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RESUMEN

La trichinellosis es una enfermedad parasitaria zoondtica y cosmopolita, se debe al consumo de carne deficientemente cocida,
principalmente proveniente del cerdo, diversos estudios avalan la eficacia de la administracién de inmunoterapia. Se ha caracterizado
un antigeno inmunodominante de 45 kDa y se plantea como objetivo evaluar la presencia de anticuerpos IgA, IgM e I1gG anti-Trichinella
spiralis a 1o largo de la infeccién, asi como el comportamiento en la administracion de la inmunizacién de 45 kDa de Trichinella spiralis
(T spiralis) administrado por via sublingual y via parenteral. Se utilizaron 36 murinos (Long Evans), seis para la infeccién y purificacién
del antigeno de 45 kDa, 30 para formar los grupos de trabajo, control sano (cinco murinos), control infectado (cinco murinos), y
20 para los grupos experimentales, se inmunizaron dos grupos con cuatro dosis (0, 7, 14y 21 dias) del inmundgeno de 45 KDa de T.
spiralis, uno por via sublingual y otro por via parenteral y se retaron con 500 larvas infectantes (LI) de T. spiralis siete dias después de
la ultima inmunizacién y dos grupos mas se infectaron con 500 LI y se inmunizaron a las cuatro semanas postinfeccién por ambas
vias. La respuesta se evalué por inmunofluorescencia indirecta (IFl) por microscopia confocal para determinar la respuesta humoral
con anticuerpos de clase IgG, IgM e IgA.

Palabras clave: diagnéstico, inmunologfa, parasitologfa.

ABSTRACT

Trichinellosis is a cosmopolitan zoonotic disease produced mainly by the consumption of poorly cooked swine meat. Several studies
have probed the efficiency of immunotherapy as a method for the treatment of trichinellosis. In this work, a 45 kDa immunodominant
antigen was characterized, and the presence of IgA, IgM and 1gG anti-Trichinella spiralis antibodies was evaluated during the course
of the infection. In addition, the differences between sublingual and parenteral administration of the 45 kDa T. spiralis antigen were
determined. Long Evans rats were used both to purify the 45 kDa antigen and to evaluate the immune response produced in six
different groups: healthy and infected controls; two groups of immunized murines (sublingually and parenterally) with four doses of
the 45 kDa T. spiralis immunogen administered at days 0, 7, 14 and 21 and challenged with 500 T. spiralis infective larvae (IL) 7 days
after the last immunization; and finally, two groups of murines infected with 500 IL of T. spiralis, immunized at week 4 post infection
by the same two routes. The humoral response was evaluated by indirect immunofluorescence by confocal microscopyin order to
determine the presence of IgA, IgM and IgG antibodies.

Keywords: diagnosis, immunology, parasitology.
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INTRODUCCION

La trichinellosis es una enfermedad parasitaria zoondtica
que afecta a mamiferos silvestres y domésticos, se trasmite
de modo accidental al hombre por ingestién de carne o
productos carnicos insuficientemente cocidos, procedentes
de animales infectados (llic et al., 2012; Gu et al., 2013;
Bruschi y Dupouy-Camet, 2014; Chu et al., 2014; Cui et al.,
2014; llic et al., 2014; Wang et al., 2014; Wei et al., 2015).
No sélo afecta la salud publica, si no también representa un
problema econémico en la produccién animal porcina y la
seguridad alimentaria (Cui et al., 2014; Gao et al., 2014; Lia
etal., 2014; Wang et al., 2014). La OMS la clasifica como la
séptima enfermedad parasitaria de transmisién alimentaria
de mayor impacto mundial (OMS, 2014).

