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INTRODUCCION

La trichineliosis humana es causada por el nematodo Trichinella spiralis. El
hombre adquiere la infeccion al ingerir carne de cerdo mal cocida o cruda y de
animales silvestres contaminada con este parasito “9),

Trichinella spiralis se encuentra taxonémicamente incluido en la superfamilia
Trichuroidea que comprende a la familia Trichinellidae y ésta a su vez al
género Trichinella, que consta de ocho grupos denominados (T1, T2, T3, T4,
TS, T6, T7 y T8) basindose en sus caracteristicas biolégicas, bioquimicas,
epidemiolégicas, clinicas ¢ inmunologicas. De éstos, cinco corresponden a las
especies T. spuralis, T. nativa, T. pseudoespiralis, T. nelson y T. britovi (Tt a
T4 y T7 respectivamente). A los fenotipos T5, T6 y T8 (aun no se les asigna
un nivel taxonémico (tabla 1) V.



‘TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES DE TRICHINELLIDAE. @Y.

(zona termplada de la regidn
palcdrtica)

GRUPO ESPECIE CARACTERISTICAS
(focalizacion)
Tt 1. sprrals Conocida como Sus scrofa
(cosmepolita) Aislada originalmente cn forma sclvitica
No resislente al congelanuento
Presenta 3 fragmentos de DNA ribosomal de 4.8. 2.2y 1.8
Kb
Alta capacidad de reproduccion en ratoncs, ralas y cerdos
v T nativa Presenta 2 fragnientos de DNA ribgsomat de2.2y 0.7 Kb
(zonas drticas y subdrticas de la | Alta resistencia a la congelacion
regidn holodrlica) Baja capacidad de reproduccion ¢n matas y cerdos
T4 T, psewdoespiralis No desarrolla célula nodriza
{cosmopotita) Enfectivo para aves
No resistente al congelamiento
No presenta fragmentos de DNA ribosomal
Muy baja reproduccén cn cerdos y alta reproduccion en ratas
T T nelson Presenta solo un fragmento de DNA ribosomal de 1.8 Kb
(Africa tropical) Baja reproduccidn en ecrdos y ratas
No s resistente al congetamiento
T3 T. britowi Presenta 2 fragmentos de DNA nibosomal de 2.2 y 1.8 Kb

Baja reproduccién en ratas y cerdos
Baja resistencia al congelarniento.




CLICO DE VIDA

T sprahs es considerada una especie cosmopolita, tiene la capacidad de
infectar a una alta proporcién de animales mamiferos en todo el mundo,
incluyendo al hombre. Ademés puede completar su ciclo de vida en un solo
hospedero “. Este parisito presenta dos ciclos de transmisién; el domeéstico y
el selvatico. En muchas regiones del mundo 7. spiralis, puede ser transmitido
del hébitat selvatico al habitat doméstico por ta estrecha relacion que existe
entre éstos '),

Pozio y col. (1992), demostraron que el canibalismo dentro de los animales
salvajes como: ratas, conejos, lobos, tejones, mapaches y o0sos, permite la
propagacion y prevalencia de fa infeccién con 7. spirafi, aunque también se
involucran animales omnivoros. En todos ellos, el parsito permanece viable
hasta que muere o son fuente de alimento para los camivoros incluyendo

al hombre. {Cntade en” Correa y col 1986)q

Fl ciclo de transmision doméstico esta dado principalmente por el cerdo y el
caballo que mantienen una estrecha relacion con el sistema selvatico. El
primero, al alimentarse de came de rata, ratones o restos de ella y el segundo
por la ingestion de pastos contaminados con animales silvestres infectados por
¢l parasito (¢ en Comeay ot 1986) 1y 5 alta relacion que mantiene el hombre con
jos animales domésticos y selvaticos ocasiona su infeccion, al ingerir carne o
derivados de éstos, crudos o mal cocidos.

El ciclo de vida ocurre en un solo hudsped, en éste ¢l parasito presenta dos
fases: la fase enteral y la fase parenteral.

1.a fase enteral se inicia cuando se ingiere carne que contiene larvas infectivas
viables, éstas son liberadas de la célula nodriza en ¢} estomago, por accion de
los jugos gastricos. Posteriormente, las larvas pasan al intestino delgado para
penetrar varias células columnares intestinales, en ellas se convierten en
gusanos adultos. El crecimiento larval esta caracterizado por tres fases. Una de
crecimiento inicial que comprende 0 a 1 dia postinfeccion, una fase larga de
crecimiento hasta de cinco dias y una fase de crecimiento exponencial que
resulta en un incremento de casi 10 veces el volumen del parasito. Los
gusanos adultos son expuisados de su nicho intestinal, por una reaccion de
hipersensibilidad tipo I. El complejo parasito-hospedero puede permanecer
estable durante mucho tiempo %,

La fecundacién de las formas adultas hembras se realiza alrededor del tercer
dia después de la in feccidn y la larviposicion se presenta aproximadamente al
quinto di postinfeccion.

La fase parenteral se inicia cuando ias lavas recién nacidas (LRN) migran a
través de la corriente linfitica y sanguinea, para distribuirse en todo el



organismo, hasta alcanzar las células musculares carentes de glucdgeno como
¢l diafragma, los misculos de la laringe, la lengua, el abdomen, los espacios
intercostales, los biceps, los pectorales, los gemelos, el deltoides y otros
musculos que tienen actividad constante, donde logran penetrar a partir de los
{0 dias postinfeccion. Al vigésimo dia, la larva alcanza su méaximo tamaiio y
se inicia la encapsulacién.

Dentro de la célula muscular, el parasito induce una seri¢ de cambios como
engrosamiento y alteraciones del sarcolema, provocando la fragmentacion de
fibras y acumulacién de una membrana capsular interna y una capsula fibrosa
externa infiltrada con capilares sanguineos que producen una unidad
independiente anatomicamente y muy especializada, denominada “ célula
nodriza®, aproximadamente al dia 20 postinfeccion. En estas células las larvas
se desarrolfan hasta transformarce en larvas musculares o infectivas (LM} (citado
en Aledmara y col, 19%) (gjoura 1). En el humano las alrvas enquistadas pueden
permanecer viables muchos afios, aunque suelen calcificarse en un periodo de
6 a 9 meses .



CICLO DE VIDA DE TRICHINELLA SPIRALIS

FIGURA |. Fase enteraf y parenteral del ciclo de vidad de trichinella spiralis.{A) La fase enteral
se inicia con la infeccion del huésped por la ingestion de carnc contaminada (por larvas cnquistadas
¢cn ¢l musculo), de Trichinclia spiratis (1). Después de exponerse al icido gastrico y a la pepsina,
donde (2 farva muscular es liberada de la célula nodniza (2), invade la mucosa del intesting gruesoy
se desarrolla en adulto para reprodusirce (3) (la hembea mide 2.2 mm de largo v ¢l macho mide [.2
mm de largo: la vida dc la parcja ¢n ¢l intestino s aproximadamente de cuatro semanas). Una
semana después, fas hembras liberan larvas {1.RN) (4). las cuales migran por el torrente sanguineo al
musculo cstriado para enquistarlo ¥ convertirse en Larvas musculares (5) (después de 4 a 5 semanas

postinfeccion).
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MORFOLOGIA

1" sprralrs presenta un estadio adulto y cuatro estadios larvarios; tos parasitos
adultos (Ad) son diminutos Y foliformes; en el extremo anterior presentan una
pequeiia boca orbicular, papilas cefalicas, un estilete y otras pequefias
estructuras. L.a parte anterior del cuerpo estd ocupada por una glandula
denominada esticosoma que rodea al es6fago, éste se une en un extremo final
con el intestino, el cual esta formado por un tubo simple que se extiende hasta
Ia cloaca, la cual se localiza en ol extremo terminal. Los machos se pueden
difcrenciar de las hembras, por sus caracteristicas @7

Fl parasito adulto mide 12 mm de longitud por 60 pm de diametro En el
extremo posterior tiene un par de apéndices caudales lobutares. Ei parasito
adulto macho contiene un testicnio simple, situado a corta distancia del
extremo posterior y se extiende hacia delante aproximadamente a la mitad del
cuerpo Y.

{.as hembras miden de 3 a 4 mm de longitud por 60 um de diametro, mas de
dos veces el famafio del macho. El exfremo posterior €s rombo y con
curvaturas ventrales, el sistema reproductivo consiste en un ovario (nico, un
receptaculo seminal, un atero, una vagina que forma un canal recto hasta la
vulva, situada en la cara ventral del cuerpo. Algunos Organos del tracto
reproductor estan cubiertos por unas laminas basales, por células epiteliales y
por hemolinfa, la cual contiene antigenos de baja especificidad 6 Tsb-4,
asociados a la fosforilcolina. @7 Rl ovario esta constituido de una monocapa
de ecpitelio cubierta o por una lamina basal; las células epiteliales de los
avarios tienen un nicleo diminuto y citoplasma muy delgado, y carece de
granulos secretores. La oogonia u ova se forma en una zona germinal del
ovario, al madurar ocupa otro sitio dentro del ovario, la oogonia presenta una
forma de media luna y nunca superficie lisa. Durante el proceso de
maduracion; la ova cambia de forma, presentando la formacion  de
prominencias citoplasmaticas de polisomas, un niicleo y el desarrollo de los
nucleolos. La superficie exhibe numerosas microvellosidades, las cuales han
sido reportadas como antigenos de baja especificidad. Los literos son de forma
circunscrita con intervalos regulares. (4

La unica fase no intracelular es las larvas recién nacidas, las cuales tienen la
forma de una punta lanceolar en su extremidad anterior. Este estadio mide 180
a 120 pm de longitud por 5 0 6 pm de ancho @D gl LM posee una cuticula
lisa y seudosegmentada, sin glandulas epidérmicas, con un ex{remo posterior
rodeando y sin apéndices, su aparato digestivo es similar al adulto, rodeado
por el esticosoma. Este organelo estd constituide por un cordén compacto, de
células alineadas, llamadas esticocitos, las cuales contienen diferentes tipos de
granulos. En el extremo anterior del esticosoma se encuentran, de 35 a 40
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células, llamadas B-esticocitos y en el extremo posteriror de 10 a 15 llamadas
s-gsticocitos. Takahashi y col.(1991), describieron cinco tipos diferentes de
pranulos citoplasmaticos en los esticocitos y los han designado como o0, oci,
2Py Y.

ANTIGENOS

Para conocer y cntender la refacidn del parasito-hospedero, asi como la
induccion de la inmunidad protectora, ademas del desarrollo de métodos
sensibles v especificos para el diagnéstico seroldgico de la trichinellosis
humana y porcina, ha sido necesario, caracterizar y determinar los antigenos
tjue presenta el parasito durante su ciclo de vida.

Se ha comprobade en los inmunodiagnosticos que la mayoria de los
nematodos producen dos diferentes tipos de antigenos: los antigenos de
secrecion y excrecion (ES) que al parecer resultan ser més especificos, y los
antigenos somaticos (S). Los productos de ES y S se produce por cada estadio
de 7. spiralis, desarrollando diferente respuesta inmune en una pran variedad
de hospederos; entre éstos el ratdn, el cerdo, el caballo y el humano. Harwood
y col.(1989), descubrieron que los productos de ES de la forma aduita
producen una reaccion débil, al mezclares con el antisuero de cerdo en las
pruebas de inmuneblot y en el ensayo inmunoenzimatico (ELISA), y ademas
que contienen proteinas de bajo peso molecular. Estudios realizados por
Ortega-Pierres (1984) permitieron definir los componentes de superficie de los
tres estadios de vida del parasito, al realizar marcaje con radioisotopos. Asi, se
identificaron por geles de poliacritamida (SDS-PAGE), 4 antigenos para la
.M de 105, 90, 55 y 47 kDa; 3 componentes para el adulto de 40, 33 y 20 kDa
y finalmente 4 moléculas para LRN de 64, 58, 34 y 30 kDa (tabla 2).

L.a mayoria de los trabajos realizados en cuanto al estudio de los antigenos de
1. spiralis generalmente se han realizado en el estadio de LM por dos razones
principales, 1a primera, por que se pueden obtener en mayores cantidades y la
segunda, por que la LM expone al hospedero una gran cantidad de antigenos
provenientes de diferentes compartimentos, entre los que se encuentran los
antigenos de cuticula, los antigenos de ES, ademés de los somaticos “9

A este respecto, Takahashi (1991) dividié a los antigenos estructurales de la
larva muscular de 7. spiralis en dos grupos; EI grupo de respuesta lenta (SRG)
que comprende tos antigenos producidos por los esticocitos, Jos granulos, el
eséfago v la superficie cuticular, y el grupo de respuesta rapida (RRG)
formado por la cuticula interior, la hipodermis, los granulos, la hemofilia, los
organos genitales, las sustancias producidas por el intestino medio y las
células granulares de las glandulas intestinales.



