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RESUMEN

Debido a la importancia zoonoética de algunas enfermedades parasitarias, el principal esfuerzo en muchos paises es el
control y eliminacion de estos de la cadena alimentaria (Naquira, 2010). La Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), se han centrado inicialmente
en los diez parasitos transmitidos por los alimentos con mayor impacto a nivel mundial FAO, 2016, dentro de ellos es
de suma importancia el impacto de Trichinella spiralis (T. spiralis). Los tratamientos para parasitosis no son altamente
efectivos, por lo cual es importante plantearse como objetivo analizar la técnica de inmunoflorescencia en diferentes
investigaciones como un adecuado diagnostico para la Trichinellosis. Se evaluaron diferentes investigaciones propias
y de otros autores para determinar si es adecuado el uso de esta técnica. Pudimos observar es sensible a la deteccion
de anticuerpos de clase IgA, IgG e IgM en el diagnéstico de Trichinella spiralis, ademas que es gran utilidad para la
deteccion a lo largo de la enfermedad y permite la evaluacién de la cinética de inmunoglobulinas en la aplicacion de
inmundgenos.
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ABSTRACT

Due to the zoonotic importance of some parasitic diseases, the main effort in many countries is the control and
elimination of these from the food chain (Naquira, 2010). The Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAQO) and the World Health Organization (WHO), have initially focused on the ten foodborne parasites with
the greatest impact worldwide, FAO, (2016), Within them the impact of Trichinella spiralis (T. spiralis) is of utmost
importance. Treatments for parasitosis are not highly effective, so it is important to consider the objective of analyzing
the immunoflorescence technique in different investigations as an adequate diagnosis for Trichinellosis. Different own
investigations and those of other authors were evaluated to determine if the use of this technique is appropriate. We
were able to observe that it is sensitive to the detection of class IgA, 1gG and IgM antibodies in the diagnosis of
Trichinella spiralis, and that it is highly useful for detection throughout the disease and allows the evaluation of
immunoglobulin kinetics in the application of immunogens.
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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han influido considerablemente en el curso de la historia del hombre y, segln
todos los indicios, seguiran haciéndolo a escala planetaria (Fuentes et al, (2006)). Las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) constituyen un problema sanitario y econémico de relevancia mundial.
Millones de personas enferman y muchas mueren por consumir alimentos insalubres (Ruiz et al., (2017).
Los alimentos, el agua, el suelo y los fomites contaminados con heces son una de las principales vias de
transmision de parasitos al hombre (Petetta y Robles, 2012). Las complejidades de la epidemiologiay ciclo
vital de cada parasito juegan un rol fundamental en la identificacion, prevencion y control de los riesgos
asociados con las enfermedades parasitarias transmitidas por alimentos (FAO/WHO, 2018).

Las enfermedades infecciosas causadas por parasitos transmitidos por los alimentos no recibieron el mismo
nivel de atencion de los riesgos bioldgicos y quimicos transmitidos por los alimentos. Sin embargo, estas
causan una gran carga de enfermedades en los humanos, pueden tener resultados prolongados, severos y a
veces fatales, y conlleva una considerable dificultad en materia de seguridad alimentaria, seguridad, calidad
de la vida e impactos negativos en los medios de vida (FAO/WHO, 2018). En cada parasito el diagnostico
a realizar ahora en lo que se refiere al diagnéstico inmunoldgico la Organizacion Mundial de la Salud ha
hecho énfasis en la necesidad de profundizar los estudios para lograr una estandarizacion del diagndstico
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seguro y precoz de las infecciones parasitarias. La alta movilidad existente en las sociedades desarrolladas,
los patrones de inmigracién cambiantes, la alta morbilidad y mortalidad de algunas infecciones parasitarias
deben considerarse a la hora de evaluar los métodos diagndsticos, sobre todo en &mbitos geograficos de alta
prevalencia (Urdaneta, 2007).