Debido a la importancia zoondtica, los principales
esfuerzos en muchos paises se han centrado en el control y
eliminacién del pardsito en la cadena alimentaria (Gajadhar
et al., 2009; Molina et al., 2012). Trichinella spiralis (T. spiralis)
se encuentra entre los patégenos con mayor complejidad
antigénica, esta enfermedad tiene problemas al diagnédstico
en los humanos y animales, pero la técnica de Western
Blot (WB) detecta el patrén caracteristico del triplete
inmunodominante de la enfermedad de 43, 45 y 48 kDa
caracteristico de la enfermedad (Maldonado et al., 2007;
Salinas et al., 2007), mientras otros autores manejan que el
triplete caracteristico es 45, 49 y 53 kDa (llic et al., 2014).
Las vacunas son la tecnologia sanitaria mas eficaz, junto
con los programas de inmunizacién, son intervenciones
de mayor rentabilidad en salud publica, se logran mayores
beneficios (Solérzano et al., 2004). El predominio global de
la enfermedad es dificil de evaluar, se calcula que 11 millones
de personas pueden estar infectados (Wei et al., 2011; Lia et
al., 2014; Yang et al., 2015), mientras que llic et al. (2014),
estiman que el nimero de casos nuevos en el mundo es de
2500 personas por afio.

A lo largo del tiempo se ha estudiado la biologia de T.
spiralis, asi como el comportamiento inmunoldgico que
presenta el hospedero, para buscar métodos de control,
erradicacién y tratamiento de la trichinellosis, por lo
cual el objetivo principal observar el comportamiento
de inmunoglobulinas IgA, 1gG e IgM y in policlonal, la
modificacién de estas con la administracién del inmundgeno
asi como la disminucién de la carga parasitaria, debido a
los trabajos realizados para el dignéstico de la enfermedad,
podemos asumir como hipdtesis que la inmunoglobulina
que tiene un efecto mayor es la 1gG, y que la proteina de
45kDa disminuye la carga parasitaria respecto al control
infectado.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 42 murinos (ratas) hembras de la cepa Long
Evans de aproximadamente dos meses y medio de edad,
seis para la elaboracién del inmundgeno de 45 kDa de T.
spiralis y cinco para cada uno de los grupos controles sanos

150 - Acta biol. Colomb., 22(2):149-156, mayo-agosto 2017

e infectados y grupos experimentales: control sano (CS): al
cual no se le dio ningtin 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 seis semanas; el tercer grupo, se inmunizé a
cinco murinos de dos mesesy medio porel método parenteral
con el inmundgeno de 45kDa de T. spiralis a los cero (via
muscular), siete (via subcutdnea), 14 (via muscular) y 21
(via peritoneal) dias, a la cuarta semana se retaron con 500
LI de T. spiralis y se sacrificaron a las seis semanas; el cuarto
grupo, se infectaron cinco murinos con aproximadamente
500 LI, después de cuatro semanas postinfeccién se aplicé
por el método parenteral el inmunégeno de 45 kDa de T.
spiralis a los cero (via muscular), siete (via subcutanea), 14
(via muscular) y 21 (via peritoneal) dias y se sacrificaron
a las seis semanas; quinto grupo, se inmunizaron a cinco
murinos por via sublingual con el inmunégeno de 45 kDa
de T. spiralis a los 0, 7, 14 y 21 dfas, a las cuarta semanas
se retaron con 500 LI de T. spiralis y se sacrificaron a las
seis semanas; sexto grupo, se infectaron cinco murinos
con aproximadamente 500 LI, después de cuatro semanas
postinfeccién se aplicé via sublingual el inmundgeno de 45
kDa de T. spiralis a los 0, 7, 14 y 21 dias y se sacrificaron
a las seis semanas. Para la inmunizacién se tomé como
dia cero la cuarta semana de post infeccién, cada uno de
los murinos se le realizaron cinco sangrados (preinfeccién
o preinmunizacién y antemortem), por medio de seno
venoso orbital con tubo capilar por presién con un volumen
medio de 0,1-0,5 ml al animal anestesiado en cdmara de
gas con halotano (C,HBrCIF,) los primeros dos sangrados
y por puncién cardiaca con un volumen mayor a 0,5 ml con
animal anestesiado antes del sacrificio, obteniendo suero
sanguineo para realizar una técnica inmunoquimica como lo
es la inmunofluorescencia indirecta. Los modelos animales
utilizados para el trabajo experimental fueron manejados
y sacrificados bajo los lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana (NOM) NOM-062-ZO0O-1999 que contempla las
especificaciones técnicas para la reproduccién, cuidado y
uso de animales de laboratorio.