I:n cuanto a los antigenos de ES de la larva muscular, Gamble y col. (1983),
demostraron que los antigenos obtenidos después de 24 horas en culiivo, son
altamente especificos y forman parte importante en la relacién parasito-
hospedero. Por ofra parte Arasu, en 1994, mediante analisis
inmunohistoquimicos demostrd que los esticocitos alfa, alfa, beta y gama
presentan glicoproteinas de peso molecular de 47 v 55 kDa, las cuales forman
homodimeros para dar origen a moléculas de 90 y 105 kDa, respectivamente.
Estas moléculas previenen la activacion del complemento, evitando asi las
reacciones inflamatorias; y no son reconocidas por sueros de individuos
infectados cronicamente con otras parasitosis.

Con la finalidad de estudiar detalladamente los componentes antigenicos de la
.M, se han producido anticuerpos monoclonales (mAc), en donde destaca el
producidos por Ortega-Pierres v col. (1984), denominados (NIM-M1) el cual
precipité a los antigenos de superficie de la LM y reconocié los antigenos de
la zona oral de! adulto, lo cual tiene posiblemente implicaciones en la
induccién de inmunidad; ya que fa inmunizacion con extractos de LM inducen
una expulsion acelerada del organismo adulte ¢,

Diversos anticuerpos monoclonales dirigidos contra LM de T. spiralis tienen
un patron de reactividad especifica hacia los antigenos de ES vy S, los cuales se
clastfican dentro del grupo TsL (tabla 2)

Lowry en 1994 demostrd por ensayos de transferencia pasiva que al utilizar el
mAc NIM-M1 en ratas adultas se produce una rapida expulsién del parasito
(tabla 3). Este anticuerpo monoclonal reconoce especialmente glicoproteinas
de la superficie/esticosoma presentes en los antigenos TsL-1, los cuales son
tmportantes en el desarrollo de la inmunidad hacia el parasito; Ademas se ha
abservado que estos antigenos son estadio especifico por que se pierden
durante el proceso de muda el cual ocurre durante las primeras 24 horas de ta
fase enteral de la infeccion ", Estudios recientes han demostrados que el
epitopo responsable de la inmunodinancia de las glicoproteinas de la
superficie esticosomal, radica en un azitcar: la tivelosa (3, 6 didesoxihexosa),
la cual es especifica del grupo T-1 de Trichinella .

Debido a la semejanza filogenética que presenta 7. spiralis con otros
parasitos, se han desarrollado anticuerpos monoclonales que han permitido
determinar las moléculas y los epitopos responsable de la reactivada cruzada
que presentan Is preparaciones antigenicas de 7. spiralis, en el diagnostico de
la parasitosis.

La gp50, liberada en las secreciones de varios estadios del ciclo de vida del
parasito 7. spiralis, y que se producen en las células lineales de las glandulas
hipodérmicas, también es reconocida por el suero de pacientes infectados con
filarias y con fasciola ®. Asi mismo Linder y col. (1991), utilizando el mAc

8



2B11 en las pruebas de inmunofluorescencia y de ELISA, detectaron una
glicoprotefa de 50 kDa de 7. spiralis que es también reconocida por los
anticuerpos dirigidos contra Schistosoma masoni, ésta se produce en el
primordio genital por lo que resuita ser importante en la reaccion cruzada
observada entre los nematodos vy los trematodos.



TABLA 2. CLASIFICACION DE LOS ANTIGENOS PERTENECIENTES AL
GRUPOT (Fomado por Yepiz-Mulid y Ortega-Prames 1994)

ANTIGENOS IDENTIFICADOS POR ANTICUERPOS MONOCLONALES Y

POLICLONALES
CLASIFICACION ANTIGENQOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES
TsL-1 PSEde LM oF6
t8H
305
Ho-1
Tsp 103
NIM-M1
7C2C5
extracto de LM op4
TsL-2 PSE de LM 6Dg
TsL-3 PSEde LM Ho-3
TsL4 PSEde IM 6B1
Ts-Al PSE dc Ad 10E8
IE11-1G8
cxtracto de Ad Ts2
Ts-L/a/LRN extracto de LRN Ho-2

LM, larva muscular, Ad, adulto; LRN, larva recién nacida; PSE, producto de secrecion-

excrecion
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TABLA 3. ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE TRICHINELLA SPIRALIS
ESPECIFICOS DE ESTADIOS Y SU ESPECIFICIDAD A LOS ANTICUERPOS

MONOCLONALES

{{vmads por Chtega 1584)

Reconocimiento de

superficie

ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE Trichinella spiralis
ESTADIO | Peso Molecular | Anticuerpos
(X 10* ) monoclonales
Antigenos de Nombre Especificidad
superficie Kd
LM 105, 90, 55, 47 NIM-M] 105, 90, 55, 47
NIM-M2 90, 47
Ad 40, 33,20 NIM-M3 40, 20
NIM-M4 40,20
LRM 64, 58,34,30 NIM-MS 64
NIM-M6 64

M. Larva Muscular. Ad. adulto. LRM. Larva recién nacida: +. positivo: -, negativo




RESPUESTA INMUNOLOGICA

En términos generales, las investigaciones realizadas en helmintos intestinales
muestran que los componentes principales: exclusion inmune, regulacion
mmune y/o eliminacién inmune. La exclusion inmune representa la primera
linca se defensa y se refiere a la proteccion de la superficie de la mucosa por
medio de anticuerpos (IgA e IgM de secrecion) y otros factores innatos; la
regulacion inmune es un mecanismo complejo de defensa de segunda linea,
involucra ta respuesta celular especifica, que se lleva a cabo en las placas de
Peyer v los tejidos linfoides asociados al intestino. Esta respuesta incluye la
diferenciacion y 1a activacion de células B y T, asi como la interrelacion entre
subpobiaciones de éstas ultimas c¢élula. Por otro lado, la eliminacién inmune
involuera una variedad de reaccones inflamatorias, hipersensibilidad del tipo [
o alergias, que son amplificadas y que incrementan las actividades de
proteccion en al capa de la mucosa .

En la trichinellosis, la respuesta inmunitaria humural y celular especifica del
hospedero se desarrolla hacia los diversos estadios del ciclo de vidad del
parasito. Esta se manifiesta a nivel intestinal como una respuesta inflamatoria
que causa la ex’pulsion del parasito, y a nivel muscular como la formacion det
infiltrados celulares conteniendo eosinofilos, polomorfonucleates, linfocitos y
macréfagos, que rodean las células musculares infectadas Esta respuesta es
protectora ya gue los animales infectados desarrollan un estado de resistencia
ala infeccién (cutado en Afcantara y cokb. I'?‘)GJ.

En {a trichinellosis la respuesta inmunolégica, desarroflada hacia el estado
larval estd bien caracterizada en sistemas murinos (Tabla 4), al contrario de lo
que sucede en el hombre. En el humano se ha comprobado que los antigenos
de respuesta lenta, son detectados o identificados por anticuerpos de la clase
IgM, mientras que los antigenos de respuesta rapida son identificados por la
crase [gG “®. También se ha encontrado que se detectan complejos inmunes a
partir del 7° dia post-infeccion, posteriormente incrementan entre los dias 14 a
21 post-infeccion, el cual resulta beneficiosa para el huésped porque facilita la
eliminacién de antigenos circulantes, pero resulta perjudicial cuando los
complejos se depositan en los tejidos .

Para determinar los isotipos de las inmunoglobulinas desarrolladas durante la
trichineliosis humana, Knapen y col. (1982), utilizaron un extracto soluble
total de farva muscular en ef ELISA, para analizar la respuesta humoral
durante 11 semanas después de que inicié la infeccion, encintrando que se
detectan altos niveles de anticuerpos de las clases IgM e IgG, las cuales
permanencen durante un periodo prolongado, mientras que los anticuerpos
IgA presentan niveles muy bajos, durante las primeras 4 y 6 semanas



postinfeccion debido a que la lgA se produce cn el intestino y puede
detectarse en la circulacion como consecuencia de la estimulacion del sistema
inmunologico dado por el estadio adulto. Por otra parte {os niveles de IgE sdlo
son detectados en un nimero limitado de oacientes durante un periodo corto
de tiempo.

Sin embargo Salinas y col. (1993), utilizando antigenos de S y Ext de LM, por
medio de ELISA, encontraron que los niveles de inmunoglobulinas totales con
ambos antines son incrementados a partir de la 5* semana postinfeccion.
Después de 10 afios de infeccion los anticuerpos IgG totales e IgGd son
detectados en la mayoria de los pacientes sintomaticos y sus niveles no
di ﬂere(rzld)de los presentados por los individuos asintomaticos y aparentemente
sanos .



TABLA 4. RESPUESTA INMUNE EN RATONES A LO LARGO DEL CICLO DE

VIDA DE TRICHINELLA SPIRALIS ™

or Wakeline, 1983)

CICLO DE VIDA DEL PARASITO

RESPUESTA DEL HOSPEDERO

-Entrada de farva infectiva

invasion enterocitica

-Produccion del antigeno esticosomal
-Exposicion del antigeno de superficie
-Maduracion de adultos

-Produccion de nuevas larvas (LRIN)
-Exposicion de antigenos de Ad y LRN
-Expulsion de hembras adultas

-Migracion de LM

-Invasién de misculos
-Formacion de células nodrizas

-Produccion de antigeno de los esticocitos

y formacion de capsulas

Toma, procesos y reconocimiento
de antigenos

Respuesta de anticuerpos
Respuesta de células cebadas
Comienza la inflamacion intestinal
Respuesta de anticuerpos
Respuesta de células cebadas
Inflamacion aguda

Respuesta de anticuerpos

Eosinofilia
Subsiste la inflamacion intestinal

Inflamacién muscular

LRN. larva recién nacida: LM, larva muscular; Ad. adulto




CUADRO CLINICO

l.a trichinellosis humana continda presentandose en muchas partes del
mundo. En México, esta parasitosis se presenta como un problema de salud
piiblica. Sin embargo, la frecuencia de la trichinellosis no se conoce en forma
precisa. A este respecto se han realizado algunos estudios epidemiolégicos, los
cuales indican que la principal fuente de infeccién para el humano es la carne
de cerdo contaminada con el parasito V.

E) cuadro clinico de la trichinellosis esta determinado por las caracteristicas
genéticas, 1a edad y el estado inmunolégico del huésped, ademnas del numero
de larvas infectivas ingeridas, (la mayoria de las infecciones leves, presentan
menos de 10 larvas por gramo de musculo y son consideradas asintomaticas,
mientras que las infecciones masivas o sintomaticas, pueden tener mis de 50
farvas por gramo de tejido, comprometen la vida del enfermo, asi Todos estos
factores ocasionan una gran variabilidad de las distintas etapas de la
enfermedad (crlado en” Alcéntara y Méndez l996).

En ocasiones, los sintomas y signos clinicos se pueden confundir con las
enfermedades causadas por otros agentes parasitarios como la salmonellosis,
la brucelosis, la fiebre tifoidea entre otras, por lo que el diagndstico de esta
parasitosis es dificil.

Las alteraciones sanatomopatoldgicas y fa sintomatologia de fa trichineilosis
se dividen entres fases sucesivas caracterizadas por un periodo de incubacion,
un estado agudo de la enfermedad y un periodo de recuperacin {citado en Alchntara y
Méindes 1996)

El periodo de incubacién de la trichineliosis tiene una duracion de 51 dias.
Durante los primeros sicte dias después de la ingestion de la carne infectada,
se presentan sintomas gastrointestinales como: diarrea, dolor abdominal,
vomito, nauseas v cefalea, debido a ala presencia en el intestino delgado de
larvas infectivas y su transformacién y maduracion a adultos; que
corresponden a fa primera fase del ciclo de vida del parasito: El periodo de
incubacion finaliza cuando aparece el sindrome de la trichinellosis (fiebre,
mialgia y edema periorbital) 4% e Alsnam ¥ Ménr 199 "En el humano, el
érgano principalmente invalucrado durante este periodo es et intestino.
Durante la fase de invasion muscular, cuando fas LRN atraviesan los érganos
linfoides, et pulmén, el sistema nervios central, los musculos esqueléticos, asi
como el corazén se origina una reaccion inflamatoria aguda, en donde se
presentan fiebre, escaloftio, diaforesis, edema, deshidratacion, disneacianosis,
vértigo, convulsiones, hiperflexia, eosinofilia, erupciones cutaneas, tos,
hemoptisis, bronquitis, miaigias, cefalea, insomnio, irritabilidad, somnolencia,
postracion asi como sintomas oculares como el enrojecimiento, dolor y ardor,
también aparecen los sintomas psicologicos como mal humor, baja tolerancia
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a la tensién emocional, perdida de memoria y de concentracion. Esta fase se
presenta a partir de las primeras 8 semanas postinfeccion y finaliza con la
recuperacion de la enfermedad o ta muerte del individuo.

