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I-INTRODUCCTION



La triguinelosis, sz una enfermedad parasitaria humana qus
se ha presentado y se sigus presentande, pese & las medidas de cone
rol puestas en juego en la mayoria de los palses, en forma de bro-
tes epidémicos de diversa imporiancia ¥y axtenszidn, casl siempre

aconpafiades de péréida de vidas humanas.

Tiedsmann, en 1822, {(27) durante ia autopsia de un ca-
daver humano, enconitrd en los misculos, =specialmente de las ex-
tremidades, uncs corpisculos blances y durcs cuyo andlisis gui-
mico demcstrd la presencia de fosfato célcico, carbonate cidleico
v materia orgénica similar a albimina o Fibrina. Si bhien Tiedemann
nc relaciond su hallazge con ningdn tipe de parésito;su simiiitud
con posteriores casos de triguinelosis comprobada, induce a algu-
nos autores a pensar gue los corplsculos encontrados por Tiedemann
ersn larvas de triguina, en cuye caso seria ésta la primera alu-

Iy

idn a %tal parasitismo, si bien con un diagndstico a posteriori
no exento de Jjustificadas dudas. Sin embarge, en la azctualidad
la fecha de 1835 es la aceptada por Todos como la del descubri-

a 3 - 4 L3
miento del parasito.

Efectivamente, el dia 2 de febrerc de 1835 un estudian-

te de medicina de 21 afios, llamado James Pagel, observd unas pee-
5 g H 1%
quefias manchas en los misculos de un caddver humans cuys diss—

ccién estaba realizendc en lz Sala de Diseccidn del Hospital de
en la Abernethlan Society dando cuenta &2 su descubrimiento {27).

Perc la paternidad cientifica del dascubrimients de una

nueve especie de pardsito hay que asignerla a Cwen, guien tuveo ia
~

estudiar el material recozido por Paget vy a partic



-

de él,hacer la descripcidn y nominacidn de la nueva especie en un

informe presentade ante la Zeological Society {(27).0wen denomind
B g

[

2]l pardsitc Trichina spiralis, nombre gue postericrmente fué cam—

biado por &l de Trichinells spiraslis gl encontrarsse ccupade el

nombre genérico Trichina por un grupe de dipteros, la nueva y

definitiva combinzcidn se debe a Railliet en 18SS (27].

E1l interés despertado por los escritos de Cwen fue
sxtraordinaric v a partir de entonces han side infinidad los ha-
llazgos denunciados en ¢l hombre v en otros numercsocs animales
doses descripcliones cada vez mis completas y detalladas del pardsi-
to ¥ completédndose log conccimientos scobhrs su biologis en el mas

amplio significado de la palabra. Podemos decir que son muchas de-—
cenas de miles los fTrabajos que scbre Trichinella vy Triguinelesis
han sidoe publicados hasta la fecha en las revistas especizlizazdas

de todo el mundo.

‘Poco después de los descubrimierntos de los autores men-
cicnados al principio se resgistraron nuevos casos de itriguinelosis

en Eurcpa v Norteamérica.

Von Siebold 1844 (13} v Dujardir 1845 (13} sospecharon
gue el pardsito encontrado en tejidos musculares era la fass

larvaria de un nematode.
Joseph Leidy, de Filadelfia, {12) encontrd los guistes en
1a carne de cerdo, e hizo notar su semejarza con los hallados en el

hombra.

Las investigaciones de Leuckart 1853-188C {13), v ds



Virchow 1889-1860 {13}, demostraron gue ¢stos quislies se conver-

tfan en gusancs adultos en pocos dias cusnde se adpinistraba

fa

a
ciertos animales de experimentacidn, y que las hembras en las
paredes del ducdenc depositaban larvas vivas gue emigraban a los
misculos para enguistarse en sllos.

En 1880, Friedrich von Zenker {77} hizo la autopsiz ds

una campesina de 20 afics de edad gue habiz rmuerto de  tifpidea ati-
pica " y descubrié en ella las formas intestinales de Trichinella.
En su estudic enceontrd miles de Jarvas erguistadas en log miscu-

los del caddver v concluyd gue la infeccidn habfa sids resultade

de la ingestidn de salchichas crudas.

Pasaron varios afics antes de gquaz investigadores alema-

o

nes comprobaran experimentalmente que el consume de carne de cer—
de infectads, coruda o mal cocida, es el ragponsable de Triguinelosis
en el hombre,

Durante lz dltimz parte del siglo XIX y &1 presente

siglo la triguinelosis ha side reconoclida como un importante pro-
blema de salud plblica, Siendo la enfermedad cbieto de especiszl
interés para las sutoridades sanitarias, nédicos vy parasitdlogoes,
particularmente en EEUU, en donde se presantaron epidemias repe-
tidas y algunas muertes en grupos de personas que habian ingeri-
do carne ds cerde triguinosa.

P

Respecte & su posicidn taxonénica, segin la 4ltima re—
vigién realizada por Anderson y Bain en 1982 { 1 ), Trichineslla
spiralis peritensce a la clase Nematods, subclizse Adencphores,

Chitwood, 1983; srden Enopliida, Chitwood, 1933; supsrfamilia Tri-

o



chinelloides, Hall, 1918; familia Urichipellidse. Ward, 1807; géne-

ro Trichinella, {Own, 1835) Railliet, 1885

Dentro del género Yrichinella, s& admiten hoy dia

o
rerias especies distinias {T.pseudospiralis; T.nelsoni:; T.nativa},

m

ademés de 1z primitiva y bien conocida T.spiralis.

ELl cicloc biolfgico de T.spiralis es directo (figura nfl)
Los machos aduitos, gue miden 1,4-1.% mm de longitud por 0,04«
0,06 mm de digmetre, tienen un tamafic gque ¢s aproximadanente igua
& 1z mitad de la henmbre. Bl anc estsd situadc en el extreme post
rior del cuerpo. EI macho carece de espiculas, por lo gues la clee~
ca es evertida durante el coito, v su abheriura estd flanguesadsa por
dos papilas. La vulva de ls hembra se encuentra en la mitad anterior

del cuerpo, ¥ &l sistems genital femenino es sencillo.

Los machos y hembras se encuentren en los plieguss de ia
mucosa intestinal del huédsped, entre las vellosidades, donde se
aefectiia la cbpula, tras la cual mueren los machos. ALl principic,
los gusanocs adultos pueden azlojarse en las criptas glendulares, pe-
ro después penetran en las velleoslidades inltestinales, en lz astro-

ma interglandular, en las capas profundas co la pared intestinal,

[

r atn en los gangliog linféiicos mesentéricos. Despuds de 1z fe-
cundacidn, las hembras comienzan a depositer larvas, gus miden

unas 100 de longitud por 8 de didmetro. Le larviposicifn se prolon—

ga durante 4-8 semanas ¢ més; es decir, durante todo el tiempo gue

viven las hewmbras (Carter, 1849}, (10 ). Durante este perfcde, cada
hembra deposita al mencs 1.B200 larvas, auncue no todes llegan a con-—
vertise en organismos encepsulades, va gue algunas cuizfs egcapen

gl principic a la luz intestinal y son expulsadas, pero ia mayo-
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ria llegen = los linféticos intestinales o a las vénulas mesenté-

ricas pasandc a sangre venosa, penetran e la vena porta hepitica v
alcanzan las ceavidades derschas del corazin; desde agui llegan a los
pulmones, de nuevo al corazdn y pasan después a la circulacidn arte-

rial, en donde se las encusnira entre el novenc y vigesimotecer dia.