La Trichinella spiralis, como todas las especies de Trichinella, tiene un ciclo vital especial en cuanto a que
carece de una etapa de transmision ambiental. Por lo tanto, todos los casos se deben a la ingesta de carne
gue contiene la larva enquistada. Los tipos de carne que suelen asociarse con la T. spiralis incluyen cerdo,
equino y animales de caza. A nivel mundial, se informaron 65.818 infecciones en humanos entre 1986 y
2009, la mayoria de las cuales correspondieron a pacientes hospitalizados en Rumania, donde se reportaron
42 fallecimientos por esta causa. No obstante, puede haber un aumento en la exposicion debido a nuevas
tendencias en la conducta de humanos, por ejemplo, el consumo de carne de equino cruda, carne de perro,
jabalies silvestres y otras carnes de animales de la selva, asi como la practica de criar animales en libertad
(los animales infectados son asintomaticos) (FAO/WHO, 2018).

La Trichinellosis es una enfermedad cosmopolita parasitaria y zoonotica que afecta a mamiferos silvestres
y domeésticos, se transmite de modo accidental por la ingestion de de carne o productos carnicos
insuficientemente cocidos procedente de animales infectados (lllic et al., (2012), Gu et al., (2013), Bruschi
y Dupouy-Camet, 2014, Chu et al., (2014), Cui et al., (2014), Wang et al., (2014), Wei et al., (2015),
identificada en Estados Unidos, Europa, Asia y paises de Sudameérica, principalmente. Chile y Argentina,
La fuente de infeccién habitual es el cerdo doméstico; sin embargo, en paises europeos han reportado brotes
epidémicos de caballo y jabali, en paises asiaticos se han identificado casos debido a la ingesta de carne de
perro (Chavez, 2015).

La vigilancia de las enfermedades parasitarias se dificulta debido a la, por lo general, larga duracion de los
periodos de incubacion, su naturaleza subclinica y las secuelas crénicas y no reconocidas. El contagio de
enfermedades parasiticas transmitidas por alimentos se intensifica por cambios en la conducta humana,
factores demograficos, medioambientales, climaticos, uso de suelo y comerciales, entre otras causas.
(Broglia 'y Kapel, 2011).

El ciclo vital de T. spiralis, presenta 3 estadios: el estadio de larvas infectasteis (L1), adultos (macho y
hembra) y larvas recién nacidas (LRN) Moreno et al., (2009).

Los principales farmacos utilizados para tratar la parasitosis son los benzimidazoles, y actualmente se estan
buscando alternativas como los inmundgenos, principalmente el de 45kDa de T. spiralis para inducir una
respuesta inmune protectora, asi como para el digndstico precoz de Trichinellosis, al igual que el antigeno
soluble total (AST) ya que es dificil porque sus manifestaciones clinicas son comunes con otras
enfermedades en su mayoria gastroenteritis (Chavez et al., (2016)).

MATERIAL Y METODOS

Se compararan diferentes estudios realizados con la técnica de inmunoflorescencia con la realizada en el
presente articulo en el que. e utilizaron 42 murinos (ratas) hembras de la cepa Long Evans de
aproximadamente 2 meses y medio de edad, 6 para la elaboracion del inmundgeno de 45kDa de T. spiralis
y 5 para cada uno de los grupos controles sanos e infectados y grupos experimentales: control sano (CS): al
cual no se le dio ningun tratamiento, seis semanas después se sacrificaron, control infectado (Cl): los
murinos de dos meses y medios, se infectaron con 500 LI de T. spiralis y se sacrificaron a las 6 semanas, el
tercer grupo, se inmunizé a 5 murinos de dos meses y medio por el método parenteral con el inmundgeno
de 45kDa de T. spiralis a los 0 (via muscular), 7 (via subcutanea), 14 (via muscular) y 21 (via peritoneal)
dias, a la 4 semana se retaron con 500 LI de T. spiralis y se sacrificaron a las 6 semanas, el cuarto grupo, se
infectaron 5 murinos con aproximadamente 500 LI, después de 4 semanas postinfeccion se aplico por el
método parenteral el inmundgeno de 45kDa de T. spiralis a los 0 (via muscular), 7 (via subcuténea), 14 (via
muscular) y 21 (via peritoneal) dias y se sacrificaron a las 6 semanas, el quinto grupo, se inmunizaron a 5
murinos por via sublingual con el inmundgeno de 45kDa de T. spiralis a los 0, 7, 14 y 21 dias, a las 4
semanas se retaron con 500 LI de T. spiralis y se sacrificaron a las 6 semanas, el sexto grupo, se infectaron
5 murinos con aproximadamente 500 LI, después de 4 semanas postinfeccion se aplico via sublingual el
inmundgeno de 45kDa de T. spiralis a los 0, 7, 14 y 21 dias y se sacrificaron a las 6 semanas. Para la
inmunizacion se tomé como dia cero la cuarta semana de post infeccion.