Fn Ia fase de convalecencia cuando se presenta la encapsulacion de la larva
infectiva en la célula nodriza, la fiebre desaparece, disminuyen la
sintomatologia muscular, la somnolencia, 1a debilidad muscular, 1a pérdida de
peso y las complicactones como {2 bronconeumonia, trombosis muscular y
encefalitis La recuperacion del hospedero se presenta en pocos ymese o un
afio, pero puede incluso permanecer con los parasito viables hasta que mucre
(9 Después de 10 afios de la infeccion, los sintomas no especificos decrecen,
como son la debilidad del masculo y la fatiga @,

ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS

7. spiralis fue observado por primera vez en 1828 por el médico Ingles
Peacock, al realizar necropsia en cadaveres humanos. Tiempo después
Richard Owen en 1835 describi6 estas larvas. Asi, en 1844 Von Sietbold y
Dujardan con base a la morfologia del parasito, sugirieron que el parasito
antes descrito pertenecfa a un estadio larvario. Leuckart y Virchow en 1853,
demostraron que al administrar a animales experimentales por via oral larvas
musculares, éstas se transformaban en gusanos adultos y ademas las formas
adultas hembras depositaban larvas que migraban hacia los musculos.

En afios recientes, la enfermedad ha cobrado gran importancia debido al hecho
de que fas fuentes de transmision en varios paises no han sido controladas
adecuadamente, por lo que se han reportado brotes de trichinellosis en
diversas zonas de! mundo “? y algunas han sido consideradas zonas
endémicas. En la figura 2, se puede observar la gran distribucion geografica de
trichinella spiralis que comprende principalmente paises de Europa, entre los
que destacan: Espafia, Noruega, Suecia, Irlanda y Gran Bretaia,
principalmente; asi como los paises del oriente como son: China, Tailandia
Vietnam, Camboya y Japén entre otros, y finalmente el continente Americano
entre los que destacan los paises: de Estados Unidos de Norteamérica,
México, Chile, Uruguay y Brasi! (algunas costas) **,

Treinta y nueve afios después del descubrimiento del ciclo de vida del parasito
se reportaron los primeros casos de trichinellosis en México, sin embrago, la
enfermedad mo esta bien diagnosticada, pero observaciones de varios brotes
indican que la frecuencia de la enfermedad esta aumentando (Siimposium
“Trichinellosis Chinica, Recientes Estudios en México”, ISET) ah

Al parecer la urbanizacion de algunas zonas rurales de nuestro pais en los
Gltimos afios, ha provocado una interrelacion antes desconocida entre los
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ciclos ce animales silvestres y domésticos, aumentando el numero y
parmanencia de cadaveres de animales potencialmente infectados expuestos al
consumo de cerdos y petros, teniendo como consecuencia un incremento en la
frecuencia ¢ intensidad de la parasitacion del cerdo rural, y con ello el
aumento del nimero de casos de infeccion humana ¥,

Los Estados de la Repiblica Mexicana que se consideran hasta el momento
como endémicos por los brotes de trichinellosis humana reportados
oficialmente y no oficialmente son: Chlhuahua Durango Estado de México,
Jalisco y Zacatecas asi como el distrito Federal ¢
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FIGURA 2. DISTRIBUCION  GEOGRAFICA  DE
TRICHINELLOSIS HUMANA EN EL AMBITO MUNDIAL

1 lomada de Yépez-Mulidn y Ortega-Prerres, (994}
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FIGURA 3. DISTRIBUCION  GEOGRAFICA DE LA
TRICHINELLOSIS HUMANA REPORTADA EN MEXICO DURANTE

1978-1991.
{Tomado de Salina y cal; 1991}

% Trichinella spiralis



DIAGNOSTICO

Para efectuar el diagnostico de la trichinellosis se debe analizar la historia
clinica que involucra el tiempo de exposicion al parasito, los signos y
sintomas presentados por el individuo, la presencia de eosinofilia, las
complicaciones clinicas y el tiempo de recuperacién, asi como evaluar el
nimero de larvas por gramo de tejido muscular que presenta el paciente,
analizar los datos epidemiolégicos, y realizar cstudios paraciinicos,
Finalmente aplicar métodos serologicos de diagnostico @n,

Fl diagnostico clinico se fundamenta principalmente en la observacion del
sindrome general de la trichinellosis (fiebre, mialgia y edema bipalpebral o
facial) estos signos y sintomas se presentan en ia mayoria de los pacientes con
trichinellosis (citado en Alcintara y Méndet 1996)‘

Se ha observado que ¢l 90% de los casos presentan comunmente fiebre, sus
caracteristicas son poco constantes en cuanto al tipo, duracion y grados de
elevacion de la temperatura, estd gencralmente es de tipo remitante “% con
exacerbacién vespertina @Y, pero puede ser continua o intermitente. La
mialgia ocurre al mismo tiempo o poco despucs de que se manifiesta la ficbre,
es mas frecuente en los casos moderados %ue en los casos severos y depende
de la reaccién individual del paciente “?. La mialgia de la trichinetlosis
cuando es intensa, dificulta el movimiento de los musculos involucrados en la
locomocion y no es raro que la tos, 1a risa, la masticacion y ain la respiracion
profunda causen molestias al paciente @3

El edema periorbital se debe a una vasculitis alérgica, con dos consecuencias
basicas; primero el paso de fluido de los vasos sanguineos a los espacios
intersticiales y segundo la hemorragia. El edema s¢ observa frecuentemente en
los casos leves y moderados y desaparece al mismo tiempo que la ficbre.

La presencia de eosinofilia acompafiada por ¢l edema biparpebral y mialgias
sugieren fuertemente la infeccion con T. spiralis, sin embargo en la mayoria
de gos casos leves o severos la eosinofilia estd ausente (1200 &% Alinam ¥ ndez
Durante la trichinellosis se detectan también niveles elevados de leucociots
durante la etapa aguda de la infeccién, fenémeno asociado posiblemente a la
reaccién inflamatoria de los misculog 100 o1 Alcintamy Méndez 1376)

Los estudios paraclinicos que deben realizarse son la biometria hemética
completa, la velocidad de sedimentacion globular y la determinacion de las
concentraciones séricas de las enzimas musculares como: creatin-fosfocina
(CPK), alanino-aminotransferasa, aspartato aminotransfras, aldosa y lactato
deshidrogenasa (DHL), ya que se ha observado que fa concentracidn de estas
enzimas séricas musculares es elevada y ocasionada por el incremento en el
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metabolismo o el dafio de las fibras musculares, ademas del aumento de la
permeabilidad en las membranas de estas células o
in la actualidad se han planteado dos tipos de métodos que apoyan el
diagnastico clinico, los directos y los indirectos.
El diagnéstico directo o confirmativo de la trichinellosis se reallza detectando
la presenma de la larva muscular enquistada en tejido muscular, y se efectiia
por varios métodos como son: la triquinoscopia, el método de digestion
artificial, la biopsia muscular y el xenodiagnéstico @4 e Chapay cot 1989)
La técnica de la triquinoscopia consiste en el analisis de la presencia de LM en
fragmentos de misculo estriado con un ftriquinoscopio en fragmentos de
miusculos estriado. El masculo se coloca entre dos porta objetos. Este es el
método de rutina que se utiliza en los rastros federales, para el control de la
trichinellosis; sin embargo éste es poco sensible con respecto a la deteccion de
anticuerpos especificos ya que solamente se detecta el 60% de las muestras
contaminadas <>, Esta técnica presenta ademas otras desventajas, como una
baja sensibilidad en el caso de infecciones leves o resultados negativos falsos
durante la fase intestinal y circulante del parésito, cuando la larva no estd aun
presente en el miusculo. Por otra parte, ocasiona fatiga ocular a los
investigadores €V,
Por lo que respecta al humano, se descubrié un brote de la enfermedad en el
estado de Chihuahua, en donde se encontraron afectados 166 personas, 59 de
las cuales fueron hospitalizadas. A estas filtimas personas se les practico la
biopsia muscular, detectando la presencia del pardsito mediante la
triquinoscopia, asi como realizando una innovacién de esta técnica por
compresion tisular y tincion (TCTT). La sensibilidad obtenida de estas dos
técnicas fue de 88.1% y de 90.3% respectivamente, detectando durante este
estudio de 1 a 10 larvas musculares en las muestras analizadas, sin embargo la
sensibilidad de este ensayo es reducida cuando se trata de muestras mas
pequedias ©.
El método de digestion artificial, utiliza el principio de la digestién géstrica ya
que la digestién del tejido muscular se efectita en una solucion de pepsina-HCI
al 1%. De este modo las larvas sobreviven y son recuperadas por
sedimentacion espontanea. La ventaja de este método es que permite trabajar
muestras mas grandes hasta de 100 g, permitiendo detectar inclusive las
infecciones leves ©” y se puede analizar un bajo nimero de muestras, sin
embargo consume un mayor tiempo que la triquinoscopia.
I.a biopsia muscular se realiza tomando muestras (0.5 a 1 g) preferentemente
de Tos musculos superficiales como son los deltoides, los biceps, los
cuadriceps o gemelos “¥. Para el diagnéstico humano, se recomienda analizar
los musculos pectorales, biceps, gliteos, intercostales, etc. Tomando las
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muestras después de 21 dias de la infeccion ya que antes de este tiempo el

) . e (8T
namero de larvas no s suficicnte para obtener un buen diagnostico 7,

Por medio de este analisis s¢ puede observar el parasito y las alteraciones
basofilas del sarcoplasma de las fibras del musculo G Cuando el resultado es
negativo se deben realizar varios cortes transversales que corroboren la
ausencia del parasito ©,

Aunque la biopsia es uno de los métodos practicos para la demostracion
directa del parasito, no es posible cuantificar el grado de infeccién (larvas por
gramo), debido a la alta frecuencia de resultados negativos en pacientes
infectados y a que la sensibilidad del método esta influenciada por el tiempo
de infeccién y por el estado immunologico del paciente “9  Ademas, presenta
complicaciones traumdticas para los pacientes y riesgo de infeccion en la

herida .

El xenodiagndstico es una técnica no muy conocida, solo determina la
viabilidad de las larvas en una muestra de misculo y consiste en alimentar a
ratas o ratones de laboratorio ©”, con las muestras de came. Después de una
semana se constata la infeccion de formas adultas del parasito en el intestino
agudo por el método de Baerman.

Desde el advenimiento de los métodos inmunoenzimaticos heterélogos, se ha
resaltado la conveniencia de su aplicacion en el diagndstico de las
enfermedades parasitarias ('”. Los métodos serolégicos basados en la
deteccion de anticuerpos especificos que se han desarrollado durante e curso
de la trichinellosis humana son: la fijacion de complemento, la
hemaglutinacién (PHA), aglutinacién de latex (AL), la inmunoflorescencia
indirecta  (IFD), la técnica de floculacién de betonita (BFT), la
inmunoelectroforeasis o contrainmunoelectroforeasis ~ (CIE), el
radioinmunoensayo (RIA), el ensayo de inhibicion competitiva (CIA), la
inmunoelectrotransferencia (Western/blot WB) y el ensayo inmunoenzimatico
(ELISA). Miemtras que para la deteccién de antigenos del pardsito en la
circulacion se han planteado el ensayo inmunoradiométrico (IRMA), el ensayo
de inhibicion competitiva (CIA) y el ensayo inmunoenzimatico (ELISA), 7.
Estas técnicas han hecho posible estimar la sensibilidad de las pruebas
inmunodiagnoésticas para la trichinellosis animal y humana, en términos de
minima infeccién detectable y precocidad de Ja deteccion; asi como, expresar
la sensibilidad diagnéstica de estos procedimientos en larvas por gramo y
tiempo minimo de deteccion de la infeccion ',

La efectividad de los métodos serologicos es altamente dependiente de la
calidad y especificidad de los antigenos de 7. sprrafis usados, para evitar asi
las reacciones positivas falsas por el uso de extractos crudos del parasito. Los
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antigenos que hasta la fecha son mas utilizados son los obtenidos de la farva
muscular o infectiva @1,

La fijacion de complemento fue utilizada por vez primera por Strobel en 1911,
para la deteccion de la trichinellosis, sin presentar gran trascendencia. La
sensibilidad v la especificidad de este método ha sido del 20%, sin embargo
este porcentaje varia mucho entre cada laboratorio “®,

La hemaglutinacién pasiva fue aplicada en 1956 y fue popular en los Estados
Unidos durante el periodo de 1974 a 1975, presentando un porcentaje de
cfectividad de 82% de los casos estudiados ©.

