0.0000), RM=8.43.

B) Prevalencia de anticuerpos contra G. doloresi en PAR y PBR

Adicionalmente, se procesaron por ELISA 713 muestras de sueros de PAR y 222 de
PBR, correspondientes a 190 y 122 conglomerados, respectivamente. Por fallas en el
suministro de energia eléctrica en el laboratorio se deseché un nimero importante de
muestras colectadas en PBR. Utilizando métodos de estadistica descriptiva aplicados a
las lecturas de DO por ELISA, se obtuvieron los siguientes resultados:

PAR PBR
Tamafio de la muestra 713 222
Media de las DO 0.323125 0.260622
Mediana 0.322000 0.24250
Desviacion estandar 0.21456 0.15882
Error estandar 0.00803 0.01066

La prueba t para muestras independientes mostré diferencias estadisticamente

significativas entre las medias de los valores de las DO, (t=4.01107, p=3 x 10-5).
Tomando en cuenta el punto de corte a una DO de 0.5, obtenida de los controles

estudiados en la ciudad de Culiacdn, la seroprevalencia en PAR fue de 15.6%,
significativamente mayor que en PBR, 8.1% (p= 0.005), Fig. 18.
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Con los datos de seroprevalencia, se obtuvo una RM=2.09, lo cual significé que una
persona que vive en PAR, presenta aproximadamente 2.09 veces mayor probabilidad de

tener anticuerpos contra Grathostoma, comparada con quien vive en PBR.

Cabe destacar que, a través del diagndstico inmunoldgico por ELISA realizado en PAR,
fue posible detectar un caso de gnathostomosis cutdnea confirmado
parasitoscopicamente: persona del sexo femenino de 40 afios de edad, presenté una DO
de 0.750 y en el interrogatorio manifesté haber presentado edemas migratorios
intermitentes en tronco y extremidades superiores. El caso fue remitido al dermatélogo
quien prescribi6 tratamiento con albendazol a una dosis de 10 mg/Kg de peso, durante
21 dias. Veinte dias post-tratamiento se realizé una biopsia escisional en la lesién ya
involucionada. El material sin fijar, se examiné en el laboratorio y se recuper6 una larva
L3A muerta probablemente hacia poco tiempo, ya que lo tnico que se encontraba
deteriorado era el bulbo cefalico.

En las figuras 19 y 20, se presentan los croquis poblacionales de PAR y PBR, que
muestran la distribucién de algunos datos obtenidos a través del trabajo de campo y de

laboratorio.

C) Prevalencia de parasitosis intestinales

Los estudios coproparasitoscopicos (CPS) realizados en individuos de estas dos
poblaciones y en los casos y controles de Culiacin, mostraron que la inmunidad hacia
los parésitos intestinales que prevalecieron en la poblaci6n estudiada, aparentemente no
interfiri¢ con el diagnostico inmunoldgico de gnathostomosis.

El miimero de muestras de heces procesadas por Faust, Ritchie y Kato fue el siguiente:

PAR PBR Casos Controles
No. de muestras 1,950 636 462 597
No. de individuos 658 212 154 199
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de alto riesgo (PAR).
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En las dos poblaciones rurales a pesar de que las protozoosis presentaron una
distribucién similar, PBR mostré prevalencias significativamente mayores de
Hymenolepis nana (p=2x10"), Ascaris lumbricoides (p=0.0000), Trichuris trichiura
(p=0.0000) y Strongyloides stercoralis (p=0.0000). Por ¢l contrario, las uncinarias
fueron mas prevalentes en PAR (p=3x10"), tabla 4. La prevalencia de parasitosis
intestinales entre los casos y controles en la ciudad de Culiac4n, no mostré diferencias

estadisticamente significativas, tabla S,

Tabla 4. Prevalencia de parasitos intestinales en poblacion de alto riesgo (PAR) y de bajo
riesgo (PBR) determinada en tres muestras de cada individuo, por los métodos de Faust,
Ritchie y Kato.