Del mdsculo 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 porcién del gel que contenfa el triplete caracteristico
de 42, 43 y 45 kDa se separé por elucién, con solucién de
Tris 10 mM, a un pH de 8,13, adicionandole inhibidores
de proteasa, posteriormente se homogenizo mediante
centrifugacién a 12100 x gravedades a 4° C durante 30
min. La proteina que se obtuvo del sobrenadante, se le
realizé la determinacién de concentracién de proteina por el
método de Bradford. Posteriormente se filtré 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
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inmundégeno. Posteriormente estas fracciones se utilizaron
como inmunédgeno (Chapa et al., 1992; Chavez, 2013).

Se obtuvo secuenciacién 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 usé 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 10 ppm (Chdvez, 2013).

Se utilizaron muestras de 30 g 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 (10000 U) y HCl al 37 %
(0,2 M) en 500 ml de agua destilada, dentro de un embudo
de separacién, se esperé 24 horas para separar el paquete
larvario con las LI, que se depositardn en el fondo de cada
embudo y se observaron en una cdmara de newbawer al
microscopio éptico con lente 10 X'y se cuantifico el nlimero
de LI (Del Rio y Herrera, 1986; Garcia et al., 2012; Lia et
al., 2014). Se realizé a todos los grupos experimentales
determinacién de caracteristicas de célula nodriza.

Por medio de la técnica de inmunofluorescencia
se detectan complejos antigeno-anticuerpo, se usan
anticuerpos Anti-inmunoglobulinas de ratas marcado con
isotiocianato de fluoresceina. Esta técnica cuenta con una
mayor sensibilidad en comparacién con técnicas como ELISA
y Western blot para la determinacién de inmunoglobulinas,
lo que nos permite definir la localizacién en la LI de T. spiralis.

La técnica se implementé en fase liquida, en un microtubo
se colocaron 15 ul de LI de T. spiralis obtenidas por digestidn
artificial, lavadas anteriormente en una solucién de PBS-

Twen al 5%, con 1000 pl de PBS, se realizan tres lavados por
cinco minutos, se extraen 900 pl de PBS en el dltimo lavado
y se incuba por 45 min con 20 pl del primer anticuerpo
(suero problema), se hacen tres lavados mds por cinco
minutos con PBS y se incuba 45 min mas con 40 pl del
segundo anticuerpo (anti IgG, IgA e IgM) en una dilucién de
1-1000, se hacen tres lavados, se colocé en un portaobjetos
aproximadamente 1 pl, se cubrié con portaobjetos y se
examind en el microscopio de fluorescencia. Si la reaccién es
positiva, se producird la formacién del complejo antigeno-
anticuerpo (Venturiello et al., 1998).

RESULTADOS

En el presente estudié se analizaron un total de 36 murinos
hembras de la cepa Long Evans de los cuales 30 se dividieron
en seis grupos: control sano, control infectado, inmunizado
via parenteral y retados, infectados e inmunizados via
parenteral, inmunizados via sublingual y retados e infectados
e inmunizados via sublingual, y seis para la elaboracién del
inmundgeno de 45 kDa.

Los sueros de murinos obtenidos en los diferentes tiempos
de las inmunizaciones y grupos fueron analizados por medio
de inmunoflourescencia indirecta en microcopio confocal
con anticuerpos monoclonales IgA, IgM, IgG y policlonal
(IgA, 1gM, e IgG), donde se pudo observar la interaccién 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 fluorescencia
en la cuticula y esticosoma son determinados como positivos
y en los que no habia fluorescencia o solo se presentaba en el
esticosito se clasificaron como negativas (Fig. 1).