A cada uno de los murinos se le realizaron 5 sangrados (preinfeccion o preinmunizacion y antemortem), por
medio de seno venoso orbital con tubo capilar por presion con un volumen medio de 0.1-0.5 ml al animal
anestesiado en camara de gas con halotano (C:HBrCIF3) los primeros 2 sangrados y por puncion cardiaca
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con un volumen mayor a 0.5 ml con animal anestesiado antes del sacrificio, obteniendo suero sanguineo
para realizar técnica de inmunoflorescencia. Los modelos animales utilizados para el trabajo experimental
fueron manejados y sacrificados bajo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana (NOM) NOM-062-
Z00-1999 que contempla las especificaciones técnicas para la reproduccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio.

Del masculo infectado con LI de T. spiralis se obtuvo el Antigeno soluble total (AST) al cual se le realizé
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE), reducido en condiciones del 10% geles de
poliacrilamida. En la porcion del gel que contenia el triplete caracteristico de 42, 43 y 45 kDa se separ6
realizando por elucion, con solucién de Tris 10mM, a un pH de 8.13, adicionandole inhibidores de proteasa,
posteriormente se homogenizo mediante centrifugacion a 12,100 x gravedades a 4° C durante 30 min. La
proteina que se obtuvo del sobrenadante, se le realiz6 la determinacién de concentracién de proteina por el
método de Bradford. Posteriormente se filtr6 mediante las membranas que permitié el paso del péptido de
45 kDa, el sobre nadante se tomé para ser analizado por el SDS-EPPA reducido a 10%, en el gel para
confirmar la presencia de este inmundgeno. Posteriormente estas fracciones se utilizaron como inmundgeno
(Chapa et al., 1992; Chavez, 2013). Se obtuvo secuenciacion de la proteina por medio de una base de datos
general del software ProteinLinx Global Server (PLGS), para después hacerlo con un método de proceso
donde se uso la base de datos especifica de T. spiralis, esta fue obtenida de la Universal Uniprot-SwissProt
donde se afirmé que los péptidos identificados tienen mas del 95% de confiabilidad y masas exactas
menores a 10ppm (Chavez, 2013). Se utilizaron muestras de 30g de tejido (masetero, lengua, intercostal,
diafragma y pierna), se incubaron a 37°C, en un tamiz de tul en forma de saco, suspendido en una solucién
al 0.3% de pepsina (10,000 U) y HCl al 37% (0.2 M) en 500 ml de agua destilada, dentro de un embudo de
separacion, se esperd 24 horas para separar el paquete larvario con las LI, que se depositaran en el fondo de
cada embudo y se observaron en una camara de newbawer al microscopio Optico con lente 10X y se
cuantifico el nimero de LI (Del Rio and Herrera, 1986; Garcia et al., 2012; Lia et al., 2014). Se realiz6 a
todos los grupos experimentales determinacion de caracteristicas de célula nodriza. Por medio de la técnica
de inmunofluorescencia se detectan complejos antigeno-anticuerpo usando anticuerpos anti-
inmunoglobulina rata marcados con colorantes fluorescentes como el isotiocianato de fluoresceina. Estas
sustancias al ser excitadas con luz de longitud de onda del rango ultravioleta 190-380nm, emiten luz visible
que se observa como fluorescente en un microscopio de fluorescencia. Esta técnica es de sensible
determinacion de Inmunoglobulinas del tipo 1gG, IgA e IgM, que nos permite definir la localizacion en la
LI de T. spiralis. La técnica se implemento en fase liquida, en un ependorf se colocaron 15ul de LI de T.
spiralis obtenidas por digestion artificial, lavadas anteriormente en una solucién de PBS-Twen al 5%, con
1000ul de PBS, se realizan tres lavados por 5 minutos, se extraen 900ul de PBS en el Gltimo lavado y se
incuba por 45min con 20pl del primer anticuerpo (suero problema), se hacen tres lavados mas por 5 minutos
con PBS y se incuba 45min mas con 40ul del segundo anticuerpo (anti 1gG, IgA e IgM) en una dilucién de
1-1000, se hacen tres lavados, se colocd en un portaobjetos aproximadamente 1ul, se cubrié con
portaobjetos y se examind en el microscopio de fluorescencia. Si la reaccion es positiva, se producira la
formacion del complejo antigeno-anticuerpo (Venturiello et al., 1998).