Giardia lamblia 137 (20.0) 49 (23.1)
Entamoeba histolytica 22 (3.2) 12 (5.7)
Taenia solium 4 (0.5) 0 (0.0)
Taenia saginata 3 (0.4) 0 (0.0)
Hymenolepis nana 116 (16.9) 70 (33.0)
Ascaris lumbricoides 54 (7.9) 48 (22.6)
Trichuris trichiura 23 (3.4) 33 (15.6)
Strongyloides stercoralis 1 {(0.15) 14 (6.6)
Uncinarias 13(1.9) 17 (8.0)
Enterobius vermicularis 18 (2.6) 7 (3.3)
Entamoeba coli 462 (62.2) 145 (68.1)
Endolimax nana 352 (561.4) 152 (71.7)
fodamoeba biitschlii 70 (10.2) 20 (9.4)
Chilomastix mesnili 24 (3.5) 6 (2.8)

58



I

|

Tabla 5. Prevalencia de parasitosis intestinales en casos de gnathostomosis cutinea y
controles de la Ciudad de Culiacin empleando los métodos CPS de Faust, Ritchie y Kato.

Giardia lamblia 065 15 (7.5)
Entamoeba histolytica 3(1.8) 1(0.5)
Hymenolepis nana 10 (6.5) 4 (2.0)
Ascaris lumbricoides 0(0.0) 2(1.0)
Trichuris trichiura 0 (0.0) 1(0.5)
Strongyloides stercoralis 1(1.9) 0(0.0)
Entamoeba coli 47 (30.5) 50 (25.1)
Endolimax nana 63 (40.9) 70(35.2)
fodamoeba biitschlii g (5.8) 10(5.0)
Chilomastix mesnili 3(1.9) 2(1.0)

3. Hospederos naturales de Gnathostoma

A) Peces

Las especies de peces de agua dulce estudiadas en los lugares seftalados en la figura 6
fueron: Oreochromis spp ("tilapia"), Ictalurus punctatus ("bagre"), Micropterus
salmoides ("lobina™), Mugil spp ("lisa") y Salmo spp ("trucha"), tabla 6.

A pesar del analisis de 2,773 ejemplares de peces (que representaron un peso

aproximado de 900 Kg), no se encontraron formas parasitarias de Gnathostoma.
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Tabla 6. Especies de peces dulceacuicolas estudiadas, en los ciales no se detectaron larvas
L3A de Gnathostoma spp.

Prosss TS MOMES e e o |TOTAL
“Varejonal” 800 58 140 998
“Comedero” 223 10 2 235
“El Salto” 109 1 110
Sanalona 349 18 367
Rios, Lagunas y Diques
R. San Lorenzo 92 10 5 17 | 124
R. Culiacan 63 63
D. Alhuate 501 30 46 23 600
L. Caimanero 154 154
L. Chiricagieto 54 1 17 72

B) Aves

En las mismas dreas geograficas, se capturaron 192 aves ictiofagas, identificadas como

Egretta alba ("garzon blanco"), Pelecanus erytrhorhynchos ("pelicano blanco™),
Pelecanus occidentalis ("pelicano gris"), Nycticorax nycticorax ("garza negra"), Ardea
herodias ("garzén cenizo"), Phalacrocorax olivaceus ("pato buzo™) y Pandion haliaetus
("4guila pescadora"). Entre estas especies, se identificaron cuatro hospederos paraténicos
de Gnathostoma spp: Egretta alba, Pelecanus erytrhorhynchos, Ardea herodias y
Pelecanus occidentalis. Esta Gltima especie no habia sido registrada anteriormente como

hospedero paraténico de Gnathostoma, tabla 7.
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Tabla 7.  Aves ictibfagas estudiadas para identificar hospederos paraténicos de
Gnathostoma spp. Cuatro especies se encontraron parasitadas.