Choy y col, (1988) utilizando un anticuerpo monoclonal en la prueba de latex,
obtuvieron el 88.6, 76.5 y 60% de sensibilidad en cerdos, en cambio para el
hombre la sensibilidad obtenida fue del 20% (Yépez y Ortega, 1994). La
deteccion de la AL se presenta a partir de la 3* semana de la aparicion de la
sintomatologia y en comparacién con el ELISA resulta ser de menor
sensibilidad (140 Chapay col, 138%)

La IFI fue descrita por Jackoon en 1959 y no fue hasta 1962 que Sadun la
utiliza para la deteccién de anticuerpos dirigidos contra 7. spiralis, esta prueba
results ser altamente sensible y especifica para el diagnostico de la
trichinellosis aguada en comparacién con BET de Sulzer (1965), por presentar
una limitada reactivada cruzada con ofras infecciones parasitarias (Citado. en:
Matossian, 1975)

Un estudio realizado por, Jackson en 1959, revel6 que ¢l precipitado formado
alrededor de los orificios anal y oral de las larvas musculares de T spiralis
viables se observaba brillantemente después de Ia exposicidn a antisueros
marcados con isotiocianato de fluoresceina, por lo que la propuso como
(r?;;:todo de diagnéstico, pero su estudio y aplicacion no fueron profundizados
En 1959, Labzoffsky y col (1959) Establecieron que la cuticula de T. spiarlis
reaccionaba con antisueros especificos por IFL. Sadun y col. (1962)
describieron un ensayo de inmunofluorecencia indirecta en que las larvas
completas fijadas fueron usadas como antigeno, el cual tuvo una vida media
de pocas semanas (d e Wegsa y ool BTD por otra parte Ivanoska y col. en
1989, al usar TFI detectaron anticuerpos contra 7. spiralis en un 100% de los
pacientes con signos y sintomas clinicos indicativos de trichinellosis, mientras
que en el grupo de individuos carentes de sintomas clinicos obvios, pero con
sospecha de haber sido expuestos a la infeccion con T. spiralis, solo resulto
positivo el 46% de los casos.

La BFT descrita por Sulzer en 1960, fue utilizada en 1963 por Norman y
Kagan para evaluar su utilidad en el diagnostico, de la trichinellosis humana
llegando a la conclusién de que resuita positiva en los casos agudos. Este
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ensayo detecta anticuerpos [gG y muestra un alto nivel de reproducibilidad,
ademas de que el antigeno no presenta reaccion cruzada con otras infecciones
parasitarias (citado en Matosstan, 1975)‘

L.a CIE descrita por Despommier y col. en 1974, fue aplicada en el analisis de
la trchinellosis porcina, utilizando una fraccién que contenfa tres proteinas
antigenicas, de 45, 49 y 53 kDa, obtenida a partir de un extracto soluble totat
de larvas muscular @V, Los resultados de esta técnica son obtenidos en una
hora @, Este ensayo, utiliza una matriz o soporte que generalmente s agar o
agarosa en donde sé efectia la migracion del antigeno hacia el anodo y/o la
migracién del anticuerpo hacia el catodo, esto permite alcanzar la zona de
equivalencia entre las dos concenraciones durante fa electroforeasis y asi se
puede observar la precipitacion como lineas visibles, o que determina la
sensibilidad es la capacidad de reaccion del antigeno con el anticuerpo.
Despommier y col. {(1974), han comprobado que la téchica de CIE es
equivalente en cuanto, a que su porcentaje de deteccion ala BFT y a la prueba
de AL @, ademas se ha demostrado que la combinacién de la autoradiografia
con esta téenica incrementa la sensibilidad en el diagndstico de la
trichinellosis.

En cuanto a la metodologia para la deteccion de antigenos de T. spiralis
circulantes los ensayos de CIA aplicados por Ivanoska (1989), lograron
detectar al 100% de los pacientes sintomaticos y al 46% de los asinfomaticos,
sin embargo ¢l tiempo de deteccion se presenta después de los 60 dias
postinfeccion.

Por otra parte un estudio comparativo del valor de diagnostico del IFI y el
IRMA en la trichinellosis humana se ha demostrado que este ultimo resulta ser
altamente especifico ya que es sensible con una baja cantidad de antigeno
{4ng/m}) y utiliza se puede emplear anticuerpos monoclonales, sin embargo
tiene una baja capacidad de deteccitn (46% de individuos sintomaticos a los
21 dias postinfeccion), en cambio el IFI detecta hasta el 1005 de pacientes
sintométicos desde los 20 dias postinfeccién @7,

El ensayo inmunoenzimatico (ELISA) fue aplicado por vez primera a |
diagnéstico de la trichinellosis en 1975 por Ruitenberg. En el mismo afio
Engvall v Ljungstrém mostraron la posibilidad de detectar inmunoglobulinas
calse especifica con este ensayo.

La sensibilidad del ELISA, esta sujeta normaimente a la variacién debido a la
diferencia en la habilidad de unién del antigeno al soporte solido, la marca de
las microplacas U, ademas de la calidad, cantidad y especificidad del
antigeno y del anticuerpo empleado (Mahannop y col., 1992)

En un estudio comparativo, Stumpf y col (1989) examinaron los sueros de 58
pacientes con trichinellosis por diversas técnicas serologicas y encontraron
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que ¢t porciento de deteccion de los individuos fue del 20% para la
aglutinacién de latex y la fijacion de complemento, del 90% para la
hemaglutinacion indirecta y del 98% para la inmunofluorescencia 39) fin
cambio, para el ELISA fue del 100% cuando se detects IgG . Datos
similares reportaron Mahannop y col. (1992) al analizar la presencia de
anticuerpos 1gG contra el extracto soluble total de larva muscutar por ELISA
durante los dias 57 y 120 postinfeccion.

Fn comparacion con la IFI que sélo permita detectar los anticuerpos dirigidos
contra los antigenos de cuticula, el ELISA permite medir anticuerpos contra
extractos  solubles totales que contiene antigenos citoplasmaticos y
solubilizados de membranas, asi como los antigenos de localizacion cuticular
de la larva muscular ©V,

Actualmente esta técnica es considera la de mayor impacto ya que €s un
método muy versatil y sencillo de ejecutar, ademas de que puede realizar el
diagnéstico de varias muestras al mismo tiempo %) 'y es importante para el
valor diagnéstico de la trichinellosis, por su alta sensibilidad cuando se
detectan anticuerpos de clase 1gM e IgA, ya que ambas inmunoglobulinas
indican una infeccion reciente.

Coltorti y col. (1987) demostraron que la técnica de ELISA, empleada como
método de diagnostico temprano en el estadio laraval infecitvo de 7. spiralis,
permite distinguir la poblacién no infectada de fa infectada estableciendo un
valor de corte tomando la media mas 5 desviaciones estdndar, a partir de la
tercera semana postinfeccion. Estos autores mencionan ademas la simplicidad
en cuanto a la preparacién del antigeno, la ejecucion y la lectura que tiene la
técnica, lo que permite es considerado como un método de deteccion para el
estudio de brotes epidémicos de trichinellosis humana.

Por otra parte, al comparar la utilidad de los antigenos § y ES de larva
muscular en el diagnostico de la trichinellosis humana por medio del ELISA'y
WB Mahannop (1992), encontrd que la sensibilidad del S, es del 100% al
igual que la de los antigenos ES con suero de pacientes biopsia confirmada
colectados a las semanas 5 a 7 postinfeccion, pero en términos de
especificidad resultd ser ligeramente mas bajo (96.8%), que ¢1 ES (100%).
Aunque el extracto somatico presenta dos ventajas, se prepara a bajo costo y
se obtiene una buena concentracion.

Resumiendo todo lo anteriormente mencionado, el empleo del ensayo de
ELISA, utilizando los componentes de superficie S o los productos de ES,
obtenidos de LM representa una de las mejores alternativas para el diagnostico
de la infeccion. Sin embargo la utilizacién de los demas estadios del parasito
podria permitir un diagndstico alternativo mas tempranamente durante el
curso de la infeccidn.
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JUSTIFICACION

Bl estudio de las respuestas inmune en las infecciones parasitarias es
especialmente interesante debido a dos tipos de hechos, por una parte, a nivel
mundial, las infecciones parasitarias tiene gran importancia ya que un
individuo de cada tres es portador de parasitos; por la otra, la prolongada
sobrevivencia de numerosos parasitos en huéspedes inmunes confiere una
importancia especial a los modelos parasitarios para ¢l estudio de numerosos
mecanismos inmunologicos, como la adquisicion de antigenos del huésped, la
respuesta inmunitaria, la_variacion antigenica, la inmunosupresion, los
antigenos circulantes, etc. @3

I.a trichinellosis humana esta, presenic en muchas partes del mundo,
generalmente esta asociada al consumo de carne de cerdo y de animales
silvestres. En México, esta parasitosis se presenta como un problema de salud
pliblica, sin embargo la frecuencia de trichinellosis en nuestro pais no se
conoce todavia “7,

[Los métodos de diagndstico, descritos anteriormente se han enfocado casi
exclusivamente a Ta deteccion de antigenos o anticuerpos contra la larva
muscular, que es el estadio del pardsito que se desarrolla mas tardiamente;
debido a que se obtiene mas facilmente en comparacion con el estadio adulto
y la larva recién nacida. Generalmente, la deteccion de anticuerpos resulta
positiva en la mayoria de los pacientes a partir de la semana § postinfeccion.
Por ofra parte, en modelos experimentales, el analisis de la respuesta
inmunolégica efectuada por la técnica de inmunofluorescencia demostrd un
incremento de células productoras de IgM en la mucosa intestinal, al inicio de
la nfeccion, v a partir de la segunda semana se observo un aumento de células
productoras de 1gG.

Debido a lo anterior, se decidi6 estandarizar un método de diagnostico que
utilizara antigenos del estadio del pardsito que se desarrolia mas
tempranamente durante la infeccion como €s el estadio adulto, para la
deteccion de anticuerpos de clase IgM e IgG, tratando con esto de mejorar el
tiempo de deteccién de la trichinellosis humana; debido a que los anticuerpos
de IgM son los que se desarrollan mas temprano durante la infeccion y los de
clase 1gG por ser los anticuerpos que s¢ producen en mayor concentracion en
el suero, durante la respuesta inmunotogica. El diagnéstico temprano de esta
parasitosis permitiria administrar el tratamiento farmacologico oportunamente,
evitando asi las manifestaciones patologicas mas severas de 1a enfermedad, de
los gastos de hospitalizacién e incluso la muerte de los pacientes graves.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la respuesta de anticuerpos de las clases IgM e 1gG desarrollada
hacia los antigenos de! estadio adulto de T. spiralis en pacientes con
trichinellosis a lo largo de un afio de infeccidn, asi como su especificidad, para
determinar su utilidad en el diagnostico y su asociacién con las
manifestaciones patologicas y la evolucion de la infeccion.

OBJETIVOS PARTICULARES

|- Determinar las condiciones éptimas del ensayo de ELISA indirecto para la
deteccion de anticuerpos de clase IgM e IgG dirigidos contra el extracto
soluble totat del estadio adulto de 7. spiralis (EST-Ad).

2 -Analizar el tiempo de aparicion de dichos anticuerpos en muestras
serologicas de individuos con trichinellosi obtenidas a diferentes tiempos
después de la infeccion en un periodo de 3 a 57 semanas.

3 - Determinar la especificidad del ensayo analizando la reactivada de los
anticuerpos séricos de la clase [gM e IgG de individuos aparentemente sanos
con analisis coproparasitoscopico negativo y de pacientes con otras parasitosis
determinados por analisis coproparasitoscopico y/o serologico.

4 -Analizar la asociacién de la produccion de anticuerpos IgM e IgG con los
signos, sintomas v la etapa aguda o crémica de Ia frichinellosis humana.
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METODOLOGIA

1.- Mantenimiento del ciclo de vida de Trichinella spiralis
l.a cepa de 7. sprralis se ha mantenido en el laboratorio durante varios afios a
través de fases sucesivas en ratones BALB/c.

2.~ Obtencién de larvas musculares

l.as larvas musculares de 7" sprralis se obtuvieron por medio de una digestion
artificial de miusculo de raton BALB/c infectado con el parasito. La
metodologia empleada se realizé segin lo recomendado por Durham y col.
(1984). Para ello se sacrificaron ratones BALB/¢ infectados con el pardsito, se
les quito la piel, las extremidades y las visceras. El musculo esquelético fue
corfado con una picadora, posteriormente fue digerido con una solucién de
pepsina 1%-HCL durante tres horas a 37°C, en agitacion. Las LM fueron
obtenidas por sedimentacién del digerido en un aparato de Baerman
conteniendo solucién salina durante 30 min.

3.- Obtencion def estadio adulto de T. spiralis

Las .M obtenidas fueron lavadas con PBS, y se determindé su nimero y
viabilidad, mezclando una alicuata de volumen conocido de suspension de
pardsitos en bactor/agar al 0.2% y se observando 5 muestra de 10 pL al
microscopio optico para determinar el nimero de parasitos en cada muestra.
Finalmente, ¢l promedio del niimero de paréasitos presente en las 5 muestras
fue obtenido para calcular el nimero de larvas musculares por mL de
suspension original. La viabilidad se determind observando que LM estuviera
enrolladas en forma de espiral y que presentaban movilidad. Los parasitos
muertos se observan estirados e inmoviles. Finalmente, se ifectaron por via
intragastrica ratas de la cepa Wistar de 250 g de peso con 8500 LM/rata, 6 0 7
dias después de la infeccién, las ratas se sacrificaron y se obtuvieron los
intestinos delgados, los cuales fueron abiertos longitudinalmente y colocados
en el aparato de Baerman conteniendo solucién salina, posteriormente se
incubaron durante 3 h a 37°C para obtener los parasitos adultos, por
sedimentacion espontanea.