Figura 1. Resultados de inmunoflourescencias indirectas de los grupos experimentales.
Realizada en el programa stargraphics centurién por medio de andlisis de varianza, donde en el eje de las x (inmunoglobulinas) es 1 (IgA),
2 (IgM), 3 (1gG) y 4 (Policlonal), donde nos muestra que la técnica de inmunofluoresecencia indirecta es especifica y sensible a la deteccién de

anticuerpos de clase IgA, 1gG e IgM en el diagnéstico de Trichinella spiralis.
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Como se puede observar en la figura 2, no se presenta
fluorescencia en ninguna de las muestras con ningdn
anticuerpo (G1A, G1M, G1G y G1P), con respecto al
control infectado, mientras que el control infectado a
las 24 h postinfeccién solo se identificé por medio de
IgM (G224hM), a partir de los 15 dias postinfeccién la
IgG 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
interaccién antigeno-anticuerpo.

En el grupo tres (inmunizado via parenteral y retado
con 500 Ll), por medio del anticuerpo policlonal (IgA,
IgG e IgM) se identificé desde la primera inmunizacién, el
anticuerpo IgA durante la primera y segunda inmunizacién
descendiendo en la tercera y cuarta inmunizacién vy
volviéndose a presentar al momento del reto, mientras que
la IgM hizo interaccién a partir de la segunda inmunizacién
presentandose hasta el reto, con el anticuerpo IgG este al
igual como se menciona en la literatura presenté positividad
hasta la tercera inmunizacién 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 excepcidn
de la Tra inmunizacién después de la infeccién con
la inmunoglubilina IgA, manteniéndose la respuesta
inmunitaria después de la infeccién debido a la estimulacién
de las inmunizaciones subsecuentes (Fig. 1y 2).

A diferencia con la inmunizacién parenteral, en la sublingual
se pudo observar la interaccién con la IgA, desde la tercera
inmunizacién manteniéndose hasta el reto, por lo cual ocurre
la estimulacién de la respuesta inmune humoral a nivel de
mucosas y permite que el pardsito adulto que se encuentra en
estdémago (etapa entérica), pueda ser eliminado con mayor
éxito, al analizarse con IgM se observé en inmunizacidn
sublingual una interaccién en la cuarta inmunizacién, mientras
que en la parenteral desde |a tercera, las muestras analizadas
con IgGy policlonal se presentan igual tanto por via sublingual
como en la parenteral (Fig. 1y 5).

A diferencia del grupo cuatro (infeccién e inmunizacién
parenteral), en el grupo seis (infeccién inmunizacién
sublingual) no se identificé la interaccién antigeno
anticuerpo con IgA en la primera inmunizacién, siguiendo
el mismo patrén con IgM, IgG y policlonal en los diferentes
tiempos de inmunizacién (Fig. 1y 6), dando positivos en
cada uno.

Se realizé un andlisis de varianza de los datos obtenidos
conel programa Stargraphics Centurion. Enel ANOVAsimple
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 un nivel de confianza del 95 %, mostrando
que el diagnéstico con inmunoflourescencia para Trichinella
spiralis es altamente significativo y puede utilizarse como
diferencial de otros tipos de parasitosis.
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DISCUSION

La inmunoterapia activa para combatir la Trichinellosis se ha
utilizadoatravésdeltiempo congranéxito. Revelesetal. (2000)
utilizé antigeno soluble total para modificar el implante de
LI enquistadas de T. spiralis en musculo 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 vascularizacién, aumento de acimulos
de grasa, aumento de polimorfonucleares y disminucién
del nimero de LI calcificadas, lo cual llevo a utilizar otro

Figura 2. 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 Pl), A (IgA), M
(IgM), G (1gG), P ( Policlonal: IgA, IgM, 1gG).
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modelo experimental, Moreno (2000) realizé6 un estudié
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 etal., (2012), que inmunizaron ratas Long Evans
con AST de T. spiralis y sacrificadas a diferentes tiempos,
encontrando una disminucién en la carga parasitaria,
mostrando un efecto protector contra la parasitosis,
observidndose la perdida de espiral y modificacién del quiste
del pardsito, debido a los resultados obtenidos en estos dos
modelos y detectdndose 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
disminucién en la carga parasitaria, inhibicién en la
implantacién del pardsito, 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