P' = Presa Presa Rio Rio TOTAL
Varejonal Comedero Sanalona S.Lorenzo Culiacan] FARASTARAS)

Egretia atba 7 84 4 95 (21)
P olivaceus 9 1 3 40 53 (0)
N. nycticorax 1 4 1 6 (0)
A. herodias 1 1 12 14 (3)
P erytrhorhynchos 1 2 (1)
P occidentalis 17 1 18 (5)
P. haliaetus 1 2 3(0)

A partir del material obtenido de las 30 aves parasitadas, se aislaron 203 L3A de
Gnathostoma y €] mayor nimero de larvas se encontré en la especie Egretta alba; ésta
¢s una garza blanca, esbelta, con pico amarillo y patas negras que habita en aguas dulces
y tierras bajas. Se alimenta de peces y batracios poséndose con el cuello extendido hacia
adelante.
El lugar de donde se capturaron las aves mas parasitadas fue en el dique "El Alhuate";
este cuerpo de agua dulce, se localiza aproximadamente 40 Km hacia el suroeste de la
ciudad de Culiacan en los margenes del poblado "Vaile Escondido”, Sindicatura de
Quil4, municipio de Culiacan. El dique contiene aguas del rio San Lorenzo en cuyo
cauce también se encuentra la presa "Lic. José Lopez Portillo” conocida como " El
Comedero", (Tabla 8).
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Tabla 8. Hospederos paraténicos de Gnathostoma spp en Sinaloa y niimero de larvas L3A
recuperadas.

Egretta alba Presa “"Varejonal” 1
(Garzdn bianco) Dique "El Alhuate” 180
Pelecanus Digque "El Alhuate” 5
occidentalis

(Pelicano gris)

Pelecanus . « "
erythrorhynchos Dique “El Alhuate 2
(Pealicano blanco)

Ardea herodias quue “El Alhuate’ 15

(Garzén cenizo)

La frecuencia de gnathostomosis en 84 ejemplares de Egretta alba, estudiados en esta
rea geografica fue de 29.8 %, (Tabla 9) y las larvas se localizaron en el cuerpo de esta
garza, principalmente en piernas (37.2%) y alas (23.3%), (Tabla 10).

Tabla 9. Prevalencia de gnathostomosis en ejemplares de Egrefta alba capturados en el
dique "El Alhuate", rio San Lorenzo.

84 25 (29.8) 180 7.2 (1- 34)

Tabla 10. Localizacién corporal de las larvas L3A de Gnathostoma en Egretta alba.

Piernas 87 (37.2)
Alas 42 (23.3)
M. intercostales . 27 (15.0)
Pechuga 30 (16.7)
Cuello 14 (7.8)
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4, Identificacién de la especie de Gnathostoma

A) Morfologia de larvas L3A

Las larvas aisladas del tejido muscular esquelético de las aves, inicialmente se
observaron inméviles enrrolladas en su propio cuerpo adoptando una forma semicircular
y cubiertas de tejido fibroso translicido, a través del cual se observo claramente el
intestino, Fig, 21.

Fig. 21. Larva L3A de Gnathostoma encapsulada en misculo de Egretta alba («).

La luz y el calor del microscopio Optico ademas del jugo gastrico artificial logran activar

estas larvas encapsuladas, las cuales inician una serie de movimientos intensos para

liberarse de la cépsula fibrosa que generalmente contiene un material pardo,

probablemente substancias de desecho del parasito.

Se realizé un estudio morfométrico de ocho larvas recuperadas de Egretta alba y

Pelecanus erytrhorhynchos, mediante microscopia de luz, transmision y barrido.

Las larvas midieron de 2.0 a 3.3 mm de longitud, el bulbo cefalico se distinguié

claramente del resto del cuerpo, por su aspecto globoso y por la presencia de cuatro

hileras de ganchos unidentados y de base oblonga. En el bulbo cefilico también se
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observé la boca con dos labios laterales de igual tamafio y forma semicircular. Cada
labio mostré un par de papilas. El cuerpo cilindrico también present6 mas de 200 hileras
transversales de espinas que aparecian inmediatamente debajo del buibo. Las espinas
cuticulares cubrieron todo el cuerpo y disminuian en niimero y tamafio, a medida que se
alejaban del bulbo, cefélico. Entre las hileras de espinas cuticulares 12-13 y 14-15 se
observé una de las dos papilas cervicales laterales y hacia la parte posterior ventral del
cuerpo se encontré el poro anal rodeado de una cuticula con espinas diminutas y escasas,
Fig. 22.