4.-Obtencidn de extracto soluble total dei Estadio Adulto

Los parasitos adultos obtenidos fueron cosechados y lavados con PBS
conteniendo antibidticos (penicilina 100U.1./mL, estreptomicina 100pg/mL y
fungizona 200mM). Posteriormente se procedio a la obtencion del extracto
soluble total del estadio adulto de T spiralis (EST-Ad), siguiendo el método
de Parhouse y col. (1984). El cual consistio en homogeneizar los parasitos
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adultos en una solucién reguladora de tris-HCI 10 mM a pH 8.13,
adiccionandoinhibidores de proteasas (TPCK, TLCK y PMSF 50, 25 y 174
jLp/mi, respectivamente); en ciclos de 1 minuto por 3 min. de reposos en bafio
de hielo Este proceso se repitid, 5 veces. Finalmente, s¢ adicioné desoxicolato
de sodio al 10% hasta alcanzar una concentracion final de 2% y se continud ia
homogeneizacion durante 15 min. més, como se describid anteriormente.

Fl homogeneizado fue centrifugado a 12500g por 30 minutos, a 4°C, se
obtuvo el sobrenadante, el cual fue empleado como antigeno (EST-Ad). Este
se guardo en alicuotas del.5 mL que fueron conservadas en nitrogeno liquido
hasta el momento de usarse

5.- Cuantificaciton de proteinas

La cuantificacion de las proteinas se realizd mediante la técnica de lowry
modificacion por Dulley y col. (1975). Para realizar la curva tipo se utilizaron
las siguientes concentraciones de albimina serica bovina (ASB sigma) 20, 40,
60, 80, 100 pg/mL. Estas y las muestras de AST-Ad se trataron como
muestras la tabla 5.

[l contenido de cada tubo se mezcld con solucion E y se dejo reposar 10
minutos a temperatura ambiente (TA). Posteriormente a cada tubo se adiciond
5L de reactivo de Folin-Ciocalteau y SuL de dodecil sulfato de sodio (SDS).
Las tubos fueron agitados e incubados por 30 min., 2 TA, transcurrido este
tiempo se determiné la densidad optica (D.0.) a 750nm. La concentracion de
proteinas se calculd por interpolacion de fa D. O. de la muestra problema en la
curva patron de ABS.

TABLA 5.- CUANTIFICACION DE PROTEINAS

TUBO 1 2 3 4 5 6 7
ASB (ph) - 02 04 06 038 10 -
H20  (p) 10 08 06 04 02 - -
Muestra (1) - - - - - - 10
sol E (ul) 50 50 50 50 50 50 350 ]

Solacién E conformada por (05 mL) de tartato, por (0.5 mL) de sulfato de cobre y por { 50 mL} de carbonato
de sodio
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0.- Inmonoensayo enzimatico (ELISA)

Los ensayos indirectos de ELISA se realizaron de acuerdo al método descrito
por Engvall y Voller (1975). Utilizando el EST-Ad como antigeno para la
deteccion de anticuerpos humanos especificos de las clases 1gM e IgG,
dingidos contra el estadio adulto de 7 spiralis. Para ello, a los pozos de
policstireno, por duplicado, se adicionaron 100ul. de extracto antigénico
disuelto en un regulador de carbonato-bicarbonato 0.1 M pH 9.6 a diferentes
concentraciones, o sélo regulador (testigo sin antigeno), incubando a 4°C
durante 16 horas.

Transcurrido este periodo las soluciones empleadas se eliminaron con 4
lavados, de a min cada uno, utilizando una solucién reguladora de salina
fosfatos adicionada de Tween-20 al 0.1% (PBS-T). Después, se¢ procedi6 a
bloquear los sitios que no fueron ocupados por el antigeno, con F00uL de
ASB al 3% en PBS-T (ASB) en todos los pozos, incubando a 37°C durante 30
min. Posteriormente, se adicionaron a diferentes diluciones tres tipos de
sueros: de individuos sanos (testigo negativo), de individuos con otras
pardsttosis (testigo positivo) y de pacientes con trichinellosis confirmada por
la presencia de LM de 7. spiralis en la biopsia de tejido muscular, todos en
ASB v se incubaron a 37°C.

Enseguida, los pozos fueron lavados con PBS-T, como se describio
anteriormente, y se agregd 100L de la dilucion del conjugado de peroxidasa-
anti-IgM humana ¢ anti-IgG humana obtenidas en cabra y se incub6 a 37°C
durante 24 horas. Después del proceso de lavado, la reaccion antigeno-
anticuerpos se reveld adicionando una solucién de substrato de la enzima
(perdxido de hidrogeno al 0.04% (v/v) y o-fenildiamina, al 40% (p/V) disuelto
en regulador de citratos fosfatos 0.2 M a pH 5. Los pozos se incubaron a TAy
en la oscuridad durante 60 min. La reaccion enzimética fue detenida con la
adicion de 12 pL de acido sulfurico 8 N. Finalmente se determiné la
absorbancia a 492 nm en un fotocolorimetro automatizado (lector de ELISA )
(tabla 6).
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TABLA 6.- DESARROLLO DEL ENSAYO DE ELISA-INDIRECTQ

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA OBTENCION DEL ANTIGENO SOLUBLE TOTAL
DEL ESTADIO ADULTO DE Trichinella spiralis

L_RATORES INFECTADOS CON T, Spirglis. |

30 dias

OBTENCION DE MUSCULO ESQUELETICO Y
DIGESTION ARTIFICIAL CON PEPSINA-HCI

w

OBTENCION DE LARVAS MUSCULARES (LM)
Por inoculacion intragéstrica (8500 LM/rata)

—

OBTENCION DE LOS INTESTINOS DELGADOS

APARATO DE BAERMAN (conteniendo sofucién salina)

u

] OBTENCION BE LOS ESTADIO ADULTOS H

OBTENCION DEL EXTRACTO SOLUBLE TOTAL
(Por homogenizacion en tris 10Mm, pH 8.1-TPCK-TLCK-PMSF-DOC)

f I SOBRENADANTE |c%

DETERMINACION ANTIGENOG PARA
DE PROTEINAS POREL LOS ENSAYOS DE
METCDO DE LOWRY ELISA

MODIFICADO POR
DULLEY Y COL {1975)

TPCK (N-Tosil-L-Fenilalanina clorometil cetona) TLOK (N-p-tosil-L-lisina clorometil
cetona) PMSF (Fenilmetitsulfonil fluoruro) DOC (Desoxicolato de sodio), HC {Cloruro ce

hidrogeno}
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6.1.- Extandarizacién del ELISA Indirecto

la estandarizacion de este ensayo se efectud analizando tres proteinas como
agentes bloqueadores. ASB 3%, leche 3% y gelatina 0.25% , diferentes
concentraciones del antigeno EST.Ad: 2.5, 5y 10 pg/mL ¥ diferentes
diluctones de suero; 1:100, 1: 320, 1:1 000 y 1:3 200 de los sueros testigo
positivo y negativo, asi como las diluciones del conjugado de peroxidasa-1gG
humanas de 1-5 000-1 20 000 y de 1:2 500- 1:10 000, respectivamente (tabla
7).
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TABLA 7.- ESTANDARIZACION DE LOS ENSAYOS DE ELISA

FSTANDARIZACION DE LOS ELISA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS SERICOS DE LA CLASE IgM E IgG DIRIGIDOS CONTRA EL
ESTADIO ADULTO DE Trickinella spiralis

ANTIGENO

25,5y 10 mg/mL

BLOQUEADOR

ASB al 3%, LECHE al 3% Y GELATINA 0.5%

SUERO HUMANO

1°100,1:320,1-1000,1:3200 Y 1 10600

CONJUGADO

1:2500, 1:5000, 1:1060 Y 1-20000

ASB, Albimina sérica bovina
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6.2.- Muesiras Serofdgicas

l.as mucstras serologicas fueron obtenidos de los siguientes grupos de
idividuos.

GRUPO (.- Constituido de 20 sveros de individuos involucrados en un brote
de trichinellosis ocurrido en la Cd. de Teluca, Edo de México, en febrero de
1989 Ef dia exacto de la infeccién se determing por la participacion de estos
ndividuos en una celebracion donde ingirieron care de cerdo mal cocida
contaminada con larvas infectivas de 7richinella spiralis. La recoleccion de los
sueros se efectud en las semanas 3, 4, 5,7, 12, 15, 37,y 57 post-infeccion. De
estos individuos 17 presentaron sintomas clinicos de 1a enfermedad y el resto
fueron asinfomaticos. De los 17 pacientes, solo 13 presentaron larvas musculares
de Trichinella spiralis en biopsia de misculo biceps, mientras que }os cuatro
restantes presentaron dicho diagnéstico parasitologico negativo.

GRUPO 2.- Los sueros testigos negativos se obtuvieron de 25 individuos sanos
con analisis coproparasitoscopico negativo que habitaban en 4reas geograficas
distintas de la zona en donde ocurrid el brote. Este grupo se incluyé para
determinar el valor de corte de los diferentes ensayos de ELISA.

GRUPO 3.- Conformado por 45 sueros para 1gG y 35 sueros para IgM, de
individuos infectados con otros pardsitos tales como Giardia lamblia,
Endolmex nana, Escherchia coli, Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica,
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichura 'y Cysticercus cellilosae  coyo
diagnostico fue confirmado por andlisis coproparasitoscopico y/o serologico.
Fste grupo se analizo para determinar la especificidad del EST-Ad en los
diferentes ensayos de ELISA

7.-Analisis de resultados

Con los datos de las absorbancias (As), obtenidos en los duplicados para cada
clase de inmunoglobulina estudiada en los sueros del grupo de individuos
aparentemente sanos, se caleulo la media y la desviacién estandar para
determinar al valor de corte de cada ensayo (la media de la absorbancia mas 3
desviaciones estandar). Los valores de As mayores al valor de corte fueron
considerados como positives y los menores como negativos. Debido a que el
grupo de sueros de pacientes con ofras parésitosis rebaso el valor de corte antes
mencionado, y a que en la Repiblica Mexicana se presenta una alta incidencia
de parasitosis decidimos, utilizar el valor de corte de este ofro grupo para
determinar los niveles de anticuerpos especificos. Los valores de As mayores al
valor de corte obtenido del grupo de individuos con ofras parasitosis fueron
considerados como positivos.
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Asi, se obtuvieron los porcentajes de positividad de los individuos con
trichinellosis sintomatica y asintfomstica involucrados en el brote, a las diferentes
seinanas postinfeccién analizadas
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RESULTADOS

l.a concentracion de proteinas presentes en €l EST-Ad, fue determinada por ¢l
métedo de Lowry modificado (por Dulley, 1975} y fue de 1.377 mg/mL.

Fstandarizacidén de los ensayos de ELISA

kn el caso de la titulacion del anfigeno en el ensayo de ELISA para detectar
anticuerpos de clase IgM, se probaron las concentraciones de antigeno (EST-
Ad) de 25, 5.0, 10.0 pg/mL y se observd que la reactividad del suero testigo
positivo al utilizar 2.5up/mL de antipeno fue baja en comparacion con la
obtenida empleando las concentrariones de 5.0 y 10.0 pg/mL de antigeno, con
estas concentraciones se obfuviernn valores de absorbancia similares.

ia reactividad del suero testivo negativo hacia el EST-Ad, fue baja en
comparacién con la obtenida en el suero positivo, la reactividad del suero
negativo empleando las tres concentraciones de antigeno antes mencionada
decrecid conforme estas aumentaron. Al obtener la diferencia de absorbancia
entre los pozos con antigeno y sin éste, los valores reales de absorbancia
obtenidos con las concentraciones de 5.0 y 10.0 pg/ml. del EST-Ad fueron
simlares, por lo que se consider¢ que la concentracion de 5.0pug/mL de antigeno
fue [a éptima (figura 4).

En la titelacion de antigeno para la deteccidn de anticuerpos de la clase IgG
dirigidos contra el EST-Ad por ELISA (figura 5), se observo que la reactividad
del suero testigo positivo fue muy elevada (As > 3.0) a las diluciones 1:100 -
1:1000, y a diluciones mayores los valores de absorbancia disminuyeron. Estos
resultados fueron similares para las tres concentraciones de antigeno analizadas
(2.5, 5.0 y 10.0 ug/mL). En los pozos sin antigeno, éste mismo suero presento
wna baja reactividad (As de 0.7 6 menores). En este ensayo la reactividad del
sucro testigo nepativo presentd una baja  absorbancia con las tres
concentraciones de antigeno y sin éste. Dado que la absorbancia del suero
testigo positivo obtenida con las tres concentraciones de antigeno fue similar, se
tomd a la concentracion de 5.0 pg/ml. de antigeno como la 6ptima para el
ensayo por ser 1a concentracion intermedia de las tres analizadas.