Figura 3. Inmunofluorescencia indirecta en sueros de grupo 3y 4.
G3 (Grupo 3), G4 (Grupo 4, infectado e inmunizado via convencional),
1 (primera inmunizacién), 2 (segunda inmunizacién), 3 (tercera
inmunizacién), 4 (cuarta inmunizacién), s (sacrificio), A (IgA), M
(IgM), G (1gG), P ( Policlonal: IgA, I1gM, 1gG).

control infectado, Bautista (2004), realiz6 un experimento
donde se aplicé Ag de T. spiralis con Lactobacillus casei en
ratén BALB/c, para lograr la proteccién contra la infeccién
y la disminucién de carga parasitaria. Dea (2006), logré
la disminucién de la carga parasitaria por medio de la
utilizacién de Ag TSL1 en copolimeros de ratén y Gamble
(1985), utilizé Ag purificados con Ac monoclonales de
ratén, con lo que pudo observar una disminucién en la
cantidad de pardsitos intestinales, menos fecundacién de
la hembra adulta y menos carga parasitaria. Chavez (2013)
comparé el AST de T. spiralis con el inmunégeno de 45kDa
observando una mejor respuesta inmundlogica 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 inmunizacién.

Wei et al. (2011) presentaron un antigeno protector
que induce inmunidad parcial contra la infeccién 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

Figura 4. Inmunofluorescencia indirecta en sueros de grupo 5.
G5 (Grupo 5, inmunizado via sublingual e infectado), 1 (primera
inmunizacién), 2 (segunda inmunizacién), 3 (tercera inmunizacién),
4 (cuarta inmunizacién), S (sacrificio), A (IgA), M (IgM), G (1gG), P (
Policlonal: IgA, IgM, I1gG).
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generacion y caracterizacién de estos, proporcionan bases
para el desarrollo de técnicas de diagndstico seroldgico
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 Pl no asi en la
etapa temprana de la infeccién (siete dias). Wei etal. (2015)
clonaron e identificaron un gen Tspst en un sistema de
expresién de E. coli, que codifica una proteina de 29 kDa la
cual tiene una buena inmunogenicidad en ratones y se puede
utilizar como un inmundgeno para producir anticuerpos.
llic et al. (2014) consideran que la prueba estandar de oro
por serologia para el diagnéstico de Trichinella es Western
blot para distinguir los antigenos de reaccién cruzada
diferencia de técnicas cominmente utilizadas como lo son
inmunofluorescencia indirecta y ELISA.

La técnica de Western blot ha sido utilizada de forma
industrial para el diagndstico de T. spiralis, Yera et al.
(2013) utilizaron la técnica para evitar reacciones cruzadas
observadas con imnufluorescencia indirecta y ensayos de
inmunoabsorcién 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,

Figura 5. Inmunofluorescencia indirecta en sueros de grupo 6.
G6 (Grupo 6, infectado e inmunizado via sublingual), 1 (primera
inmunizacién), 2 (segunda inmunizacién), 3 (tercera inmunizacién),
4 (cuarta inmunizacién), s (sacrificio), A (IgA), M (IgM), G (IgG), P
(Policlonal: IgA, 1gM, I1gG).
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toxocariasis, amebiasis higado, anisakiasis, filariasis, la
toxoplasmosis, la hidatidosis, malaria), bandas de 43, 44
y 64 se encontraron en 51 sueros con T. spiralis y cuatro
de nueve sueros de pacientes en etapas tempranas de la
enfermedad.

En el estudio realizado en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Serbia para la deteccién 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 PI hasta las seis semanas, en los grupos 3
y 5 al reto con Ll y en los grupos 4 y 6 desde la infeccién y
durante las cuatro inmunizaciones con la proteina de 45kDa
y la inmunoflourescencia con el anticuerpo policlonal (IgA,
IgM e 1gG) al igual que con el anticuerpo de IgG. 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 IFl, 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
diferfa del patrén obtenido usando los sueros positivos de
T. spirals.