100 pm

Fig. 22. Microscopia clectrbnica de barrido de una L3A aislada de P. erytrhorhynchos que
muestra la morfologia externa. A: Bulbo cefilico (BC) y Poro anal (PA). B: Labios (L),
Ganchos del bulbo (GB), Espinas cuticulares (EC) y Papila cervical (PC).

Adicionalmente se llevo a cabo el recuento de ganchos de diez bulbos cefélicos,
seccionando las larvas previamente fijadas. Los bulbos se comprimieron entre un
portaobjetos y un cubreobjetos y el recuento se realizd por hileras, en un microscopio

Optico. Los resultados se compararon con los registrados para algunas especies de

64



Gnathostoma que parasitan al hombre; el promedio de ganchos por hilera fue: I (38.9),
1I (42.3), III (44.6) y IV (47.2) y presentaron similitud con los encontrados para algunas

larvas L3 A mexicanas sin identificar (104, 9), G. binucleatum (8) y G. spinigerum (2),
(Tabla 11).
Tabla 11. Recuento de ganchos del bulbo cefilico de 10 L3A aisladas de Egretta alba.

1 33 39 3% 41 38 34 39 41 39 39 38.9
0 42 44 42 42 43 41 A2 42 A1 44 423
m 45 46 49 43 44 41 44 45 43 46 448
) 48 49 46 44 50 45 49 42 50 49 47.2

Sin embargo el recuento de nicleos de las células del epitelio intestinal en cortes
semifinos de una larva L3A aislada de Pelecanus occidentalis ("pelicano gris"), Fig. 23,
especie no registrada como hospedero natural de Grnathostoma, mostré diferencias con
las larvas L3A descritas en México y otros paises, principalmente en el nimero de

células que no presentaron nicleo, Fig. 24.

_‘-
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Fig. 23. Mi electronica de transmision de un c'orte del epitélio intestinal de una
Iarva L3A de Gnathostoma, aislada de Pelecanus occidentalis. Pseudoceloma (PS), Cavidad
intestinal (CI) y Niicleos (N).
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Fig. 24. Numero de niicleos en 285 células en cortes del epitelio intestinal de cortes de una
larva L3A de Gnathostoma aislada de Pelecanus occidentalis.

B) Morfologia de parasitos adultos

Los pérasitos adultos de Gnathostoma constituyen el mejor material para la
identificacion de las especies.

Al igual que para las larvas L3A, ¢l tamafio, forma y distribucion de los ganchos del
bulbo cefalico y las espinas del cuerpo son datos morfoldgicos que deben estudiarse,
ademas de la morfologia de los organos genitales y los huevos, (4).

Las infecciones experimentales en gatos, inoculados por via oral con larvas L3A aisladas
de Egretta alba, mostraron los siguientes resultados: en e} estomago de un gato infectado
durante 12 meses, se encontraron lesiones sugestivas de la presencia del parasito.

Sorprendentemente en un segundo animal que s6lo tenia 17 dias de infectado, se
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encontraron formas parasitarias en diferentes etapas de desarrollo en estémago, higado

y misculos intercostales, Fig. 25.

Fig. 25. Estémago (A) y misculos intercostales (B) de un gato doméstico infectado
experimentalmente con larvas L3A de Gnathostoma, donde se observaron formas
parasitarias en diferentes etapas de desarrollo ().

En higado se encontraron larvas L3A que presentaron caracteristicas morfolégicas
similares a las anteriormente descritas. Sin embargo en el bulbo cefalico se observaron
modificaciones que aparentemente sugieren la aparicion de nuevas hileras de ganchos,
La figura 26, muestra una L3A que midié aproximadamente 2.7 mm. El bulbo cefalico
present6 36, 37, 40 y 47 ganchos en las hileras uno a la cuatro respectivamente; la
primera hilera se observé con los ganchos invaginados y en la porcién distal
aparentemente se dibujaron una quinta y sexta hileras de nuevos ganchos cuando se
comparé esa region, con los bulbos de larvas L3A no utilizadas en las infecciones
experimentales, (ver Fig. 22 B, pag. 64 ).