RESULTADOS

Cruz et al., (2018) menciona que la inmunofluorescencia indirecta es una técnica de alta sensibilidad, la
desventaja de este método es que es operador dependiente y la confiabilidad de los resultados esta
directamente relacionada con la experiencia del observador, mientras que Fossaroli y Mortola, 2019
mencionan ventajas de esta técnica se encuentran su alta sensibilidad, rapidez y relativo bajo costo y
concluye igual que la importancia del técnico es de suma importancia y posee menos especificidad que otras
técnicas serologicas con lo son el ELISA y Western Blot. Algunos investigadores como llic et al., (2014)
aseguran que es la IFI es un método seguro para el diagnéstico de trichinellosis en una etapa temprana de
la infeccion en humanos. Se reportaron positivos el 85% de los sueros analizados por IFI entre 20-30 dias
posinfeccion y el 100% entre los dias 30-60 posinfeccion, y determinaron un retraso en deteccion de
positivos al ser evaluados los mismos sueros por ELISA. Lo que sugiere una mayor sensibilidad de la técnica
de IFI. Ademas, por IFI, registraron que pueden obtenerse resultados positivos a partir de muestras de
equinos infectados hasta 32 semanas post infeccion.

Cui et al., (2019) estudiaron una campesina B recombinante para tratar de inhibir el desarrollo de T.
Espirales, reduciendo la fecundidad y la carga de gusanoo, | resultado de IFI revelé que la tincion de
fluorescencia se detect6 en las cuatro etapas del ciclo de vida (ML, IL1, 3 dias de adulto femenino y
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embriones) por anticuerpos anti-rTsCB. La fluorescencia se distribuy6 en la cuticula y el esticosoma del
nematodo y en los embriones dentro del dtero femenino (Fig. 1). No se observo tincidn de fluorescencia
con suero preinmune.

Fig. 1. Ubicacidon de TsCB de diferentes etapas del ciclo de vida
de T. spiralis por IFI usando anticuerpo anti-rTsCB. Se detectd
tincion de fluorescencia verde en la cuticula y el esticosoma de
las larvas musculares (a) y las larvas I1L1 (b), hembras de 3 dias
y embriones (c). La larva muscular incubada por suero de
infeccion se utilizé como control positivo (d). Las larvas
musculares incubadas con sueros preinmunes (e) y PBS (f) se
usaron como controles negativos (Cui et al., (2019)).