Pueden alojarse en diversos tejidos, inclusc el miccar--

dio y el encéfalo, asl come en el licuide cefzlorraguidec

] v oen las
cavidades corporales, desde donde vuelven a penetrar sn el torrente
circulateric, y por Gltimo en los misculos estriados, donde se en-

guistan.

La mayor proporcidn de larvas s encuentran en los miscu-
los pobres en gilucdgeno. Brand v col., 1952 [ 8 } enconiraron que
en algunos subsiratos,; las larvas consumen las mismas cantidades de
glucdgeno en aerchbilosis gue en anserchiosis, ¥ gue el metabolismo

de los lipidos, producter de energis para la movilidad, s3ic se rea—

liza en presencia de oxigsno libre.

Goldberg 1958, { 19} determind rgue lag larvas utilizan e

[}

patrén Embdsr-Mayerksff de glicblisis fosTorativa, & identific

O

les diferentes enzimas.

Como menciconamos anterliormente, las larvas ss encapsu-—
lan en los misculos esguelé&ficos. La cipmula es una vaina elip-
soidal adventicia de extremos romos, resultante de la infiltra-

cidn de lulas redondas y eosindiilos alrededor de la larva es-—

3

trechamente enrcllada. El sje longitudina’ del guiste es paralelo
2l de las fibras musculares. Los mUsculos gue se encuentran més

parasitados son: diafrggma, laringe, lenpgua, intercostales, ab-

Py



dominales, biceps soas actorales, gemslos, deltcoides v otros
s S, P s B g K

gue estén en constante actividad.

Kershaw ¥ col., 1836 {33 } estudiarcn un brots de tri-—
guinelosis gue se presentd en Liverpool ¥y =n el cual hubo 82 su-
puestos casos, con dos nmuertes: uno, por una coaplicacidén cardia-—
ca ¥ ¢l otro, por embolis pulmonar. En el primer caddver encontra-
ron 132 larvas por gramo en la lengua, 35 sn el deltoides derecho
v 82 en el izoulerdo, 54 en el pectoral dereche y 23 en el izguier-
do w 107 en el diafragma. El segundo cadéver estaba menos infec-

tado.

Nelson, 1961, {(BC } examind el cadéver de un nifo muer—
to en Kenya, oscilando el nimerc de larvas por gramo entre las

5.

&

90 en ics misculos de la lengus ¥ las 1.830 en los sacroespl-

et

s

zles, pasando de las 2.08% en diafragna.

Un estudic sobre laz Iocalizacidn de las larvas de
T.spiralis (Qwen 1833), Railliet, 1895, er los misculcs del cer-

do fue realizado por Lizcaho : Herrera, 1872, (41 )} siendo el

resultade en porcentajes el reflejado en la pigina siguisente (Fig.2).

Una vez formado el Ygquiste", la larva crecs dentro de
la cépsula hasta slcanzar de 0,8 2 I mm de longlitud, 1o gue ori-
gina degeneracidn o tumefaccidn de las fibras nmusculares zdye-
centes, engrosamiento y'aiiéraeiones del szarcolema, con hipertro-
fia e hiperplasia, fragmentacidn de las Tibras v depdsito ds la
membrana capsular interna, seguide de la farmacidn, a partir del
endonisic, de una cépsula fibrosa externa gue contiene gran ndmerc
de capilares sanguinecs. Toda la pared gquistica resulta de lz rea—

1

ceidn histica ds

u
o
€13
(1]
is]
0]
£
H)
Lt
el
I,_l
5]
ot
0]
3
<
1]
jsi
¢
i
n
el
oy
[¢]
ot
e
<
o
3.
D
}M.l
5
}"4.1
m
s
<
)

®

=



(o

s
%Cﬁmﬁmmc}@
vj@@?%-%?&fzwmmg

PESOAS

RECTD ABRDOMINAL

GLOSOS

PiLAR  DEL DIAFRAGMA

MESTOIDED HUMERAL

DELTOIDEC  MAYOR

DiAFREGHMA COSTAL

MESETERG  EXTERNO

RECTO WNTERNG DE LA PIERNA

SEMITENDINGSED Y
SEMIVEMBRANOSO

SUBESCAPULAR

INTERCOSTALES

Figura n? 2: Distribucidn en % de larvas de T.spiralis

enquicstadas en misculos de cerdos experi-



La pared del "guiste" es lo suficientemente permeable para permi-
tir el pasc de aminodcidos hacia dentro, de tal maners gue pus-
dan ser convertidos en preoteinas por la lsrva. Las larvas enguis—
tadaes pueden permanecer viebles durante muchos afies, aungue gene—

raimente se calcifican entre los 8 y los ¢ meses. Cince larvs

n

por gramo de peso corporal en el hombre puveden producir lz musrte,
g1 bien se sabe de individuds muertos por ofras causas que Tenian
hasta mil larvas por gramoﬁﬁn los cerdes 10 lervas por granm
pueden causar la mueris; ¥ en la rata 30 por gramo.

Cuandc se ingiere carne gue contiene quiétes viables,
las larvas se desprenden de la pared cuisiica en el duodeno y
penetran répidamente en su mucesa. La magritud del traumatismo y
la intensidad de la resaccidn inflamatoris del epitelic afectads
dependen del nlmerc de organismos invasores, Los gusanos maduran
en cinco a siete dias, copulan ¥ lag hembras comienzan a descar-—
gar larvas en los tejidos. En todos les miscules gue atraviesan,
¥ en cualguiera en gue se alcjan, las larvas originan una resccidn
inflamatoria local aguda, la cual tiende z remitir cuando ze en-
guistan, pero i1a boxemisa se hace notoria. Mientras tanto
vas gue pasan por el miocardic provecan irfiliracidn celular en

su trayecto, con la congiguiente necrosis y fibrosis d

3
ot
Q
4]

haces del miccardic.

La sintomatolegia se divide en tres pericdoes sucesivos:
i, invasidn; 2,migracidn de las larvas; 3,snguistamiento y repa-

racldn de los ftejides.

Durante el periodeo de incubacidn gue dura cinco dias,

ay irritacidn e inflamacidn del epitelio duocdenal en todos los

sy

sitios donde las larvas pernetran la pared intestinal, con vdmitos,



nafiseas, diarrea, cflicos y sudores profuscs, cuadrto gus S€ ass-
mejz a2l de la intoxicacién alimentarisa aguda. Estes sintomas se
inicisn g veces a las 24 horas, © menos, dal contagio y pusden
continuar durante el segunde pericdo. En slguncs Casos aparecen
mdculas de color escerlate brillante ¢ un exantema miculo papular
en 1z piel del tronco y extremidades. Los sintomas respiratorios

-~

cue comienzan entre ¢l 2 ¥ 8 dia y que duran uncs c¢incos dizs, =se

chserven en el 30 % de los paclentes en los gue la triguinelosis

produce sintomss clinicos.