Cada labio present6 un anfidio; éste es un diminuto érgano receptor dificil de observar,
situado lateralmente. En el cuerpo un poco més robusto entre las estrias cuticulares 13-
14, se detecté una papila cervical y la parte posterior no mostré cambios significativos,
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Fig. 26. Micrografia de barrido de una larva L3A obtenida del higado de un gato
doméstico infectado experimentalmente, 17 dias post-infeccion. A: bulbo cefalico que
muestra la primer hilera de ganchos invaginados (GI), labios (L), boca (B) y anfidio (A).
B: Ia misma estructura con el aparente crecimiento de las quinta y sexta hileras de ganchos
(GCR). C: cuerpo robusto de la larva y D: parte posterior sin modificaciones, gue muestra
el poro anal (PA).
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En musculos intercostales se encontraron parasitos mudando la cuticula del bulbo
cefélico, lugar donde aparentemente se inicié este proceso.

En la figura 27, se observa una larva que presenté fuertes movimientos de expansién y
retraccioén del bulbo; durante la retraccion, introducia completamente la boca, labios y
dos de las cuatro hileras de ganchos hacia el interior del cuerpo, sobresaliendo sélo la
cuticula con las dos hileras restantes, simétricamente plegadas en cuatro puntos. El resto
del cuerpo no mostré diferencias morfolégicas con las larvas L3A inoculadas, pero a
diferencia de las larvas examinadas anteriormente, en ésta, se localizé un poro excretor

entre las estrias cuticulares 25 y 26.

Fig. 27. Micrografia electrénica de barrido de una larva L3A iniciando el proceso de
muda cuticular en su transformacioén hacia la forma adulta. A y B: pardsito que muestra
invaginacién del bulbo cefilico (BC) plegado simétricamente en cuatro puntos. C: espinas
cuticulares (EC) y un poro excretor (PE) entre las estrias 25 y 26.
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También en los misculos intercostales, se identificaron formas de transicién L3A-aduitos
j6venes de Gnathostoma, con la cuticula del bulbo ya renovada.

El bulbo cefilico expandido, present6 nueve hileras de ganchos y las espinas cuticulares
del cuerpo desde las mas cercanas al bulbo, hasta aproximadamente el primer tercio, se
apreciaron de mayor tamafio. La muda se fue enrollando del bulbo hacia la parte

posterior del cuerpo y se localizé a nivel del eséfago, Fig. 28.

A B

Fig. 28. Proceso de muda cuticular en una forma de larva L3A hacia adulto joven de
Gnathostoma. A: €l bulbo cefilico (BC) presenta nueve hileras concéntricas de ganchos y
B: la cuticula parcialmente eliminada (CE) se observa a nivel del eséfago (E).
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En ¢l estbmago del mismo gato infectado, migrando libremente en Ia serosa, se
recuperaron adultos jévenes de Gnathostoma. Los parésitos mostraron muda completa
de la cuticula del bulbo cefélico y del cuerpo.

El bulbo cefilico continué presentando nueve hileras de ganchos con base triangular,

pero las espinas del cuerpo ya presentaron cambios importantes en su forma y tamaiio.

En la figura 29, se aprecia la estructura de las espinas cuticulares: en la primera hilera
fueron unidentadas, s6lo unas cuantas mostraron dos prolongaciones, pero a partir de la
segunda hilera, este altimo tipo de espinas fue mas abundante observindose un apéndice
més largo que el otro.

Desde la tercera hilera, hasta aproximadamente la décimosegunda mostraron espinas

bifurcadas, acentuandose la diferencia de longitud entre las dos prolongaciones.

Aproximadamente en la décimotercer hilera, empezaron a aparecer algunas espinas
tridentadas donde el apéndice central se observd de menor longitud y hacia la hilera
numero 16, este mismo, aparecié més largo que los dos laterales; en esta regién se

identificé una papila cervical, entre las estriaciones 15 y 16.

Las espinas de las hileras posteriores mantuvieron esta morfologia, hasta
aproximadamente la ntimero 45, donde se observaron unidentadas nuevamente, después

de la aparente fusién hacia el centro de las prolongaciones laterales.