Ren et al., (2019), en su estudio donde caracterizaron molecularemente una proteina de 31 kDa de
Trichinella spiralis para observar su proteccion inmune inducida en ratones BALB / ¢ encontraron que por
la técnica de IFI, se observo en diferentes etapas (ML, IL1, mujeres y hombres a 3 ppp) mediante el uso de
suero anti-rTs31. La inmunotincion se localizé en la cuticula, el esticosoma de ML, IL1, 3 ppp macho y
embriones de 3 ppp hembra (Fig. 2). No se observo tincion de fluorescencia en ML incubada con suero
preinmune.

%, stichosomely
L7 g

Fig. 2. Localizacion de tejido de Ts31 en varias etapas de T. ! i

spiralis por IFT usando suero anti-rTs31. La inmunotincion se )
distribuye en el esticosoma de ML (a) e IL1 (b), cuticula de 3
ppp macho (¢) y embriones de 3 ppp hembra (d). EI ML
incubado con suero de infeccién se us6 como control positivo
(e), y el ML incubado con suero preinmune como controles
negativos (f). Barras de escala: 100 um

L

Jiang et al., 2019, en el estudio caracterizacién molecular de una enolasa T. spiralis y la interaccién de esta
con el plasmindgeno del huésped encontraron por medio de la técnica de IFI en gusanos de T. spiralis
detectados por suero anti-rTSENO, que se observé una tincién de inmunofluorescencia verde brillante en
las epicuticulas de T. spiralis en todas las etapas del ciclo de vida. Hubo una tincion de fluorescencia
brillante en las cuticulas de Larvas musculares y LRN, tal como sondeé con suero anti-rTSENO, mientras
que no se detect6 tincion en las cuticulas de Larvas musculares incubadas con suero de raton normal y PBS

(Fig. 3).

Fig. 3. Inmunolocalizacién de TSENO en diferentes etapas del desarrollo
de T. spiralis. A — F IFA con gusanos intactos detectados por el suero
anti-rTsENO. Hubo tincion de fluorescencia brillante en las cuticulas de
larvas musculares (A), 6 h Post infeccion (PI) (B), 24 h PI (C), 3 dias
PI
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Sin embargo en nuestro estudio, los sueros de murinos obtenidos en los diferentes tiempos de las
inmunizaciones y grupos fueron analizados por medio de inmuno ourescencia indirecta en microcopio
confocal con anticuerpos monoclonales IgA, IgM, IgG y policlonal (IgA, IgM, e IgG), donde se pudo
observar la interaccion de los anticuerpos presentes, en base a los controles negativos y positivos, y como
se ha llevado a cabo en cortes histolégicos por otros autores, los sueros que marcaban una uorescencia en
la cuticula y esticosoma son determinados como positivos y en los que no habia uorescencia o solo se
presentaba en el esticosito se clasi caron como negativas (Fig. 4).

Resultado inmunoflourescencia indirecta

11F 3 Grupo Fig. 4. Resultados de inmuno ourescencias

I 4 == indirectas de los grupos experimentales.
09l ; : ] :'" g Realizada en el programa stargraphics
o i / ] -4 centurion por medio de analisis de varianza,
:; 07k be : i == g donde en el eje de las x (inmunoglobulinas)
& f o ] es 1 (IgA), 2 (IgM), 3 (1gG) y 4 (Policlonal),
05l .,\/ ] donde nos muestra que la técnica de inmuno
I / ] uoresecencia indirecta es especi ca y
03k A ] sensible a la detecciéon de anticuerpos de
1 2 3 4 clase IgA, 1gG e IgM en el diagndstico de T.

Inmunoglobulinas spiralis.

Como se puede observar en la Figura 5, no se presenta fluorescencia en ninguna de las muestras con ningin
anticuerpo (G1A, G1M, G1G y G1P), con respecto al control infectado, mientras que el control infectado a
las 24 h postinfeccion solo se identificé por medio de IgM (G224hM), a partir de los 15 dias postinfeccion
la 1I9gG y con el anticuerpo policlonal dieron positivos por inmunofluorescencia y se mantuvo a los 28 dias
y las seis semanas, mientras que por el anticuerpo IgA no se presenté interaccion antigeno-anticuerpo.