Durante el pericde de puests y rigracidn larvaria v,
en consecuencia de infiltrscién muscular, hay mialigias, signe del

procese inflamatoric gue se desarrolls en =sas estructuras. Con

frecuencia aparecen dificultades en la respiracién, masticacidn y

o

deglucidn, asi como en el habla y, & veces, se observa pardlisi
espésticas de los misculos, scobre tode en las extremidades. EL
edema, que en algunos casos precede a este periodo y por lo ge-

neral es una de sus manifestaciones, se ¢bserva especialmente al-
rededor de los ojos, mejillss, sienes y en las mancs, ¥y es produ-
cido por la migracidn de las larvas 2 travis de los vasos sangul-
neocg de esas regiones ¥ por la consiguientz inflamacidn perivas-

cular vy endovascular gque provosan,

Es tipica la fiebre remitente, guie se eleva hasta 40
o 418C y la eosinofilia elevada {10-17 % o mis}, con leucccitosis:

gin embarge, en los casocs graves, la eosinofilia puede ser insisz-
nificante. En slgunos pacientes se encuentra hiperplasia de la
médula Ssea y sumento de los mleloblasteos. EL dafic al corazén
conatituye una de las complicaciones mas graves y bastante comiin
en La triquinelesis, En alguncs casos se ha observado Tromboflebi-

tis ¥ tromboesis entéricas, y & veces se¢ ha presentado encefalitis,



meningitis, trastornos oculares, diplejfz, sordera y sl sindronme
de esclerosis lateral amioctrdfica. En ls mitad de los casos hay

gugnosis ¥y coloracién amerille 1imén de le conjuntiva.

El periode de enguistamiente, junto con lazs secuelss,
constituye la 3% etapa de la enfermedad, Iz més critlca. Pusds
heber caquexia, =dems t8xico ¢ deshidratecidn extrema. En casos
graves,; el pulsc es al principic acelerade y fuerie, despues se
debilita répidamente y aparece clancsis. La tensidn sanguines dss-—
ciende en poce tiempo v el paclente entra on coldpsc. Entrs los
trastornoes nerviosos se encuentran neuritis periféficay zltera-
sicrnies visuales, disminucidn v pérdida de los reflejos, desorisn-

tacidn, alucinaciones, delirioc ¥y encefalitis.

Spink, 1835, {10 | publicd un casc de hemiplegia derech

m

permanente, ¥ Dandy, 19245, (13 ) otro de epilepsia jacksoniana, se-
cuela de triguinelesis =zctiva padecida 10 sfos antes. Bl pacisnte pue-
de gucumbir por texemiaz, miocarditis, inlciada por las lsrvas migra~
torias o & consecuencia des las complicacicores come neurnonia, pe-

ritonitis, pleuwresia ¥y nefritis.

Si bien los sintomas que scsbamos de enumerar 86T Carat—
teristicos de la triquinelosis clinica, el comienzc ¥ el cursc d= la
infeccidn son a veces lo bastante atipicoes vara gue exists la posi-
piiidad de establecer un diagndsticc errdnen, casi en la foialidad

de los cascs leves el cuadro carece de espenificidad.

T.8piralis Tiene una distribucidn cosmeopelita. En lz natu-—
” JempLio B

raldza la infeccidn es mantenida cominmente entre la rata hegra v la

TLs

1]

: gue son canibales. A veces hasta el 72 % de las reifes examing-

das se han encontrado infectadas. Se han encontrado también gatos,
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perrcs, oscs, jabalies, En aves la parssitacidn s de

de su reino y del 0,15 % =scbre el total.

Witemberg, 1864, ( 79} obhtuve una amplis informacidn e

o

relaci®n a la triguinsiosis de los animales salvajes y domésticoes.
Dicho autor comunicd infecciones graves en gatos de Polonis, Rusia
Central, Neoruega, México y EEUU, y en perros de Polonlia, Rumanisa,

Bislorrusiaz, Manchuria, Noruega, EEUU.

Hun%, 1887, {22 ) examind entre fsebrero de 1885 v febre-

ro de 1866, los diafragmas de 155 perrcs de 55 gatos del cantro

de Nueva Jersey para buscar infeccidn por T.spiralis, v encontré

el 2,68 v el 3,2 % respecthtivamente, de animalss afectados.
3O ¥ P B 3

Lukashenkoe y Brzesky, 1982, (43 ) registraren les sigulen-
tes animales del Articeo infectados: walrus, foca de anillio, osco
polar, oso pardo, zorro polar, armific, marta, zorra, lLobo, glotdn
smericanc, tejdn, zorro plateado, erizo, nmapache, mofeta ¥ muchas
octrag especles de roedores peguefios.

En Alaskes, RBausch, 1953, (85 ) sncontrd triguinslo
OROS, perros, lobog, zorros, glotdn americanc, ardilla, ballensa
blanca ¥ foca, ¥ concluye gue el osc pelar es probablemente 1=z

fuente de infeccidn humana.

Maynard y Pauls, 1882, (48 ) en 2l informe de dos brofes e~
pidémicos en Alaska, atribuyen la infescifn al consume de carne de o-

S0S negros.

Roselle v col., 19583, {61 )} registraron seis casos humanos

en Hueva Inglaterra resultado del consumo de carne de un oso matado



en VYermont.

Kozar, 1953, (34 ) en Polonia, atribuyve la zlia Frecuen—
cia de triguinelosis en la poblacidn humanaz, 38 %, v lcs brotes
epidémicos observados, al consume de salchichas elaboradas con car—

ne de cerdos gue habian sido alimentados oon carne v viscseras de

B

animales silvestres (zorros, tejones, martas, mefetas y jabalies

salvajes).

Forrestar ¥ col., 1881, (17 ! comunicaron el primer brote
auténtico de triguinelosis en Africa, al sur del Bzhars, en nativos
de una tribu de Kenya, resultado de la ingestidn de carne de jaba—

iisg salvajes.

El hombre adguiere la infeceidn normalmente al ingerir
carng de cerdo parasitade, poco coclda o preparade defectuosamente,
¥, & veces, de forma incidental, con carne de 080 u otrog animales
salvajes. La salchicﬁa de tipe rural y alpunas de tipo surocpec, son

a causa mis Frecuente de la trigulinelosic con manisfestacicnes
ciinicas. Si la carne de un cerdo infectadoc se mezcla con la de mu-
chos gue no 1o estén, la dosis por Kg de carne disminuye ¥ s& Dro-

duce triguinelosis leve o asintomética.

Bourns, 1952, {8 } halld después de realizada la autop-
sia, larvas de T.gpiralis en el diafragma de un nifie d& 8 semanass

{22 guistes por grame de misculeo)}, en Columbia Briténica.

En las condiclones creadas por el hombre para la repro-
duccidn ¥ engorde de los cerdos, probablemsnte sean los regiduos no
gsterilizados de estos mismos animales o 1os despojos de otros sale

vajes infectados, la fuenite de infeccidn de triguinelcsis mis comin

lL

i he



en los cerdozs de los REUU en nuestres éfas, (13 ).