La parte distal de este mismo parésito (Fig. 30) mostré una cuticula estriada desnuda, sin
embargo en la parte final se apreciaron diminutas espinas que se hicieron més
abundantes a medida que se acercaron al poro anal, caracteristica morfolégica de

Gnathostoma spinigerum, que puede ser observada en la figura 3, pag. 10.
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Fig. 29. Micrografia de barrido de un adulto joven de Gnathostoma recuperado del
estomago de un gato infectado. A: bulbo cefilico con la primer hilera de ganchos
incompleta, B: espinas del bulbo con base triangular. C: primer tercio del parasito que
muestra una papila cervical (PC). D: espinas cuticulares bifurcadas y E: espinas
cuticulares rodeando una papila cervical (PC), localizada entre las estriaciones 15 y 16.
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Fig. 30. Micrografia electrénica de barrido de la parte posterior de un adulto joven de
Gnathostoma que muestra A: cuticula desnuda (CD) y B: drea perianal densamente
poblada con pequeilas espinas cuticulares (EC).
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En la figura 31 se observa un adulto joven completo, donde se aprecia claramente que

las espinas cuticulares cubren el primer tercio del cuerpo.

La forma y disposicién de las espinas del cuerpo para la etapa de aduito joven,
anteriormente descrita no ha sido documentada, sin embargo, algunos datos morfolégicos
presentan similitud con los registrados para el adulto maduro de Grnathostoma

spinigerum.

‘ﬂmm—-—u“-m“m—mm\
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Fig. 31. Microscopia de luz de un adulto joven de Gnathostoma obtenido de un gato
infectado experimentalmente que muestra las espinas cuticulares que cubren el primer
tercio del cuerpo.
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio, constituyen la primer evidencia de infecciones

humanas y de animales silvestres ocasionadas por Grathostoma en el estado de Sinaloa.

Sinaloa, se ubica hacia el noroeste del pais, en la costa del oceano Pacifico; cruzan su
territorio 11 rios principales, en cuyos cauces se han construido 12 presas. Estas obras
hidranlicas, que han fortalecido las actividades agricolas, también han favorecido la
apertura de nuevas fuentes de trabajo como la acuacultura, que ha propiciado entre otras

alternativas alimentarias, el consumo de diferentes especies de peces de agua dulce.

Con estos nuevos recursos alimenticios, se observé que desde hace aproximadamente 20
aflos, la poblacién empez6 a consumir peces de cultivo como "tilapia" (Oreochromis spp)
y "lobina" (Micropterus salmoides) aderezados con limén, en platillos como "cebiche"
y "callo". Este aficién ahora popularizada, probablemente se encuentra relacionada con
la aparicién del creciente nimero de casos de esta parasitosis, detectados en 1a ciudad
de Culiacén, a partir de 1989.

En América y México los primeros dos casos de gnathostomosis, se registraron en 1970
(93); uno de ellos correspondié a un paciente que habia radicado en Culiacan, Sinaloa,

pero se desconoce si fué en este lugar donde adquiri6 la enfermedad.

Los 445 casos de gnathostomosis cuténea estudiados solamente en 1a ciudad de Culiacan,
constituyen el 40% del total de casos reportados en la literatura mundial (1,117).
Considerando la poblacion total de esta ciudad, tendriamos una tasa de 7.45 por 10,000
habitantes, seguramente inferior a la real, ya que existen algunos factores que dificultan

la obtencién de datos en Sinaloa, entre ellos: a) no existe el registro obligatorio de este
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padecimiento, b) la escasa informacion a nivel de atencién médica, sobre esta parasitosis,
¢) la larva puede salir espontaneamente a través de la piel, sin conocimiento del paciente
y d) existen infecciones subclinicas donde la larva puede ser destruida por la respuesta

inmune, entre otros.

Las manifestaciones clinicas que presentaron los pacientes estudiados, se caracterizaron
por la aparicion de edemas migratorios recurrentes, eritematosos, indurados y muy

pruriginosos; algunos casos mostraron edemas intermitentes sin eritema.

Con menor frecuencia se observaron los tipos de lesiones serpiginosa o
seudofurunculosa; el periodo de evolucién del padecimiento fue muy variable, de una
semana a doce afios, y la recurrencia de las lesiones que refleja el movimiento de la

larva, vario entre un dia hasta dos afios.