En el grupo tres (inmunizado via parenteral y retado con 500 LI), por medio del anticuerpo policlonal (IgA,
IgG e IgM) se identificd desde la primera inmunizacion, el anticuerpo IgA durante la primera y segunda
inmunizacion descendiendo en la tercera y cuarta inmunizacién y volviéndose a presentar al momento del
reto, mientras que la IgM hizo interaccidn a partir de la segunda inmunizacion presentandose hasta el reto,
con el anticuerpo IgG este al igual como se menciona en la literatura present6 positividad hasta la tercera
inmunizacion manteniéndose hasta el reto.

Los sueros analizados del grupo 4, fueron principalmente positivos desde la primera inmunizacién hasta el
sacrificio, con cada una de las inmunoglobulinas, con excepcion de la 1ra inmunizacion después de la
infeccion con la inmunoglubilina IgA, manteniéndose la respuesta inmunitaria después de la infeccion
debido a la estimulacién de las inmunizaciones subsecuentes (Fig. 4 y 5).

A diferencia con la inmunizacién parenteral, en la sublingual se pudo observar la interaccion con la IgA,
desde la tercera inmunizacion manteniéndose hasta el reto, por lo cual ocurre la estimulacidn de la respuesta
inmune humoral a nivel de mucosas y permite que el parasito adulto que se encuentra en estdbmago (etapa
entérica), pueda ser eliminado con mayor éxito, al analizarse con IgM se observd en inmunizacion
sublingual una interaccion en la cuarta inmunizacion, mientras que en la parenteral desde la tercera, las
muestras analizadas con IgG y policlonal se presentan igual tanto por via sublingual como en la parenteral
(Fig. 4vy).

A diferencia del grupo cuatro (infeccion e inmunizacion parenteral), en el grupo seis (infeccion
inmunizacion sublingual) no se identificd la interaccion antigeno anticuerpo con IgA en la primera
inmunizacion, siguiendo el mismo patron con IgM, IgG y policlonal en los diferentes tiempos de
inmunizacion (Fig. 4 y 7), dando positivos en cada uno.

Se realizé un analisis de varianza de los datos obtenidos con el programa Stargraphics Centurion. En el
ANOVA simple teniendo como variable dependiente larvas y como factor, los grupos de tratamiento se
realizaron 180 observaciones, presentando un p<0.05 mostrando que es estadisticamente significativo, con
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un nivel de confianza del 95 %, mostrando que el diagnostico con inmunoflourescencia para T. spiralis es
altamente significativo y puede utilizarse como diferencial de otros tipos de parasitosis.

Figura 5. Inmunofluorescencia en sueros de
grupo 1, grupo 2 y grupo 3. G1(Grupo 1,
control sano), G2 (Grupo 2, control
infectado), G3 (Grupo 3, inmunizado via
parenteral e infectado), 24h (24 horas PI),
15d (15 dias PI), 28d (20 dias PI), 6s (6
semanas PI), A (IgA), M (IgM), G (IgG), P
(Policlonal: IgA, IgM, 1gG).