En inmunizaciones con AST de T. spiralis se detecté 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
IgG), (Moreno et al., 2012).

Sun et al., (2015) analizaron por medio de ELISA la
sensibilidad y especificidad de tres diferentes antigenos de
T. spiralis (antigenos crudos de pardsitos adultos, antigenos
de ES de pardésitos adultos y antigenos de ES de larvas
musculares) para detectar 1gG anti-Trichinella en sueros
de ratones experimentalmente infectados y en sueros de
pacientes con trichinellosis, en sueros de los ocho a los diez
dias Pl infectados con 500 LI se detectaron anticuerpos
anti-T.spiralis con cada una de los antigenos, sin embargo
a los 12 d Pl con el antigeno de larvas musculares no
hubo presencia de anticuerpos, asi como en los sueros de
pacientes infectados a los 19 d PI (75 %), concordando con
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este estudio que los mejores antigenos para el diagnéstico
de anticuerpos anti-T. spiralis son los de ES de larvas adultas.

Cuietal. (2014) en el estudio realizado con la purificacién
de la proteina de 31 kDa revelé6 que la inmunotincién
fue ampliamente distribuido en la totalidad del cuerpo
de los parasitos (larva muscular, gusanos adultos, larva
preencapsulada y larva recién nacida), en el mismo afio
Cui et al. (2014), caracterizaron anticuerpos monoclonales
que al realizar esta técnica, mostré que nueve de los 12
anticuerpos reaccionaron en cuticula y érganos internos de
T. spiralis.

Yang et al. (2014), purificaron y evaluaron la proteina
recombinante TsDAF-21 para ser utilizada como un antigeno
para el diagnéstico de T. spiralis y realizaron un ensafio
de inmunolocalizacién el cual arrojé que esta proteina se
expresa en las diferentes etapas de T. spiralis (larvas recién
nacidas, larvas musculares y gusanos adultos).

En la necesidad de encontrar nuevos métodos para el
control de la enfermedad, se han implementado el uso de
bacterias inmunoestimulantes, acido lacticos (Lactobacillus
casei), ya que son parte de las bacterias comensales
que contribuyen al mantenimiento de la homeostasis
inmunoldgica en el intestino y se ha comprobado que con
una solo aplicacién induce proteccién inespecifica contra
este nematodo (Martinez et al., 2009).

La exclusiéninmunerepresenta la primera linea de defensa
contra helmintos intestinales y se refiere a la proteccién de la
superficie de la mucosa por medio de anticuerpos (IgA e IgM
de secrecién) y otros factores innatos (Contreras, 2001),
por lo cual en el presente trabajo la via de administracién
sublingual presenté una mayor proteccién contra la
infeccién por T. spiralis y por medio de inmunofluorescencia
se puede apreciar que a partir de la tercera inmunizacién via
sublingual hay una presencia de IgA anti-T. spiralis, ya que
en trichinellosis la respuesta humoral y celular especifica del
hospedero se desarrolla asi los diversos estadios del ciclo
de vida del pardasito. Este se manifiesta a nivel intestinal
como una respuesta inflamatoria que causa la expulsién del
pardésito, y a nivel muscular como la formacién de infiltrados
celulares (Alcantara y Correa, 1996), por lo cual podemos
referir que la disminucién de la carga parasitaria fue debida
al aumento de inmunoglobulinas en mucosas. Takashashi
etal. (1995) menciona que en el humano estd comprobado
que los antigenos de respuesta lenta, son detectados por
anticuerpos de la clase IgM, mientras que antigenos de
respuesta rapida por la clase 1gG, aumentdndose ambas en
el presente trabajo.

CONCLUSION

La técnica de inmunofluoresecencia indirecta es especifica
y sensible a la deteccién de anticuerpos de clase IgA, IgG e
IgM en el diagnéstico de Trichinella spiralis, asi mismo permite
detectar la evolucién de la enfermedad y la cinética de las
inmunoglobulinas a la aplicacién de inmunégenos.
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