Otra posible fusnte de sxposicién muy frecuente para los

a
cerdos consiste en la ingestidén de las hecszs de carnfvercs infecta-
dos, tales como ratas, ratones, zorros o incluso de otros cerdos, en
el pericdo en cue las larvas enqulstadas v maduras se estén estable-
ciendo en la pared intestinal de estos animales {Olsen y HBobinson, 1858,

Zimnerman y col., 1968),{52}, (82,

Aunque la triguinelosis es de distribucién cosmopolita, es

en Eurcopa y en EEUU donde la incidencis es mis alta. En EEU U, duran—
te 1854 ¥ 18535, se registraron casos de pequefias ¢ grandes epidenias
en Pensilvania, Ohic, Indiana, Nueva York, Wincesin, Iowe y Utah
mientras qgue en 1858 se registraron 7 brotas. EL total de brotes en

1956 y 1857 fue de 11, { 18),

Dentro del continente europeo, Rumania, Hungris, Bulgaris,
este de Rusia y sobre todo Polonia, son ics palises donde =e regis-

tran més brotes epidémicos. En este (ltimo pais y durante el perio-

do comprendido entre 1845-1857 fTuercon regiegtrados $.237 casocs ds

2.5

Triguinelosis humans, falleciendo el 2,13 % (Kezar, 1858 (34 ).

Zolnierkowa, 18598, {83 ]} recoge ura epidemia ccurrida en
un distrito de Polonia en 1859 en el que eztuvieron implicades
378 personas. En 1880 oéurrieron otras deos spidemias, la primera de
gllas en Poznan, con 1.122 casos y 2 muertes (Keozar, 1961) (35 ), 1s

ctra en Zalrze, con 572 persocnas afectadas {CGancarz y Kspsksa,1382){18},

En 1953 se produjo en Liverpool, Ingisterrsz, unz epidemia de

triguinelosis con B3 casos diagnosticados y un fallecimiento. La ma—
voria de los pacientes habfan comido salichizha infeciada, pero al-



gunos se centagiarcon al manipular la salchicha cruda. (13 ).

Entre enerc y mediados de mayoe do 1847 se registr

[
@
3

{1

Greoenlandie unag epidemis de fTricuinelosis oon 300 casos y 33 muers

5

tos. La infeccidén fue de comienzo sUbito en unos pacientes vy gradual

en otres. El crigen de la epidenia se halld en el consumc de carne
de morsa, {

13 ).

En Yugeslavia, Milanovie y col., 19684, {48 ) selalan 240
casos con varias muertes. La fuente de la :infectacidn en bodos los

casos fue la ingestitn de carne de cerdo.

Durante el pericdo de 1963-1968
(

71 brotes epidémicos, (13 . Cironesu en 1€

cases en este mismo pals.

En el norte de Baviera, en cicienbre de 1876, tuve lugar
una epideniz en la gue se infestaron 73 personas a2l consunir embu—
tidos procedentes de carne de jabald, (13 :.

En 1877, en Alemanis se resgistri un brote con 58 perso-
nas afectadas. La fuente de infestacidn fue la ingestidn de carne,
poco cocinada, procedente de jabalf (Stumpi v col., 1881} {711},

La primera epidemia humana ocurrida en Japdn, nctificada
oficialmente fue en 1874 en la prefectura ds Aomori, en la parte nor-

te del pais (Yaméguchiy ig78) (80,

En México, Martinez Marafion v col., 1974, (4% )} en los afios
18721873 encontraron mediante triquincscoriz, 42 casos positivos,
entre 1000 diafragmas examinedos, 37 de estos tenian mencs de 18

larvas por grame, ¥ en 38 las larvas estabsn calcoificadas,

T



En EEUU, donde se realizan exfmenes post-morten muy fre-
cuentes, se ha comprobado que en 1874 se produjeron 18.000 cssos
nuevos de triguinelosis en comparacidn con los 200-30C casos denun~—

ciados anualmentes en fechas anteriores.

Actualmente la triguinelosis en Ispalia es un parasitismo

gue sigue siende todavia problema sanitaric, si bien restringido,

o

pegar de las medidas preventivas gue se practican con marcads efli-
ciencia, El sacrificic clandestine de cerdos destinados a2l suminis-
tro cérnico, principalmente en forma de embutidos gue no son sone-
tides s la esterilizacidn culinaria o técnica, ¥ el consumo de car-
ne de jabalies gue han soslayade el obligatorioc exfmen senitaerio
son las principales causas de los broites esporddicos gue se pressn-
tan en nuesstro pafis. El primer brote epidérico registrade tuvo lu-
gar en Villar del Arzobispo, Valencia, Rodriguez de Cepeda, 1878,{56

con 20 persconas afectadas y 5 muertes. Desde entonces, cada afic son

del pais.

En 190C ccurrieron en Murcia dos spidemiszss, oue afectaron

a 227 personas, de las cuales fallecieron 11, (27},

La provincia mé&s afectada es la <2 Céceres, en la cuszl
entre 1844 y 1980 ccurriercn 13 brotes eplidimicos ¥ 12 muertes,

(Herrerc y Martin, 196L) (28 ),

En 1952, Durich, {16 ) sefiala 3 enidemias en la provincia

de Valenciz desde 1845 & 1950.

En 1972, Rodriguez Osoric y ¢ol., (57 ) diagnosticaron
27 cascs de Triguinelosis de entre log ccurcidos en una epidemia en

HH

el Carpio, Cérdoba v 19 procedentes de otra epidemia ccurrida en



Almaden, Ciudad Real.

Rodriguiz Csoric ¥ col., 1874, (58 } realizaron un estu-

dic sercepidemicldgico scbre 499 suercs ennontrando gue un

;.
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e la poblacidn de Granada poselian anticuerpos frente a T.epiralis,
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En Barceleona, Gudicl y col., 1974, (28
brote epidémico sgudo.

ir

En 1978 huboc dos brotes epidémicos en Espafla (netificados
por la Subdiresccidn Gensrsl de Medicina Praventiva 'y Sanidad Animal),
o en Sants Amalis (Badajoz) que afectd a 17 persconas y el otro en
ilas localidedes de Castrilldn, Pravia, Salas y Cornallane {Asturias;.
En el primerc el vehiculo de infestacidn fue embutido fabricedo con
carne de jaball y el segundo, carne d& cerido procedente de un mata-

dero clandestino.

En Cérdcha, Martinez v col., 1978, { 48 ) examinaron por
la prueba del latex un total de 315 sueros humanos, sancontrande un

1,2 % de positividades.

Durante el mes de diciembre de 1U79, en la provincis de

Soria hubo un brote de triguinelosis coriginada por la ingestidn de

=

carne de jabali (Perales Agueda, 1982} (54 ).

Entre 1980-1%83, la Direccilién Gereral de Sslud Piblica, =
través de su boletin epidemioldgico semanal, denuncisa 638 casocs
Avila en 1880; 90 en Badajoz en 1882, 4 en 1983; 2 en Baleszres en 13882,
I ern 1983; 11 en C&diz en 1983; 6 en Cantabria en 1882; 6 en Ciud
Regl en 1982, 1 en 1883; 30 en Huelvz en 1982; 10sn Hussca eon 1881

14 en Madrid en 1881, 10 en 1882; 184 en Seville en 1882, 187 en 1983,



Cuande la triguinelicsis ccurres ern brotes epidémicos no

pass desapercibida al clinice, pero si1 tiere lugar en cascs aisla-

oy

dos, es facilmente confundible con otras afsccicnes. En consecuen-
ciz, los casos nueves denuncilados nuncan concuerdan con los casocs

razles.,
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TI.- ANTECEDENTE

Yz gue los sintomas clinicoes de la triguinelcsis son co-
munes & muchas ctras afecciones es necesario establecer, en losg ca-
sos sospechoesos, un dizgndstico de laboratorlio que despeje la
das respects sl agente etioldgico involucrade, aun mag sl
en cuenta la cantidad de procescos de triguinelosis subelinica gue
existen y para los que al ser asintomfitices, la (nica posibilidad

de diagndstice reside en prusebas de laboretoric adecuadss.
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pic de diches larvas en nmuestras fecales.