Una vez determinada la concentracion optima de antigeno, se analizo la utilidad
de la albiimina sérica bovina al 3%, a la leche descremada (svelty) al 3% y la
gelatina al 0.25% como agentes bloqueadores y diluyentes de los sueros y del
conjugado (figura 6). En estos ensayos se observd que las absorbancias de los
sueros testigo positivo obtenidas en la deteccion de los anticuerpos séricos de la
clase 1gM fue menor al utilizar la gelatina 0.25% (panel C) en comparacion con
la ASB y la leche. Con la ASB (panel A} y la leche (panel B) se logré observar
una diferencia significativa entre Jas absorbancias obtenidas en el suero testigo
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positivo en los pozos sin antigeno y los pozos con éste. En cambio, la
reactividad del suero testigo negativo obtenida en los pozos con antigeno y sig
antigeno al emplear los tres agentes blogueadores fue significativamente menor
que la detectada con los sueros testigo positivo; fue similar con los tres agentes
bloqueadores analizados (figura 6). En esta misma figura se puede observar que
al comparar las absorbancias obtenidas con la ASB y la leche se encontrd que la
reactividad del suero testigo positivo a la dilucién 1:320 obtenida en los pozos
con antigeno fue muy alta con la ASB, lo cual no ocurrit con la leche.

Debido a lo anterior se analizé la combinacion de ASB como blogueador y leche
como diluyente del suero y def conjugado. En la figura 8 se muestran los
resultados de este analisis, los cuales revelan que Ia utilizacién de la ASB como
blogueador y la leche como diluyente del suero y del conjugado (panel A)
permiten tener una mayor diferencia en la absorbancia entre el suero testigo
postivo y negativo. En cambio al utilizar la leche como bloqueador y la ASB
como diluyente del suero y conjugado (panel B), la reactividad del suero
positivo varfa en ambas diluciones hasta dar valores menores que el suero
negativo. Por lo tanto en los andlisis subsecuentes se utilizo a la ASB como
agente bloqueador y la leche como diluyente del suero y conjugado.

Los resultados del analisis de la ASB, leche, y gelatina como agentes
bloqueadores y diluyentes del suero y conjugado, en la deteccion de anticuerpos
1gG contra el EST-Ad (figura 7) demuestran que la ASB y la gelatina permiten
observar una diferencia notable de la absorbancia obtenida en los pozos con
antigeno, entre los sueros testigo positivo y negativo, asi como una baja
reactividad de ambos sueros en los pozos sin antigeno. La utilizacién de la leche
como bloqueador y diluyente de los sueros permite observar un incremento en
los valores de D. O. en el suero positivo y negativo, por lo tanto una mayor
inespecificidad Los valores de D. O. son similares tanto en €l suero positivo
como en el negativo, empleando ASB ¢ gelatina, y debido a una mayor
disponibilidad de gelatina, se decidi6 emplearla en el trabajo

Establecidas las concentraciones optimas del antigeno, ¢l agente bloqueador y el
diluyente del suero y del conjugado idoneos en cada ensayo, se realizo la
titulacion del suero y del conjugado de peroxidasa-anti-IgM 6 [gG humanas
obtenidas en cabra (tabla 8).

Fn la titulacién del conjugado de peroxidasa-anti-lgM humana (figura 9) se
observd que en las tres diluciones analizadas (1: 5000, 1:10 000 y 1:20 000) del
suero testigo positivo se presentd una reactividad practicamente similar, la cual
fue mayor que la detectada en el suero testigo negativo. Al calcular el valor real
se observo que éste era mayor en la dilucion 1:20 000 en comparacion con las
diluciones 1:5000 y 1:10 000 del conjugado, asi mismno el testigo det conjugado
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aesa dilucion presentd la menor reactividad, por lo tanto se considero como la
dilucion optima del conjugado para el ensayo.

En el andlisis de la concentracién optima del conjugado peroxidaza-anti-IgG
humana se observé que ¢l suero testigo positivo presentd una alta reactividad
hacia el EST-Ad en comparacion con el suero testigo negativo, con las tres
diluciones del conjugado analizadas (1:2500. 1:5000 y 1:10 000}. Los valores de
absorbancia del suero positivo obtenidos en los pozos sin antigeno fueron
ligeramente mayores que los presentados por el suero negativo. Sin embargo, la
absorbancia real del suero testigo positivo permanecia aun muy elevada y fueron
mayores para la ditucion 1:5000 del conjugado en comparacion con la dilucion
1'10 000. Los testigos del conjugado presentaron valores de absorbancia
insignificantes. Basandose en estos resultados se considero que la dilucion
optima del conjugado era de 1:5000 (figura 10).

Basandose en todo lo anterior, la tabla 8 resume las condiciones dptimas para la
determinacion de anticuerpos séricos de las ctases IgM e IgG dirigidos contra
el EST-Ad para la técnica de ELISA.
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Figura 4 Titulacion del antigeno para fa deteccién de IgM dirigida hacia el estadio adulto de 7.
spiralis, en el ensayo de ELISA. En este ensayo se utilizéd ¢l antigeno a las concentraciones de 0 (—),
25(--},5(---)y 10 (~--) pg/mL, los sucros testigo posiivo (@) y negativo (A) a las diluciones
1 100-1-3200, cl conjugado de peroxidasa-anti-Igh humana obtemda en cabra a la dilucién 1:10 000,

utthzando LECHE al 3% como diluyente y blogueador.
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Figura 5, Titulacién del antigeno para la defeccidn de IgG dirigida hacia el estadio adulto de 7.
spiralis en el ensayo de ELISA. En este ensayo s¢ utilizo ¢l antigeno a las concentracioncs de 0 (—),
235 (=), 5 (-~ y 10 {——) pg/mL, los sueros testigo positivo (A} y negativo (@) a las dilucioncs
1.100-1-3200, ¢! comugado de peroxidasa-ant-IgG humana obtenida en cabra a la dilucién 1. 5000 y

utthzando como diluyente er ambos la ASB al 3%
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Figura 6 Determinacién de la efectividad del agente bloqueador para la deteccion de IgM
dirigida hacia el estadio adulte de 7. spirafis en el ensayo de ELISA. En este ensayo se utilizaron
como diluyentes y agentes bloqueadores: albimina sénca bovina al 3% (A), leche al 3% (B) ¥
gelatina al 0 25% {C); el antigeno fur empleado a fas concentraciones de 0 (—) y 5 (—-) pg/mL, fos
sucros testigo positivo (A) v negativo (@) a las diluciones 1:320-1:10000 y ¢l conjugado de
peronidasa-antt-IgM humana obtenida en cabra a la diducion 11 10000
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Figura 7. Determinacion de la efectividad del agenie bloqueador para la deteccion de IgG dirigida
contra el estadio adulte de T. spiralis, en el ensayo de ELISA. En cstc cusayo sc utilizaron como
deluyentes y agentes bloqueadores a las proteinas: albimina sérica bovina al 3% (A), leche al 3% (B} y
gelatina al 0 25% (C), ¢! antigeno fue empleado a las concentraciones de 0 (—) y 5 {—-) pg/mL, los
sucros testigo positive (A) ¥ negativo (@) a las diluciones 1.100-1'320 y el conjugado de peroxidasa-
anti-lgG humana obtenida en cabra a la dilucion 1:5000.
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Figura 8. Determinaci6n de los agentes bloqueadores para la deteccidn de IgM dirigida contra
¢l estadio adulto de T, spiralis en el ensayo de ELISA, En este ensayo se utihizé la combinacion
de albiimina sérica bovina al 3% y la leche al 3% {A) diluyente (suero y conjugado) ¥ blogueador,
respectivamente, (B) blogueador y diluyente (suero y conjugado) respectivamente El antigeno fue
cmpleado a la concentracidn de 5 pg/mb, los sueros festigo positivo (A) y negativo (#) a las
diluciones 1:320-1:10 000 v el conjugado de peroxidasa-anti-YgM humana obtenida en cabra a la

dilucion 1:10 000,
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Figura 9 Titulacién del conjugado para la deteccidn de IgM dirigida contra el estadio adulto de T.
spiralis en ¢l ensayo de ELISA. En este ensayo se utilizd cf antigeno a Jas concentraciones de 0 {(—) vy 5
(--) pg/mL, el bloqueador utitizado fie ASB 3% los sueros testigo positivo (A) y testigo negativo (@) a la
diluciones 1:100-1:10 000 y el conjugado peroxidasa anti-IgM humana obtenida en cabra a las diluciones
1.5000, 1.10 000y 1:20 509, utilizando como diluyente fa LECHE 3%, en ambos.
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Figura 10 Titulacién del conjugade para la deteccién de IgG dirigidos contra el estadio adulto de
7. spirofis en el cnsayo de ELISA. En cste ensayo sc utitizé el antigeno a las concentraciones de 0 (—)
y 5 (—) pe/mL, los sueros testigo positivo (4) y testigo negativo {®) a las diluciones 1-100-1:10 000 y
el conjugado peroxidasa-anti-igG humana obtcnida en cabra a las diluciones 1-2500, }:3000 y 1.10
000, el blogueador v diluyente def suero v conjugado empleado fue gelatina al 0 25%.
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TABLA 8- CONDICIONES ESTABLECIDAS PARA LOS ENSAYOS DE ELISA

CONDICIONES OPTIMAS PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS DE
LAS CLASES IgM E IgG DIRIGIDOS CONTRA EL ESTADIO ADULTC DE
T. spirafis.
IgM IeG
) 5.0 mg/mL 5.0 mg/mL

ANTIGENQO

ASB al 3% GELATINA al
BLOQUEADOR 0.25%

1:320/LECHE al 3% 1:320/GELATINA al
SUEROS 0.25%

1.20 O00/LECHE al 3% 1.5000/GELATINA
CONJUGADO al 3%
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Andlisis de fos sueros testico negativo y de otras parasitosis, por ELISA.

El analisis dc los 25 sueros obtemidos de individuos aparentemente sanos con
analisis coproparasitoscopico negativo, mostrados en las figuras 11 y 12
permifiy verificar que las condiciones en que se efectuaron los ensayos de
ILISA para la deteccion de anticuerpos de los isdtopos IgM e 1gG, dirigidos
contra el estadio adulto, fueron optimas, ya que la reactividad de los sueros de
los individuos aparentemente sanos fue baja, presentando un promedic de
0.0426 v 0.127 v una desviacién estandar de 0.0472 y 0.1045 para IgM e IgG,
respectivamente

A partir de las absorbancias obtenidas en este grupo de sueros, se calcularon los
vatores de corte {media mas trcs desviaciones estandar) para los ensayos de
LLISA enla determinacion de snticuerpos EgM e IgG, los cuales resultaron ser
de G.18 v 0.43, respectivamente,

Ll analisis de la reactividad crizada de los anticuerpos IgM e IgG hacia el EST-
Ad en los individuos con otras parasitosis se muestra en la figura 13. En ésta se
pucde observar que la reactividad cruzada de los anticuerpos IgM fue menor que
la observada para los anticuerpos IgG ( menores de 0.2 y 1.6, respectivamente).
La reactividad cruzada de los anticuerpos IgM se detectd en un individuo
mfectado con Endolimax nana (amiba), en un paciente infectado con Giardia
lamblia, en un individuo infectado con Ascaris lumbricoides y en un paciente
mfectado con Triochurts trichiura.

La mayor reactividad cruzada fue presentada por los anticuerpos de la clase IgG,
de tres individuos infectados con Ascaris lumbricoides, de un individuo
infectado con Trichuris trichivra y de un individuo com parésitosis mixta
(Grardic lamblhia-Trichuris trichiura) (Figura 14).

L:n las figuras 15 y 16 se presenta la reactividad promedio de los anticuerpos
IgM ¢ IgG hacia el adulto de 7. spiralis de los individuos con otras parasitosis o
mfecciones mixtas, en ellas se demuestra que los grupos infectados con
I'ndolimax narna vy Trchuns trichiura presentaron la maxima reactividad
cruzada en los anticuerpos de clase IgM vy IgG respectivamente.
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Figuea 11 Andlisis de los niveles de anticuerpos séricos de la clase IgM dirigidos hacia el
extracto soluble total de! estadio adulte de T. spirafis en individuos aparentemente sanos. En
este ensavo se utihzd el antigeno a fa concentracion de Spg/mL, blogueando con ASB al 3%, el
suero dilutdo 1320 y el conjugado 1:20 000 ¢n Leche al 3%
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Figura 12 Analisis de los niveles de anticuerpos séricos de la clase 3G dirigidos hacia el
extracto soluble total del estadio adulto de T. spirafis en individuos aparentemente sanes. En este
ensavo se utihizo ¢l antigeno a la concentracion de Sugfml, et sucro dilwdo £.320 y el conjugade 1'5
000 ulihzando como dilsvente v hloaeeador eclatina al ) 25%
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i Iigura 13, Andlisis de ia reactividad cruzada de los anticuerpos séricos de 1a clase IgM hacia el
i extracto soluble total del estadio adulto de I. spiralis en individuos infectados con otros
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Figura 14 Analisis de reactividad cruzada de los anticuerpos séricos de la clase IgG hacia el
extracto soluble total del estadio adulto de T. spiralis en individuos infectados con otros
parisitos. Columnas' 1 G lambia (G 1), 2. I nana (E n), 3. £ col, 4 T.gondn, 5 I, histolytica,
14 lumbricoides, 8 T trichura (T_t ), 10 C Cellulosae, 12 G. lamblia-T. trichiwra, 13 (rlambha-

I nana El valor de corte (—). es X + 3 o de individuos aparentemente sanos
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¢ Figura £3 Analisis estadistico de la reactividad cruzada de los anticuerpos séricos de la clase Igvi
de individuos infectados con otros parasitos, hacia el extracte total del estadio aduito de 1.
spiralis . Columnas. 1. G lamblia (n=7), 2. £ nana (n=2), 3. £ histolytica (n=4), 4 £ colt (n=1), 5. 4.
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Figura 16 Analisis estadistico de la reactividad cruzada de los anticuerpos séricos de la clase IgG
de individuos infectados con ofros parisitos, hacia el extracto soluble total del estadio adulto de
1. spiratis. Columnas' | G. lamblia (n=17), 2 E nane (n=2}, 3. K colt (n=1), 4 T gondii(n=3), 5. £
fustolvtica (n=4). 6 A. lumbncoides (w=12), 7 1. trichura (n=6), 8. ¢ celfulosae (n=1), 9. G lamblia-E
pana {n=1). 10 G fambha-T tnchivra (n=1)
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Anilisis de la respuesta de los niveles de IgM e IgG dirigida contra el
extracto soluble del adulto de T. spiralis en los individuos invelucrados en el
brote de trichinellosis, a lo largo de la infeccion.