La localizacién preferente de los edemas, fué en extremidades superiores e inferiores y
cabeza. Estas caracteristicas clinicas presentaron gran similitud con las descritas en los
casos registrados en otras localidades de México (39, 64, 98, 97), en Ecuador (40) y en
pacientes parasitados con Gnathostoma spinigerum en Tailandia (3) y Japén (2). Sin
embatgo, difirieron de manera importante, con los signos y sintomas ocasionados por G.
hispidum, G. doloresi y G. nipponicum donde se presentan principalmente lesiones

serpiginosas localizadas con mayor frecuencia en tronco (20, 28, 29, 34, 35).

La reaccién inflamatoria hacia el parésito, realmente ha sido poco estudiada y presenta
caracteristicas histopatol6gicas de una paniculitis eosinofilica: epidermis normal,
infiltrado perivascular linfohistiocitario, infiltracién marcada de eosinéfilos entre
adipocitos y septos interlobulares, vasculitis y necrosis de colagena, entre otras. Sin
embargo, a pesar de la gran cantidad de eosindfilos que se observan en diferentes etapas
de degranulacién en esta reaccion, generalmente no se logra la destruccién del parésito,
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probablemente por su gran tamafio y la rapidez con la que puede migrar; también es
posible que el parasito presente alguno(s) mecanismos de evasion de esta respuesta ya
que es comin observar que la larva inmovil en el tejido cutdneo, induce una pobre

respucsta inflamatoria que le permite sobrevivir en el hospedero durante afios.

En concordancia con otros autores, un alto porcentaje de pacientes mostraron elevacion
de los niveles séricos de IgE (71.5%) y en el recuento absoluto de eosinéfilos (50.3%),
(73, 74, '75). Aunque en este padecimiento no ha sido estudiado el significado de estas
manifestaciones de la respesta inmune Th2, en otras helmintosis tisulares como
toxocarosis (68), se ha propuesto que los antigenos de la forma larvaria que se liberan
en grandes cantidades, favorecen la induccién de esta subpoblacion de linfocitos T de
ayuda. Ademas se ha sugerido que este estimulo antigénico crénico puede conducir a

alteraciones cardiovasculares y favorecer estados atopicos en los pacientes.

El diagndstico de certeza de gnathostomosis humana se fundamenta en la identificacién

morfolégica del parésito, pero éste presenta serias dificultades sobretodo cuando la larva
migra hacia organos y tejidos profundos. En este estudio se mostrd la utilidad de ELISA
(sensibilidad 94% y especificidad 98.7%) para el diagnéstico de este padecimiento ya
que se detectd una seropositividad del 94.4% en los casos con sospecha clinica de

gnathostomosis, significativamente mayor al 1% detectado en los controles, p=(0.0000).

La elevada correlacion (98%), encontrada en el estudio comparativo de ELISA y dot-
ELISA, representa una alternativa, aun no explorada, para apoyar el diagnéstico clinico
o llevar a cabo estudios epidemiolégicos sobre gnathostomosis, en comunidades donde

exista dificultad para adquirir equipos costosos y contar con personal especializado.

En la basqueda de factores de riesgo para la transmision de esta parasitosis a través del

estudio de 100 casos y controles pareados, s¢ encontr6é que los casos gnathostomosis,
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habian consumido durante mas tiempo (p=0.018) y con mayor frecuencia (p=0.0000)
came cruda de pescado de agua dulce comparado con los controles. Asimismo en el
estudio epidemiolégico realizado en PAR y PBR se confirmé la relacién de estos
factores de riesgo con la enfermedad, analisis en ¢l que las diferencias significativamente
mayores en la seropositividad de los individuos de PAR, mostré un riesgo 10.4 veces
mayor de padecer edemas migratorios intermitentes, comparado con los individuos de
PBR. Cabe destacar que en PAR también se detect6 un caso de gnathostomosis cutanea,
confirmando la utilidad de ELISA en el diagnéstico.