En la fase de migracidén larvariz también pueden encontrar-

v

=¢ larvas en sangre circulente, 1o gue Tarbién permitiria un diag-

néstico parasitoldglce a partir de una muestra de sangrs.

Sin embargo. la presencia de las larvas en sangre ¢ hsces
es fugaz ¥ su hallazgo ocasional ¥ supeditado a la sospscha clinica
precoz de triguinelosis, por lo que el valor de las técnicas parae-
sitoldgicas en el degndstico de laboratorio del paresitisme humano
es muy iimitado. Lo que bodria-aplicarse ¢ las bidpsias musculares

durante la fase de enqulstamiento del parésito.

En conclusidn, desde un puntc de vigta prictice las fdni-
cas técnicas de laboratoric aplicables al diagndstice de la trigqui-
nelosis huména son las seroldgicas.

A lo largo del tiempo, son muchos los tests seroldgicos

gue se han ensayado a fin de aplicarles al serodisgndstice del pa-



ragitisme humane por T.spiralis pudiéndose decir gue no existe test
inmuncldgice gue ne se intentase adaptar, con mfs ¢ mencs éxilo, &

este propdsito.

I¥.31.- INTRADERMORREACCICN

Bachman, 1928, { 3 ) empled antigsno de triguina en dilu-
ciones de 1 por 5.000 ¥ 1 por 10.000 inyectado subcuténeamsnte a pa-
ientes sospschosos de Triguinelesis. En las reacciones positivas,

independientemente de l= intensidad de la parasitosis, aparecld una

ey

equela tumefaccidn blance alrededor del luzar de la inyeccidn, ro—

@

[N

cada de una zona eritematosa de contorne irregular y de unos 5 on

£

de difmetro. La lectura la realizd a los 1B-20 minuitos. No fue muy
segura, va gue presentd reaccliones de precipitacidn falsamente po-

sitivas.

En 18953, Luengo Mire, (42 ) publiszéd un trabaje en el gus
se proponifa estudiar los posibles c¢asocs humanos de triguinelesis
subclinica gque pudieran exlistir en Madrid. Mediante infestazciones
experimeniales consiguld larvas de I.spiralis para preparacidn de
los antigernos a emplear an los tests ensayvados: intradermorrsaccidn
¥ cubirreaccidn. Las larvas de triguine las consiguif de ratas ex—
perimentalmente infestadaes con carne triguincss de cerdo con in-
festacidn espontdnsa. Por digestidn pépsics liberd dichas larvas
y con ellas prepard el antigenc. Los resultados negaetivos gue ob—

tuve en ratas blancas experimentalmente infastadas tant

o
b

2

®

}Nl

o

£

tradermorrsaccidn como en la cutirreaccidn, los atribuyd = las po-
cegs larvas empleadas para el extracto, que sara su emples lo con—
centrd al bafic maria a 65820, hasta reducir su volumen a la cuaria

parte.

—20a



Scholtens, v col., 1966, (88 ) ensayaron la prueba intra-
dérmica en cerdeos infestados experimentalmente con distintas dosis
de larvas. Utilizaron 0,1 ml de antigeno de Melcher, preparado por
Parasitolegky Unit Communicable Center, que fue inyectado intradér-
micamente en la piel ¢ superficie més externa de la oreja de los
znimales los dias 28-84 post-infeccién. Emplearon cuatre diluciohes
de antigenc gue contenian: 20, 200, 560, y 1.0C00 microgrames de ni-
trogeno por ml, md@s un contrel saiino. La isctura la hicieron a los
15 minutos después de ls inyeccidn y fue deda en milimetros cuadra-
dos de induracidn producida. Dsstacan los szutores la poca fiabllidad

de los resultados obtenides con sste test.

IT.2,— INMUNOQCITOADHERENCIA

Machnika, 1977, (44 ) estudid el iegt de rosetas en tri-
H b

guinelosis experimental. Utilizd linfocitos =aislados de sang

i
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conejos infestados experimentalmente con T.spiralis per wia oral
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Encontrd gue la dosis infestiva nc influy

cia.

Boron-Kaczmarska ¥y col., 1878, { 5 } eveluan la prusba de
inmunocitoadherencis durante el desarrollo de triguinelosis experi-
mental en conejos. Hicieron dos grupos de conelos, al primerc le ad-
ministraron 15.000 larvas a cads unc y a2l ssgundd grupe 20.000. =
porcentaje des formacifn de rosetas fue mayer en 2l grupo més infec-—
tado. Concluyen gue Tal teat es de utilidad =n el disgnfstico v en

iz evaluacidn de la triguinelosis.

-



I7.3.~ HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HAI)

En ia triguinelosis esta técnica fue aplicada por primera
vez por Kagan y Margein, 1958, (21 ; gulenss utilizando como antige-
ne la fraccidn proteica anitigenc de Mslcher, lograron deiectar en ra-
tas ¥y conejos experimentalmente infectades snticuerpos = los ccho dias
post~infestacidn, La prueba resultd de sensibilidad y especificidad

zdscuada.

Rodriguez Usorio y col., 1872, (57 ) emplearon Hemsglutina-
cidn indirecta, Lé&tex e Inmunodifusidn, pars diagnosticar 27 casos
humancs de triquinelosis, mestrandose la primerz mis sensible. Sin
embargoe, apareciercn bastantes falsos positivos en las tres téc-

niceas ensayadas,

En 1874, Gomez Garcia, ¥ c¢ol., {23 ) aplicaron la HAL pars
detectar anticuerpos frente & T.spirelis, cobservaron gue un gran ni-
merc de suercs de donantes procedentes de zinas no endémicas resaccic-
neron positivamente, mientras gue esos mismes sueros fueron negsti-
vos cuando fueron anallizados mediante los Tests IFI y Fijacidn del
Complemento. Concluyen los autores gque mediante el test de HAL se de-
tectz algln factor sérico inespecifico pressnte en el suerc de pere
sonas no alectadas por T.spiralls, Tactor responsable de los falsos
resultados positivos detectades. Investigaron la influencia gue iz
presencia de PCR (proteina C reactiva) en suverc podria tener sn la
aparicidn de falsos positivos con el test de HAI a T.spiralis, es
decir, su papel como posible factor de inespecificidad. En su estu-
dio utilizaron dos Tipos de antigenos de triguina: =1 del Melcher y
un extracto teotal de larvas dé T.spiraliis. lon este segundo antige-
no obtuvieron un total de 84,4 % de rsascocicres positivas, entre los
suercs ensayados, con titulos comprendideos entre 25 y 400, pudiendo

demostrar una relacidn dirscta entre el nivel de PCR sn suerc y ni-

— P



mero de positives en HAL, de tal forma gue suercs con 1+ de PCR fue-
positivos en el test HAI en el 73,8 %, con 2+ de PCR lo fuercon en

el 91,8 % v el 100 % cuando el suerc presentaba 3+ de PCR. Con sl

emplec de antigenc de Melcher cbtuvieron un total de 32,83 % ds po-

s 4

gitividades a titulos sensiblemente més bajon. De los 96 suercs en-—

-

s, BB dieron falsas reacciones con el axtracto total y 1 con

ox

2IE ad

o
i antigenc de Melcher. Por tante, pusieron <de manifiestc gus la

@
o]