La respuesta de anticuerpos de la clase IgM (figura 17) fue baja, en la mayoria
de los individuos con trichinellosis sintomética a la semana 3 postinfeccion,
incremento a la semana 5 y alcanzé su maximo a la semana 7 postinfeccion,
posteriormente los niveles de anticuerpos disminuyeron gradualmente hasta
alcanzar el minimo a la semana 57, en que finalizo el estudio.

Il analisis longitudinal del ensayo de ELISA para la deteccion de anticuerpos de
la clase IgG dirigidos contra el EST-Ad de 7. spiralis efectuado en los sueros de
individuos involucrados en el brote de trichinellosis muestra que durante la
semana 3 postinfeccion la produccion de esta inmunoglobulina fue baja en la
mavoria de los individuos con tichinellosis, la respuesta alcanzo su maximo en
la mayoria de ellos, a la semana 5 y 7 postinfeccion, y a partir de la semana 15
comenzo a disminuir hasta alcanzar niveles muy bajos en las semanas 37 y 57
(figura 18). La tendencia antes mencionada es corroborada en la figura 20.

Por otra parte, en los individuos asintomaticos, los anticuerpos de la clase IgM e
1gG presentaron una muy baja reactividad hacia los antigenos del estadio adulto
(figura 17 y 18, respectivamente) en las semanas 4, 12 y 57 en que se tomaron
las muestras.

El analisis individual de la respuesta de anticuerpos de las clases IgM e IgG
dirigidos contra el estadio adulto de 7. spiralis (figura 19) reveld una gran
variabilidad de los niveles y de la cinética de anticuerpos presentada en los
individuos sintomaticos.

Tomando como referencia los valores de corte de la poblacion de individuos con
otras parasitosis y la cinética individual de niveles de anticuerpos contra el EST-
Ad, en la poblacién de individuos infectados con 7. spiralis (20), se observo
que el 50% de los pacientes presentd una mayor produccion de IgG, el 10% una
mayor produccién de IgM y el 40% presento niveles similares de ambas clases
de anticuerpos.

Por otra parte no se encontrd diferencia significativa entre los nivetes de
anticuerpos detectados en fa poblacién de individuos sintomaticos con biopsia
positiva o negativa.

Con el valor de corte obtenido de los individuos aparentemente sanos €
infectados con otras parasitosis se determind el porcentaje de deteccion de los
anticuerpos séricos de las clases IgM e IgG dirigidos contra el EST-Ad de 7.
spralis, en los ensayos de ELISA.

Asi, con el valor de corte de los individuos aparentemente sanos, se determind
gue la IgM permite, e 100% de deteccién de individuos con trichinellosis
sintomdtica a la semana 7 postinfeccion, en cambio a la semana 5 la IgG,
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permitio detectar el 75% de los individuos enfermos, sin detectar a ningun
individuo asintomatico con ambas inmunoglobulinas (tabla 9).

Il porcentaje maximo de deteccion de pacientes con trichinellosis sinfoméatica
tomando como referencia el valor de corte de los individuos infectados con otras
parasitosis fue obtenida con la determinacién de los anticuerpos de la clase IgM
y resultd ser del 93% a la semana 7 postinfeccion. En cambio, con la [gG fue del
64% a la semana 5 postinfeccion (tabla 10).

Finalmente al realizar el andlisis de varianza entre las absorbancias obtenidas en
los individuos con trichinellosis sintomatica a las diferentes semanas en que se
efectud el estudio v para cada clase de anticuerpos no fue significativo. Sin
embargo el analisis de varianza de los niveles las absorbancias obtenidas en este
mismo grupo a las diferentes semanas postinfeccion, con el grupo de individuos
aparentemente sanos y con el grupo de ofras parasitosis, mostré que las
absorbancias obtenidas en el grupo de individuos aparente mente sanos fue
proporcionalmente menor que las obtenidas en el grupo con ofras parasitosis en
con ambos anticuerpos. A su vez las absorbancias obtenidas en éste ultimo
grupo fue proporcionalmente menor a las obtenidas en el grupo de individuos
con trichichinellosis sintomatica.

Fn cuanto a los signos, sintomas y pardmetros clinicos observados en los
pacientes con trichineilosis sintomatica a la tercera semana postinfeccion, se
detectd que los sintomas registrados principalmente fueron fiebre (95%),
mialgias (75%), edema (65%), cefalea (45%), debilidad muscular (35%) y
diaforesis (15%). A partir de estos datos se determind que el 58% de esta
poblacién presentaron los sintomas caracteristicos de la trichinellosis (fiebre,
edema periorbital y mialgia) (tabla 11), y de éste grupo el 100% de los pacientes
sintomndticos biopsia muscular negativa presentaron los sintomas caracteristicos
de la trichinellosis y solo de 75% los que presentaron la biopsia positiva.

Y los parametros clinicos analizados en el grupo de individuos con trichinclosts
sintomatica, tomando como valores de referencia: 300 esinofilos/mm’; 90 g de
1gE total /100 mL, 50 U/L de CPK, 200,000 a 400, 000 plaquctas/mm3, 18
mm/h velocidad de sedimentacién globular (VES), 10,000/mm’ leucocitos, 250
U/L de DHL. Fueron elevados antes del tratamiento: asf, se detectd que el 42%
individuos sintomaticos presentaron leucositosis el 42%; el 100% de eosinofilia;
el 76% presentaron niveles elevados de IgE, del 100% los niveles elevados de
CPK y los niveles de plaquetas fueron disminuidos en todos los pacientes. La
velocidad de sedimentacion fue elevada en el 59% y el 29% presentd DHL
(Tabla 12).

Fmalmente en la semana 6 postinfeccion que correspondié a una semana
después de haber terminado el tratamiento la mayoria de los pacientes,
presentaban valores similares a los valores de referencia para cada uno de los
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datos clinicos. Excepto para los pacientes 2, 3 y 8, los cuales concluyeron el
tratamiento al termino de la semana 5 postinfeccion.

Ios pacientes sinfométicos presentaron un tiempo de incubacion de 9 a 25 dias
con un promedio de 16 dias, el tiempo de evolucion fue de 3 a 15 dias, con un
promedio de 8 dias.

Por lo que respecta al analisis de varianza de los signos, sintomas y pardmetros
clinicos de los pacientes sintomaticos con la respuesta de anticuerpos [gM ¢ IgG
en la tercera semana y al final del tratamiento, no se encontrd correlacion alguna
entre estos parametros

Fn cuanto a! tratamiento los pacientes recibieron diferentes medicamentos
antihelminticos entre los que destcan el mebendazol y tiabendazol, asi como
predmisolona usada solo en algunos pacientes.
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Figura 17. Determinacion por ELISA de anticuerpos séricos de la clase IgM dirigides contra el
extracto soluble total del estadio adulto de T, spiralis (EST- Ad) de individuos con trichinellosis
sintamaticos biopsia positiva (&), biopsia negativa () y asintomdticos (A). El ensayo de ELISA
s¢ realizé utihzando Spg/mL de EST-Ad, los sueros a la dilucidn 1 320 y ef conjugado de peroxidasa-
anti-Igh obtenida cn cabra a fa dilucién .20 000. X + 3o de la poblacion de indsvidueos con otras
parasitosis (- - ) % + 3a de Ia poblacion de individuos sanos {—)
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I'igura 18, Determinacién por ELISA de anticuerpos séricos de la clase IgG dirigidos contra el
extracto soluble total del estadio adulto de 7. spiralis (Est-Ad) por individues con trichinellosis
sintomé&tica hiopsia positiva (®, biopsia regativa { O) y asintomdtives (&). El ensayo de ELISA s¢
realizd utilizando Spg/mt de EST-Ad Los sucros a la dilucién £ 320 y el conjugado de peroxidasa-
anti-lgG obtenidad en cabra a la diueton 1:5000. X+ 30 de individuos con otras parasitosts { - - -), X+

3o de indivaduos aparentemente sanos (—)




A392 nm

3 5 7 1537587 38 7 1557

T 7 8 10 @

9
L
E 27 &0
g 1 1 A Lo
< ® o2
0 4 = = 2]
£77 158 T T 15 57 5 7 15 F 57T 18 5
3T 11 - 14 16 2 |C
254 12 e-»a-_q e"';
g 24+ * e E K
I . .
o 1.5 4 '
2 T
<« T -
0.5 + = o
g Attt
3 57 3 5 7 37
VL . —
25 5 6 13 15 D

A 492 nm
(=] —h
th na Ch o
N
#
)

-
-*

3 5 737 57 "3 5 7 1657 5 5 7 37 67
g -
17 18 22 E
g 2
f =
o~
o
o
..... o -
Y SEFOCISI VITTES WM LELIEE TEAELA-EE— v PR W
4 12 57 4 1z 57 4 12 &7

SEMAMNAS

L

Figura 19. Anilisis longifudinal de la respuesta de anticuerpos de las clases IgM (—) e IgG (~ ~)
dirigidos contra el EST-Ad en los individuos involucrados en el brote de trichinellosis. El cnsayo de
ELISA st llevo a cbo bajo las condiciones éptimas Pangl A, B y C, idividuos con trichincliosis
sintomatica biopsia positiva { @), Panel D, individuos con trichinellosis sintomatica biopsia negativa (O )
v Panel E, indnnduos asintomaticos (4).
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Figura 20. Andlisis estadistico de la respuesta de los anticuerpos de la clase IgM (A) e IgG (B)
dirigidos contra el estadio adulto de T. spiralis (EST-Ad) en los sueros de individuos con
trichinellosis sintematica biopsia positiva y negativa. Cada punto representa la media de los valores
de absorbancia de todos fos individuos analizados en cada sernana postinfeccion y la barra una
desviacion estandar
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TABLA 9. SENSIBILIDAD DE LOS ENSAYOS DE ELISA (TESTIGO

POSITIVO}.

PORGENTAJE DE DETECCION DE ANTICU
DIRIGIDOS CONTRA EL ESTADIO ADULTOD

ERPOS SERICOS DE LAS CLASES IgM E IgG
E T. spiralis TOMANDO EL VALOR DE CORTE

OBTENIDO DEL GRUPO DE INDIVIDUOS APARENTEMENTE SANOS.
IgM igG
SEMANA SINTOMATICOS | ASINTOMATICOS | SINTOMATICO ASINTOMATICOS
POST-INFECCION % % ws,, %

3 50 43.7

4 0 0

5 100 68.7

7 100 71.4

12 0 0

15 50 312

37 40 ) 80

57 20 0 26 0
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TABLA 12.- DATOS CLINICOS PRESENTADOS POR LOS