DISCUSION

La inmunoterapia activa para combatir
la Trichinellosis se ha utilizado a traves
del tiempo con gran éxito. Chévez et
al., 2016 (utilizé antigeno soluble total
para modificar el implante de LI
enquistadas de T. spiralis en masculo
estriado de cerdo, obteniendo como
resultado que los animales que
recibieron inmunoterapia subieron de
peso 10 kg como promedio, su pelo se
hizo brillante y menos erizo, en la
compresién inicial, al observarla al
microscopio de luz, se encontraron LI
de T. spiralis calcificadas. Posterior a la
inmunoterapia, hubo un aumento de
vascularizacion, aumento de acimulos
de grasa, aumento de
polimorfonucleares y disminucion del
ndmero de LI calcificadas, lo cual llevo
a utilizar otro modelo experimental,
Moreno, 2000 realiz6 un estudi6é donde
se utilizaron antigenos solubles totales
de T. spiralis en rata, lo que permitié
una reduccién en la carga parasitaria y
dafio a la célula nodriza y la larva
infectante, concordando con Laredo et
al., 2012, que inmunizaron ratas Long Evans con AST de T. spiralis y sacri cadas a diferentes tiempos,
encontrando una disminucion en la carga parasitaria, mostrando un efecto protector contra la parasitosis,
observandose la perdida de espiral y modi ficacion del quiste del parésito, debido a los resultados obtenidos
en estos dos modelos y detectandose tanto en los grupos experimentales como en los controles infectados,
un triplete caracteristico de T. spiralis, Maldonado et al. (2007), utilizaron Ag de T. spiralis de 45 kDa en
rata, con lo que pudo obtener una disminucion en la carga parasitaria, inhibicion en la implantacion del
paréasito, y dafio a la célula nodriza, lo cual condujo a probar el antigeno inmunoprotector por dos diferentes
vias: la parenteral y la sublingual, encontrando una disminucién del 50 % en la sublingual con respecto al
ontrol infectado, Bautista (2004), realiz6 un experimento donde se aplicd Ag de T. spiralis con Lactobacillus
casei en raton BALBI/c, para lograr la proteccion contra la infeccion y la disminucién de carga parasitaria.
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Figura 6. Inmunofluorescencia
indirecta en sueros de grupo 5. G5
(Grupo 5, inmunizado via
sublingual e infectado), 1
(primera  inmunizacion), 2
(segunda  inmunizacion), 3
(tercera inmunizacion), 4 (cuarta
inmunizacion), S (sacri cio), A
(1gA), M (IgM), G (1gG).

Dea  (2006), logr6 la
disminucién de la carga
parasitaria por medio de la
utilizaciéon de Ag TSL1 en
copolimeros de ratbn vy
Gamble (1985), utilizd Ag
purificados con Ac
monoclonales de raton, con lo
gue pudo observar una
disminucion en la cantidad de
parasitos intestinales, menos
fecundacion de la hembra
adulta 'y menos carga
parasitaria. Chavez (2013)
comparé el AST de T. spiralis
con el inmundgeno de 45kDa
observando una mejor
respuesta inmunélogica con el
inmundgeno, por lo cual en el
presente estudio se opto por
utilizarlo por diferentes vias de
inmunizacién para evaluar la presencia de IgA, IgM e IgG anti-T. spiralis a diferentes tiempos de
inmunizacion.

Wei et al. (2011) presentaron un antigeno protector que induce inmunidad parcial contra la infeccion por T.
spiralis en ratones BALB/c, mientras tanto Cui et al. (2014) caracterizaron 12 Ac monoclonales, de los
cuales diez reconocieron por medio de Western blot bandas entre 19,3-119,8 kDa (principalmente 28,7-68,4
kDa), con la generacion y caracterizacion de estos, proporcionan bases para el desarrollo de técnicas de
diagnostico serolégico especificas para trichinellosis, Yang et al. (2014) purificaron y evaluaron una
proteina recombinante TsDAF-21 como potencial antigeno por Western blot el cual fue reconocido en suero
de ratones a los 14, 21 y 28 dias PI no asi en la etapa temprana de la infeccion (siete dias). Wei et al. (2015)
clonaron e identificaron un gen Tspst en un sistema de expresion de E. coli, que codifica una proteina de 29
kDa la cual tiene una buena inmunogenicidad en ratones y se puede utilizar como un inmundégeno para
producir anticuerpos. llic et al. (2014) consideran que la prueba estandar de oro por serologia para el
diagndstico de Trichinella es Western blot para distinguir los antigenos de reaccién cruzada diferencia de
técnicas comunmente utilizadas como lo son inmunofluorescencia indirecta y ELISA. La técnica de
Western blot ha sido utilizada de forma industrial para el diagnostico de T. spiralis, Yera et al. (2013)
utilizaron la técnica para evitar reacciones cruzadas observadas con inmunofluorescencia indirecta y
ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas, utilizaron antigenos de extractos crudos de T. spiralis para
analizar 60 sueros de pacientes con T. spiralis, 11 sueros de pacientes sanos y 51 sueros de pacientes con
otras enfermedades parasitarias (cisticercosis, esquistosomiasis, strongyloidosis, fascioliasis, toxocariasis,
amebiasis higado, anisakiasis, lariasis, la toxoplasmosis, la hidatidosis, malaria), bandas de 43, 44 y 64 se
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encontraron en 51 sueros con T. spiralis
y cuatro de nueve sueros de pacientes
en etapas tempranas de la enfermedad.