(9]

presencia de PCR en los susros da lugar a reaccliones inespecificas

¥

Bn Hemaglatinacién para triguinelosis si se 2mplea un extiractc to-
tal del parésito, v gue estas reacciones guedan practicamente eli-
minadas, si se usa antigenc dz Mslcher
Bozrena, v col.1975 (7)) utilizaron el test de HAI para el es-

dic de 902 susrcs de personas con triguineilosis. Usarcn como an—
tigeno secciones de lengua de rata gque contenian larvas de T.spiralils,
También utilizarcon eritroéiﬁos formalizados ¥ una suspensidn de tani-
no. Compararon 1os resultados obtenidos con =sta técnica con los
obtenidos con la técnica IFI, llegando z la concliusidn de gue su sen—
gibilidad es mayor que la del test de IFI, detectando 408 vecss més
casos positives, perc de menor especificidad. Por otra parte la HAX
demostrd ser més precoz gque la IFI, pueste gue los anticusrpos anti-
T.spiralis fuercon detectados ya a las dos semanas posi-infeccidn cuan-

do se emplez HAT, lo gue se produce & las cusatro semaras en el caso de

b=t

I

o

Kagen &n 1987, (32 ) &47irn® due la HAI es de utilidad en la
Investigacidn sercepldemioldgica de la triguinelosis, debidc a2 su sen—

zibilidad, astabilidad ¥ facilidad de ejecucifn.

D



I%.4.~ FIJACION DEL COMPLEMENTO (FC)

La Fijacidn del Complemento ha sicdo adaptade para el diag-
ndstico de triguinsicsis por diversos aubtores como: Witebsky ¥ col.,
1942, (78 ) v Jeriocranska y Kicuiska, 1658, (13 ). Estos Gliimos la
snsayaron en 100 casos humanos de triguinelcosis,; encontrando gue eS
afectiva en el 43 % de los suerocos recogidos del 13-27 dia después

de 1z infestacidn.

I¥.8.~ BENTCONITA

La prueba de la Bentonita fue introducida par

m
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ndstico de trigquinelosis por Bezicevich y col., 1851, {8 )} guie—

nes destacaron que la pruebs mostraba mayor especificidad y menor
gsengibilidad gue la de FC.

Scholtens, y col., 18668 evaluarcn los tests de Flocule~
cidn con Bentonita, Létex, Aglutinacidn Suessenguth-Kilne & Inmu-
noflucrescencia Indirecﬁa‘em cerdos experimoentalimente infectados con
distintas dosis de larvas de T.spiralis. Low tres primeros ofrecian
iz mejor combinacidn de simplicidad, fisbilidad y disponibilidad de

un antigenc establs. El Test de Inmunoflucrescencia fue introducido

ko]

orgue era muy sensible, detectazndo anticuserpos antes del séptime

dia post-infestacidén.

ndrzejwska v Winiecks 1878, ( 2 ! han estudizdoe sl com-
portamiento de las pruebas de Bentonita, LAtex e Inmunofluorescen-
ciag pera la investigscidén de anticuerpos antl-Trichinells en sueros
de 285 pacientes con triquinelocosis en diversocs estadics. De los re-
sultados obtenidos deducen gue existe una gran divergencia en el

comportaniente de la prueba del LAtex y Benlonita vy gue la Inmunoc-

2 m



fluorescencia es supericr & las dé Floculaoidm,

IT.8.~ LATEX

Kozar y Kozar, 1858, {37 ! realizaron un estudic compara-
tivo entre distintos tests. Emplearon sueros de conejcs experimen—
talmente infectados con 8.000 larvas v suercs de personas gus hebian
vadecido triguinelosis. Afirmaron gue la prueba de Fijacidén del Com—

plemento v Létex dan resultados semejantes en la deteccidn de anti-

o

cusrpos, fanto en lc gue se reflere z su preceocidad (44 dias)

i

|t

en los titulos chtenides; por el contraric la prusba de Bentonits

se muestra menos precoz, haciendose positiva més tardes (157 dias

posi-infestacidn;.

Stumpf ¥ col., 1881, (7L ) 1a utilizarcn, al mismc tismpo

ug el test de Microprecipitacidn y ELISA sara hacer un estudioc ¢lfi-

L2

nico ¥ sercoldgico con mobtivo de una epidemia de triguinelosis.

métode inmuncenzimdtice detectd el mavor nimero de positives {3100 %),
frente al 20,% % conseguide con el test de Létex ¥ 98,3 % por 2l de

¥Microprecipitacidn.

II.7.— PRUEEBA DE SUESSENGUTH Y KLINE

Fue empleada por Suessenguth y Kiine, 19844, {72 ). Utili-
zaron un scports antigénico constituide por microcrisiaies de coles-
terina y como antigenc extractc salinc de jarvas de T.spiraelis. En
cerdos experimentalmente infestados obtuviaron reacclonss positivas
2 ilos 8 dias despuds de la infestacidn. Los auteres indican que su
método muestra una sensibilidad v especificidad semejante al fest

de Bentonita.



En un trabajc de Geonzalez Castro y col., 1853 {a}, { 21}
trabajo que podsmos considerar de comprobacidn de ls téocnica de Sue~
ssenguth ¥ Kline para el diagnfstice inmuncldgico de la triguinelo~
gis, leos autores utilizaron sueros de diversces animales parasitados
con trigquinelosis esponténes ¥ expsrimental, de animales parasitados
por otros helmintos, ¥ de animales sanos, Tenbién em@iearon susros
humanos. Como antigenc utilizaron larvas procedentes de animales in—
fectados con T.spirelis desecadas, trituradas y sometida® a extraccidn
con disclvente iddneo. Este extracto antigénice lo adsorbleron sobre
microscristales de colesterina, yva gue el método consiste, come es
sablido, en la aglutinscidn de particulas irertes espzcificamente sen-

gibilizades. Los resuliadoes fusron aceptables.

Los mismes autores en un trabajo posterior, (22 ), am—

plian las experiencias con el propdsite de obtener un mejor co-

Lot
=

e
nocimiente del comportamiento de la prusba de Suessenguth v e
Kline pera su posible gplicacifn al diagndstico de rutina de las
triguinelosis humana y animal. Las experierncias las realizaron
con sueros de animeles normales, de animales triguincscs, de csr-
dos espontaneamente trigquincsos ¥y no triquincscs, v de animales
con oltras helmintiasis. Los suercs humanos sran de diversas pro-
cedencias, enceontrandese entre ellos los obtenides de persoconas
gue habian padecide o estaban padeciendo ur cuadro de %riquinew

losis. El antigenc fue el mismo gue en el caso anterior.