PACIENTES CON TRICHINELLOSIS EN LA TERCERA SEMANA

POSINFECCION.
PACIENTE Eosindfilos BM | IgE total | Plaquetas CPK
No {1 x 10°/mm®) ax10y | axt0¥mm®) (1x10*U/L)
4-8 2-39 05-2 23 <1.07] 12 <1 ] 47 1-39 <06
5
3 + + 1+ + +
6 + - + + +
9 + + + +
13 + -+ + +
20 + - + +
1 + + + | + + +
2 + + + + +
3 + + + + +
10 + + 1 + + +
1 + + + + +
12 + + | + + +
16 + + + + +
4 + + | + + +
5 + -+ + +
+ 1+ 1+ + +
14 + 1+ |+ + +
15 + | - |+ + ] +
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DISCUSION
El diagnéstico de la trichinellosis se basa en criterios clinicos, epidemiologicos y
en algunos casos por analisis parasitolgico (citado en Sahuzs y cob, 1999) - Cpngiderando
que no siempre se tiene resultados positivos en el diagndstico clinico y en el
diagnostico confirmativo, el diagnostico serolégico ha sido reconocido como un
método potencial para detectar la infeccion con un parésito determinado ain en
{a ausencia de sintomas clinicos distintivos o aislamiento del parésito (citado en: Chzpa
y oob. 1989 Aci el desarrollo de métodos sensibles y especificos para el
diagnéstico de esta parasitosis es relevante en nuestro pais.
En este estudio se planteé por vez primera la utilizacion de un extracto
antigénico proveniente del estadio adulto de 7. spiralis para analizar
jongitudinalmente 1a respuesta de anticuerpos séricos de las clases IgM e IgG, en
pacientes con trichinellosis por ensayos de ELISA. El porcentaje de deteccién de
pacientes con trichinellosis determinada en este trabajo para IgM fue de 43, 86,
93, 37, 40 y 16% y para IgG de 25, 64, 36, 25, 40 y 8.3% durante las semanas 3,
5,7, 15,37, y 57 postinfeccion, respectivamente.
1a mayor sensibilidad obtenida con ambas inmunoglobulinas, se detecté durante
las primeras semanas (3, 5 y 7), estos datos coincidieron con los reportados por
Salinas y col. (1993) quienes analizaron la respuesta longitudinal de anticuerpos
totales, dirigidos contra extractos totales de adulto (Ad), de larvas musculares
(LM) y de larvas recién nacidas (LRN) por ELISA, y encontraron a partir de la
tercera semana postinfeccion una sensibilidad del 43% para Ad y del 68% para
LRN, las cuales fueron mayores que al emplear como antigeno el extracto total
de LM (25%). Estos investigadores demostraron ademés que el porcentaje de
deteccion obtenido con el EST-Ad se incrementd considerablemente durante las
siguientes semanas (5 y 7). Dicha respuesta disminuye a partir de la semana 15
hasta finalizar el estudio ( 57 semanas postinfeccion), sin embargo el porcentaje
de deteccion obtenido con estos dos antigenos (Ad y LRN), fue mejorada por el
EST de LM a partir de la quinta semana (94%) y hasta la finalizacién del
estudio.
Knapen y col. (1982) reportaron que ¢sta sensibilidad es mejorada al detectar
inmunoglobulinas especificas empleando el antigeno de EST-LM, en ensayos de
ELISA, ya que durante las primeras semanas postinfeccion detectaron una
sensibilidad muy alta para IgG e IgM (100 y 86% respectivamente), en
comparacién con los resultados obtenidos en el presente trabajo al emplear EST-
Ad con estas mismas inmunoglobulinas.
Por otra parte, Pakpinol y col. (1992), han demostrado un mejor resultado al
utilizar antigenos de secrecion y excrecion (ES) de LM en ELISA, al obtener el
100% de deteccion con IgG, a partir del dia 57 postinfeccion (8 semanas) hasta

el dia 120 postinfeccion (17 semanas). Cabe mencionar que este antigeno tiene
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componentes especificos, y ademas mejora la sensibilidad de la técnica en
comparacion con nuestro antigeno (EST-Ad), sin embargo estos autores
encontraron que durante la tercera semana postinfeccion (23 dias) €l diagnostico
de esta parasitosis resulta negativo (0% de deteccion), en cambio en el presente
trabajo al emplear como antigeno el EST-Ad para la deteccion de IgG se logra
detectar a un 25 y 64% de los pacientes durante la tercera y quinta semana
postinfeccion, respectivamente.

En estudios similares utilizando el ELISA, Marakote y col. (1991) y Feldmeier y
col {1987 itado por Marakcke y ol. 19) analizaron la respuesta de anticuerpos de la clase
IgG e IgM especificos para el extracto somatico (S) de larva muscular y
demostraron que el mayor porcentaje de deteccion de pacientes con
trichinellosis fue de 85.7 y 100%, con ambas inmunoglobulinas durante los dias
46 a 63 (6 a 9) semanas postinfecci6n. Pero durante los primeros 22 a 28 dias (3
a 4 semanas) postinfeccion, ambos estudios coincidieron con una sensibilidad
baja. Con respecto a la respuesta de IgM Marakote y col. Solo detectaron el 25%
de los pacientes a los 23 dias (3-4 semanas), en cambio en nuestro trabajo se
obtuvo un mejor resultado al emplear como antigeno el EST-Ad, durante las
semanas 3 y 5 postinfeccion, alcanzando a detectar el 43 y 86 % de los
pacientes respectivamente, lo que nos sugiere que con el EST-Ad se detecta IgM
mas tempranamente que al emplear el antigeno S.

Por lo que respecta a la deteccion de anticuerpos de la clase IgG, dirigida hacia
el antigeno de la larva muscular los estudios de Morakote et al y Feldmeier et al.
Durante las primeras semanas postinfeccion resulté en un mayor porcentaje de
deteccién (>50%) que al utilizar EST-Ad. Morakote reporté un 68.7% de
deteccion a los 23 dias postinfeccion mientras que Feldmeier reporté solo al
61%. En cambio, al emplear EST-Ad nosotros detectamos al 25% de individuos
sintomaticos durante la tercera semana postinfeccion y el 64% durante la quinta
semana, este ultimo porcentaje de deteccion fue €l mas alto en todo el tiempo
que se efectud el andlisis.

En un estudio realizado por Alcantara y Méndez (1 996) en el que analizaron la
respuesta especifica de las subclases de TgG e 1gG total hacia los antigenos TsL-
1 (antigenos de superficie esticosomal de la LM), por ELISA en pacientes con
trichinellosis a lo largo de un afio de infeccion, reportaron que a la tercera
semana postinfeccion se detecta al 75% de los enfermos al determinar
anticuerpos de la subclase 12G3 y al 43% con IgG1, pero a partir de la semana 5
y hasta Ia finalizacién del estudio (semana 57) se detectaron en el 100% de los
casos todas las inmunoglobulinas antes mencionadas, por lo tanto, el diagnostico
de la trichineltosis se mejora cuando se utiliza antigenos purificados de LM en
comparacion con el EST-Ad.
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En cuanto a Ia reactividad cruzada de los anticuerpos de individuos con ofras
parasitosis, fa mds alta se observd en los pacientes infectados con Ascaris
Jumbricoides y Trichuris trichiura en la deteccion de ambas clases de
anticuerpos (IgM e IgG), estos sugiere que ambos nematodos comparten algunos
determinantes antigenicos con el estadio adulto de Trichinella spiralis ya que
pertenecen a la misma familia. Como la molécula de 94kDa que fue encontrada
en los tres estadios de 7. spiralis (larva muscular, larva recién nacida y el
adulto), por medio de inmunoelectrotransferenca (Westernblot) por Salinas y
col. (1993), quienes también sugirieron que esta molécula podria ser estadio
especifico y muy conservada. A este respecto, resulta interesante un estudio
efectuado por Bundy y col, en 1991, quienes observaron también el
reconocimiento de un grupo de proteinas de 17 a 146 kDa en el extracto total de
Trichiuris trichiura en pacientes con trichuriosis, que incluia un componente de
04 kDa, el cual tuvo reactivida cruzada con ofro componente del mismo peso
molecular presente en ¢l estadio adulto de Ascaris lumbricoides, en los
Productos de secrecién/excrecion de Toxocora canis y en la LM de T. spiralis
ciado e Salinasy col 1993) pretng estudios confirman la existencia de componentes que
ocasionan la reactividad cruzada observada y que se ha conservado
evolutivamente o através de su ciclo de vida en varias especies de nématodos
parasitos por lo que es probable que realicen una funcién biologica importante.
Por ofro lado, no se observamos correlacién entre los sintomas y parametros
clinicos de la trichinellosis con los niveles de anticuerpos (IgM e IgG)
detectados contra el EST-Ad de T, spiralis. Por lo que no se les puede asociar
con las alteraciones de los pardmetros clinicos ni con la sintomatologia
observada en los pacientes.
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CONCLUSIONES

1) Las condiciones Gptimas en nuestros ¢nsayos para ta deteccion de anticuerpos
de la clase IgM dirigidos contra el EST-Ad fueron, Spg/mL de antigeno,
utilizando ASB al 3% como bloqueador, la dilucién del suero empleada fue
1:320 y el conjugado 1:20 000 diluidos en leche al 3%. Y para la clase [gG la
concentracion de antigeno optima fue de Spg/mL, el bloqueador y diluyente del
suero y del conjugado empleado fue gelatina al 0.25% y las diluciones
empleadas fueron 1:320 y 1:5000.

2) La respuesta de anticuerpos especificos de clase 1gM e IgG dirigidos contra el
EST-Ad, son detectada a partir dc la semana 3 postinfeccién, incrementan a las
semanas 5 o 7 y posteriorments disminuyen hasta el termino del estudio (57
semanas postinfeccion).

3) Los porcentajes de deteccion de pacientes con trichinellosis mas altos
tomando como referencia el valor de corte de los individuos infectados con ofras
parasitosis, se lograron en la semana 5 y 7 con IgG (63%) e IgM (93%)
respectivamente.

4) Los anticuerpos de clase IgG e IgM no permitieron diferenciar entre la fase
aguda y la cronica de la trichineltosis

5) Los valores mas altos de reactividad cruzada se observaron con individuos
infectados con Ascaris lumbricoides y Trichiura trichiuris.

6) No existe correlacion entre los sintomas, parametros clinicos y los niveles de

anticuerpos de las clases [gM e IgG durante la tercera semana dirigidos contra el
adulto de Trichinella spiralis.
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RESUMEN
El nematodo trichinella spiralis es considerada una especie cosmopolita, debido
a st capacidad para infectar animales silvestres y animales domésticos, ademas
de humanos. A diferencia de otros parasitos su ciclo de vida transcurre en un
s6lo huésped, presentando asi dos fases; la fase enteral y la fase parenteral.
Debido a la complejidad antigenica que presenta este parasito durante sus
estadios y la falta de control en cuanto al indice de frecuencia en los paises se¢
han desarrollado varios métodos serologicos utilizando diferentes preparaciones
antigénicas, sin embargo la especificidad y sensibilidad varia entre cada método
y no ha permitido ain el establecimiento de métodos serologicos utiles en
estudios epidemioldgicos
Generalmente estos métodos emplean antigenos totales y purificados del estadio
de larva muscular, se ha observado que la mayor sensibilidad se obtiene a partir
de la semana 5 postinfeccion, al detectar anticuerpos clase o subclase
especificos.
Por lo que evalto la utilizacion del antigeno del estadio adulto de trichinella
spiralis en el ensayo inmunoenzimatico (ELISA previamente estandarizado)
detectando anticuerpos especificos de clase IgM e IgG en individuos infectados
con trichinellosis. El brote de trichinellosis fue estudiado a diferentes tiempos
después de 1a infeccion en el transcurso de un afio.
Las condiciones optimas en el ELISA para Ia clase IgM dirigidos contra el EST-
Ad fueron, Sug/mL de antigeno, utilizando ASB al 3% como bloqueador, la
diluciones 1:320 del suero y 1:20 000 conjugado ambos en leche al 3%. Y para
la clase IgG la misma concentracidn, gelatina al 0.25% como bloqueador y
diluyente del suero y de! conjugado empleando las diluciones 1:320 y 1:5000
respectivamente.
Los resultados mostraron que la respuesta de anticuerpos especificos de clase
IgM e IgG dirigidos contra el EST-Ad, son detectados a partir de la semana 3
postinfeccion, incrementando a las semanas 5y 7, posteriormente se observan
disminuidos hasta el termino del estudio.
La determinacion de IgM presentd la sensibilidad mas alta, ya que permitié la
deteccion del 83 y 93% de los pacientes durante las semana 5y 7 postinfeccion
respectivamente. Por otra parte la IgG solo se detecto al 63% de los pacientes en
la semana 5 postinfeccion. Estos anticuerpos de clase IgG e [gM no permitieron
diferenciar entre la fase aguda y Ja cronica de la trichineltosis.
La deteccion de anticuerpos 1gM utilizando el EST-Ad mejora el diagndstico
temprano de la trichinellosis humana dado por otros métodos que utilizan
diferentes preparaciones antigénicas obtenidas a partir del estadio adulto de 7.
spiralis, en cambio la deteccion de 1gG contra dicho antigeno no resulta util para
el diagnostico de esta parasitosis.
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Fn estos ensayos no se encontrd correlacion entre los sintomas, parametros
clinicos y los niveles de anticuerpos de clase especifica IgM ¢ IgG dirigidos
contra el EST-Ad de Trichinella spiralis por lo que la comparacion de los
resultados obtenidos con el analisis de los niveles de anticuerpos carece de
prondstico.

Con tespecto ha este nuevo método de diagnostico, podemos concluir que la
preparacién antigenica del Est-Ad es mas util para el diagnostico temprano de
ja trichinellosis humanas, en comparacion con otras técnicas donde emplean
diferentes preparaciones antigenicas; sin embargo debido a los bajos niveles
alcanzados con ambas inmunoglobulinas en este estudio durante la tercera y
quinta semana postinfeccion, que es cuando se podria realizar un buen
tratamiento con antihelmintes evitando asi el desarrolio del parasito, esta
prueba resultaria negativa para aquellas personas con una baja infeccion 6 con
una respuesta inmunologica baja.
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