En lo referente a la blisqueda de hospederos naturales de Gnathostoma, algo inesperado,
fué que a pesar de analizar 2,723 peces de agua dulce no se logré identificar larvas L3A
de Gnathostoma. Esto sugiere, por una parte, que la prevalencia de la infeccién en estas

especies es baja y el nimero de ejemplares analizados debera ser superior.

De acuerdo a estos resultados se sugiere que posiblemente la mayoria de los pacientes,
se infectan después de consumir el pescado crudo por periodos prolongados y con mucha
frecuencia. Estos habitos manifestados por la mayoria de los casos de larva migrans a
través de las encuestas aplicadas, resultaron ser factores de riesgo para adquirir esta
parasitosis. De igual forma, también es probable que existan focos de infeccion de
gnathostomosis solo en algunos de los numerosos cuerpos de agua dulce cercanos a la
ciudad de Culiacén, que por su aparente poca importancia no se incluyeron en este
estudio. Ambas hipétesis concuerdan con la baja prevalencia de la infeccién detectada
en las aves ictiofagas las cuales a pesar de ser grandes consumidoras de peces de agua
dulce, solo en el 15.6% de 192 ejemplares estudiados, se logro el aislamiento de larvas
L3A de Gnathostoma. En estas aves, se detectaron los primeros hospederos naturales de

- Gnathostoma en Sinaloa: Egretta alba, ("garzén blanco"), Ardea herodias ("garzén
cenizo"), Pelecanus erhytrhorynchos ("pelicano blanco™) y Pelecanus occidentalis
("pelicano gris").
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EXTR VESIS Ko pEgr
LR JE A BIBUONE?

Cabe hacer notar que la especie Pelecanus occidentalis, se registra por vez primera como
hospedero paraténico de Gnathostoma; su habitat natural son aguas marinas y su dieta
la constituyen organismos de ese ambiente, pero los ejemplares estudiados fueron
capturados cuando se alimentaban con peces de agua dulce. Esto quiza se observa como
resultado de los cambios ecolégicos propiciados por diversos factores, entre ellos la

invasion de su habitat por ¢l hombre, interfiriendo en su cadena alimenticia.

En relacién con los estudios morfologicos llevados a cabo con las formas parasitarias de
larvas L3A y adultos jévenes de Gnathostoma, recuperadas de los casos humanos,
hospederos naturales y de las infecciones experimentales en gatos domésticos, se

encontré que la especie aislada en Sinaloa, presenta mayor similitud con G. spinigerum.

Las larvas L3A mostraron ademds, caracteristicas morfoldgicas similares con especies
no identificadas que se han encontrado parasitando cuatro géneros de peces y siete
especies de aves ictibfagas en Temascal, Oaxaca, drea endémica del padecimiento (104)

y con G. binucleatum especie aislada de un gato feral en la misma zona geografica (8).

Con base en la informacion recabada en este estudio sobre hospederos susceptibles a
infecciones experimentales, nimero de larvas para la inoculacién y tiempos de infeccion,
se proyecta obtener adultos maduros, para la identificacién definitiva de las especie, ya
que la comparacién morfolégica de estas formas con las especies registradas, hasta

ahora, constituye el principal medio para lograrlo.

A través de los resultados obtenidos en el presente estudio, se concluye que el ciclo
biolégico de Gnathostoma se encuentra establecido en algunos cuerpos de agua dulce
de la zona centro de Sinaloa, que actiian como fuentes de contaminacién ocasionando
problemas de salud en el hombre. Basado en las observaciones realizadas durante el

trabajo de campo, se propone que ¢l ciclo del parasito se puede mantener o dispersar a
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través de probables hospederos definitivos como pertos, gatos, cerdos, mapaches y
tlacuaches que con mucha frecuencia se observaron alimentandose de peces y defecando

dentro de los cuerpos de agua dulce estudiados.

Adicionalmente se considera importante la instrumentacion de medidas de control para
gnathostomosis, dentro de las cuales seria posible aplicar ¢l modelo de estudio
epidemioldgico propuesto en este trabajo, para detectar zonas de ricsgo, ya que csta

zoonosis constituye un serio problema de salud piblica y sanidad acuicula en la regién.
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