Un tecer trabajo de CGonzalez Castro v col., 1953, {24 ]
ampliande sus investigaciones sobre la eficescia de la prusba de
Suessenguth ¥y Kline parsa su posible uiilizecidn en matadercs de
cerdeos como control de esta parasitesis. Utilizaron cerdos de
uno a dos meses de edad 2 los gue infestaron con diversas dosis

de larvas de trigquina. Escalonaron las dosis de larvas infestantes



en cuatre series con los siguientes promedics: muy intensa, 272.450;

mediana, 14.000; ligera 1.766 larvas; y muy ligera, 326. De los re-

sultados cbbtenidos ¥y de su discusidn, los auvtores deducen gue l1a

prugba de Suenssenguth ¥y Kline no es apte por sf sola para la vigi-

]

ancia de la trigulnelesis porcina en el monmento del sgcrificio

de los cerdos y recomendaron complementarlis con otras téconicas.

IX.8.- MICROPRECIPITACION

Este t8cnica fue deserita por Oliver Gonzalez, 1940 (81 )
Maus, 1940 (47 } y Roth, 1941 {62 ). En ells se utilizan larvas de
triquina, vivas, como antigenc. Encuentran baja sensibilidad, pero
tuve un alto grado de especificidad. EL prircipal inconveniente gue
pfesentég fus la necesidad de disponer de lzrvas vivas en 2l momsn-—

to de iz reslizacifn

1.9, INMUNGELECTROFORESIS

Pespommier y col., 1874, (13} emplean la elsctroforesis

eruzada, utilizando un asntigeno larvaric de T.gpirelis asccisdo 2

particula. Encuentran gue es muy sensible,

Smith ¥ Kennedy, 1884, {65 ) ia utilizaron pars demostrar
la aparicifn secuencial de antigenos circuleantes y anticu LHOS Gl

ante la infestzcibn primarie y secundaria con estos pardsito

3

an
ratdn, a los gus dieron 450 larvas cralmente. Emplearcon come anti-
geno extractos larverios de rigueza proteices 14 8 mg-ml. Concluyen
qug es una técnica rdpida para la deteccidn de rezccicnes antigeno-
anticuerpe por precipitacidn en gel, en el cusl los dos reactives

estan juntos en altes concentracidn., La técnisa resulié rotable por

~20w



su simplicidad v sensibilidad v es capaz de detectar antigencs y an-
ticusrpos simultanesamente en un test seroidgice. Los antic
detectados a partir del dia 34 post-infeccilin, mientras gque los an-

“igenos lo son a partir del dis 15 post-infestacidn.

17.10.~ INMUNOFLUORESCERCIA

71.10.1.~ Immunofluorescsencis Directa {(IFD)

] Y P

Jackson en 19858, { 30} fue el primerc gue aplicd loz mé-
todos de inmunceflucrescencia directa al diagndstico de triguinelo-
sis. Debectd por medio de anticuerpos anti-Trichinella marcades con

Fluorescsina larvas en miscule de personas infectadas,

Kramar, 1867, {38 ) considerd el método eficaz, encontran-—

do que era més sensible que el test de Fijacidn del Complemento.

Uhlikova y Hubner, 1870, (75} emplearcn la IFD pars el
diegndstico de triguinelosis experimental., Usaron como antigenc lar-
vas de T.spiralis recién obtenidas de tejides animales infectades
experimentalmente. El suero problema Lo obtuvieron de conejos, ratas
¥ ratones, previamente infestados en el laboratoric. Su desventaia
era la preparacidn de un conjugado especial para cada especie ani-
mal, pero demogtrd su &xito en detectar anticuerpes enti-Irichinella
en todas las especies animales infectadas, incluso con 20 larvas
stlamente. La respuesta inmuncldgica estaba de acuerdo al nimerc
de larvaes adminisiradas, excepto en las rates, en las gue los re-
sultados no demostraron correlecidn entre nivel de titule ¥ nimerc

de larvas. Concluyercon gue la técnica mostraba gran sensibilids

(o



I171.10.2.= Inmuncfiuorescencia Indirecta

/»‘
1
i

<

La técnics indirects la emplearoc: Sadun v col., 1882, (87 1},
Ugaron larvéas Tijadas en una solicidn gue contenis un 10 % de forma-—

iina y un 5 % de gercalbimina efectuandc lo resccidn en tubo. Desarro-

dd

Llzron el test usando 182 suerocs de personss con triguinelosis, 78
e p

suercs de personas con otras enfermedades ¥ 27 suercs d sraonas

sanas come control, asi como sueros de 106 vonejes infectados con
T.spiralis. Compararon los resultsdos de o suercs positives con los
tests IFL, Bentoniita, Fijacidn del Complemsnto con antigesno etand-
lico insolublsz v la Fijacién del Complemento con antigenc etanélico
scluble. Encontrarcon qus €l test IFI tiene la mis slta sensibilidad,
detectande anticuerpos gl dia 7 tras la infestacidn, mientras que el

de Bentonita no los detectd haste el dia 20 y el de

nlemento hasta el dia 28.

Baratawidizaja ¥ col., 1963, (4 ; emplearon la IFI para el
diamgndstice de triguinelosis humana, e hicieron un estudic compara-
tivo entre esta prueba v la Fijacidén del Complemento. Encusentran gue
iz Inmunoflucrescecis Indirects es éspeci’ffi.caﬁ més sensible y los

tituleos alcanzados son mis altos.

Labzoffsky v col., 1964, (39 ) usarcon como anifigenc larvas
vivas. Prepararcon suerc immune de 2 coneljos, a los gue infectaron con
£.000 izrvas a cada uno. Por IFI detecharcrn anticuerpos a los cuaby
dias post-infestacidn, mientras que con la técnica de Fijacibn del
Complemento los anticuerpes son detectables entre los dias 8-10 post-

infestacidn. Con &l test de Bentonita nc ercontraron positividad has—

bt

ta el dia 13 en un casco ¥ el dia 28 en otrc. EBncontraron gqus la sen—

gibilidad de IFI era mayor ¥y los titulos obtenidos eran mis zaltos.

Sulzer, 1965, {73 )} estudid 68 susros humanos con los Lests

Floculacidn con Bentonite v con IFI, usandc en ambos larvas completas
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como antigeno, en una sclucidn gue contenis 10 % de formalina
de sercalblimina bovina y otreo itipo de antigsnc constituide por la
superficie cuticular de las larvas. EL test de IFI resultd muy re-

producible, con los deos tipos de sntigeno.

Scheltens v col., 19868, {88 } emplearcon como antigeno lar-
vas vivas. Compararon los resultados de IFI Bentonita, Aglutinecidn
Létex ¥y Suenssenguth-Kline, usande suercs ds 10 cerdes & los que se

os de 3

o}

habian dade distintas dosis de larvas de T.apiralls, ¥ sue
cerdos sancs, como control. Encontrarcen que lg sensibilidad de IFI

erz més alta que la de los otros tests usados en la evaluacifn,

Sulzer v col., 19858, {74 )} estudiaron IFI, Bentonite y

Létex comparando los resultadeos c¢btenides con 1.385 suercos humanos.