GomM Figura 7. Inmunofuorescencia indirecta en
sueros de grupo 6. G6 (Grupo 6, infectado
e inmunizado via sublingual), 1 (primera
inmunizacion), 2 (segunda inmunizacion),
3 (tercera inmunizacién), 4 (cuarta
inmunizacion), s (sacrificio), A (IgA), M
(IgM), G (IgG), P (Policlonal: IgA, IgM,
1gG).

En el estudio realizado en el
Laboratorio Nacional de Referencia de
Serbia para la deteccion de
Trichinellosis en sueros de diferentes
hospederos (humano, caballo, cerdo y
perro) por la técnica de western blot, se
pudo apreciar la presencia de una triada
de bandas con masas moleculares de
45, 49 y 53 kDa, esta misma triada
reconocida por un  anticuerpo
monoclonal especifico 7C2C5 (llic et
al., 2014) e identificada en nuestro
estudio en los sueros controles a partir de los 21d Pl hasta las seis semanas, en los grupos 3y 5 al reto con
LIy en los grupos 4y 6 desde la infeccion y durante las cuatro inmunizaciones con la proteina de 45kDa y
la inmunoflourescencia con el anticuerpo policlonal (IgA, IgM e IgG) al igual que con el anticuerpo de 1gG.
Radovic et al. (2012) realizaron transferencias por western de antigenos de ES de T. spiralis para determinar
qué componentes parasitarios fueron responsables de la reactividad cruzada observada por IFI, de sueros
con autoanticuerpos y sueros infectados con T. spiralis, para determinar que antigenos podian estar
conservados evolutivamente en el parasito y en hospedero, se pudo observar que el suero positivo control,
que contenia anticuerpos especificos anti-Trichinella reconocia bandas de 45, 49 y 53 kDa (la triada-
Trichinella especifica) que contiene el epitopo inmunodominante para la etapa de larvas musculares del
género Trichinella, mientras que el realizado en suero con autoanticuerpos reacciono con uno o dos de las
bandas en esta triada, por lo cual el patrén de bandas observado en transferencias de Western blot realizadas
con los sueros que contienen autoanticuerpos diferia del patrén obtenido usando los sueros positivos de T.
spiralis.

En inmunizaciones con AST de T. spiralis se detectd por medio de western Blot el 60 % de sueros
inmunizados y posteriormente se reto con LI de T. spiralis los cuales fueron todos positivos, al igual que en
nuestro trabajo por medio del western blot con el anticuerpo policlonal (IgA, IgM e 1gG), (Moreno et al.,
2012).

G64M G64G

CONCLUSION

La técnica de inmunofluorescencia es sensible a la deteccion de anticuerpos de clase IgA, IgG e
IgM en el diagnostico de Trichinella spiralis, ademas que es gran utilidad para la deteccion a lo
largo de la enfermedad y permite la evaluacion de la cinética de inmunoglobulinas en la aplicacion
de inmundgenos.
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