También utilizaron sueros de 48 ratas (18 no infectadas con T.spiralls

¥ 30 muy infectadas} y suercs ds percinos. Usaron como antigeno cu-
tfculas de lervas de T.splralis. Los confugados lo prepararon de
antisueros incculados a conejos. El test de IFL iguald al de Ben-
tonita en reproducibilidad ¥ la excedid en sensibilidad. En los sue-
ros porcinos sl test de IFI fue més sensibls gue el de Bentonita.

E1 test de IFI detecté&nticusrpos antes del dia 7 post-infestacidn,
Ninguno de lgs oires tests detecbaron anticuerpos hasias 21 diz 14,
Cuando tomaron la Gltima muestrs en animales v humancs, el dia B84

]
tras la infeccidn, solo el test de IFI detentd anticuernos en Todos

-

lss sueros de los cerdos infectades con T.spira

. L& mayor sensi-

pilidad del test IFI en comparacidn con lo= otros trests ¢

i

uedd clara.
La evaluacidn de la respuestas seroldgics de infeccicnes prolongadas
o de infecciones con pocas larvas es especialmente importante. Pen-
saron gue esas dos condicionss podrfan ser Las responsables del

gran nimero de resultados positives observasos en el test de
comparacidn a leos resultados gue observarcn en el resic de lag pruee
bas. 81 IFI era més sensible comoe indicaban sus trabsics, las infec—

taciones con pocas larvas ¢ infestaciones ds larga duracidn, po-
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drian ser detectadas por IFI perc no por los restantes TesTs ensayados

conjuntamente.

Choreda v col., 1978, (14 )} emplean la técnica de IFI con

cortes congelados de tejido muscular de rartas infestadas con T.spiralis

come antigeno, frente a suercs de pacientes con antecedentes de Ltri-

guinelosis, suercs de pacientes con triguirelosis reciente ¥ somsti-

con N.americanus, T.saginata v S.stercoralis. Utilizen come grupoe con-

[Ba]

L
[ 4]

sueros de perscnas libres de parasitismo. De los resuliazdos ob-

contrarse en otras infestaciones parasitarias y en suercs no infec-

tados.

Rodriguez Osoric y col., 1877, (58 ) han encontrado gus la
prusba de IFI paras ls triquinelosis utilizendo como antigenc lsrvas
€e triguina, daz falsas reacciones posltivas en suercs procedentes
de paclentes con fiebres tifcideas ¢ paratifoideas, auncue el pore
centaje de las mismas es bajo v los titulos tembién lo son. La exis-
tencia de estas reacclones cruzadas indicar que hay aniigenos com—

partidos por Salmonella y Trichinella spp.

Stumpf ¥ col., 1881, (71 )} incluveron la Inmuncfluorescen-
cia Indirecta, junto con la Midroprecipitacidn, Hemaglutinacidn In—
directa ¥y ELISA entre las técnicas sercldgicas que mostraron mejores
resultados en cuanto a especificidad ¥ gue pusden ser utiiizadas con

m&s probebilidaed de &xito para detectar uns triguineiosis.

La deteccidn Temprana de las infestaciones es probable

oed
i

mente rara ya gue log suerces humancs ne son usualmente sometidos al
c¢iagndstico hasta que no aparecen los sintomas clinicos: esoc es,

hasta que la enfermedad no estd en su fase aguda. Desde ese punto de

-3%—



vista los trabajos de Lebzoffsky y col., 1854, (3% ) son wvaliocsos, ya
gue el test de IFI puede detectar anticuerpss en suerc muy Lemprana-—

mente gdespuss de la infestacidn.

fI.1i.—~ ELIBA

Fus azplicadc para el dizgndsitico de triguinslosis por pri-

mera vez por Rultenberg v col., 1874,1975,19375, (63,64,65]).

Para la deteccidn de antigencs circulantes de T.spiralis
en gueros de animales con triguinelosis expsarimental por Rodrigusz—
Ogorioc y (G8mez Garcia, 1878, { 60 ) gquienss smplearon técnicas inmu-

noenzimfticas, por considerarlas de gran sensibilidad.

Van Knapen y col., 1881,078; emplearon el test ELISA junto con

el de IFI, para hacer un egtudioc comparativo en monos infectades con

T.gpiralis. Aesultaron de alta sensibilidad, muy reprcducibles ambes,

Cironeau y col., 1881, {12 )} encusnirsn mavor precoccidad
en la deteccidn de anticuerpes circulantes por la téonica ELISA (8

dias) que por el test de Microprecipitacisdr (dia 22),

Yang, 1882, (8l ) ve que existen reacciones cruzadas sn—

tre T.spiralis, T.canis vy A.suum utilizandc el test ELISA. Emples

#Buerss de conejos experimentalmente infestados con larvas de

T.spiralis.

De las pruebas mencionadas, las mis adscuadas para el diag-
néstico de iz triguinelosis son las pruebas de particulas insrtes,
come la Microprecipitacidn, lss de Immunofliucrescencia y las Inmu-

noenzim&ticas (ELISA).

Bl



Las primerss, son aconsejsbles come medios de rutina,
wor su facilidad de ejecucidn ¥ répidez. Las otras mfs complejas,

gstén indicadas para la confirmacidn de casoss dudocsos.
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ITT .~ JUSTIFICACION

De 1o hasta agul expuesto se desprende gue la tricuinslio-
slz humans sigue en la actuelidad siendo, en todo &l mundo, un pro-

blema ¢linico y sanitario importante.

La aparicidn de esporddicos brotes epidémicos es un hecho
en muchas provinclas espaficlas, con ciclos anuales en algunss, des-
tacando, en este sentido la zona del sur oeste espafiol.

Por otra parte, el curse clinico de la enfermedad an el

hombre hace gue en los brotes epidémicos ls sogpecha se establ

o
i
[®)
8]

de forma indirecta, en base a los caracteres epidemiclfgicos de los
mismos ¥ reramenie por la sintomatologisa ciinica asociada & las per—
sonas afectadas, dado gque los signos v sintomas de ls triguinslosis
humans, scbre todo al principic del procesc, son facilmente confun—
dibles con los ccasionsdos por agentes eticidgicos muy diversos, por
lo gue siempre se hace necesarisz, ante una zospecha de triguinsliosis
la confirmzcidn del diagnéstico presuntive mediante la reallzacidn

de pruebas de laboratoric adecuadas.

De los posibles métodos de dizgnéstico de laboratoric gue
tefricamente podrian utilizarse en la triguinelosis, los Unicos via-

blss en la préctica son los serclégicos, dirigidos a la deteccidn

antigenos de T.spiralis en el sueroc del sospechose.
Aungue son muchas las técnicas seroldéglcas gue en la lite-
ratgra espscializada aparescen aplicadas al disgndstice ssreldgico de
la friquineliosis humana, por desgracis, hasta el presente, nc pusds
decirse gue ninguna resuelva definitivaments todos los problsmas
planteados, unas por falta de sensibilidad, otras por falta de es-

a

pecificidad y todas porque al no estar comevrcializadas no son de
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aplicacidn = la.préctica,ruﬁinaria en cualouier labolatoric de and-
iisis clinicos. Esto hace gue tales tEcnices esten relegadss & la—
boratorics de investigacifn gque por su especializacidn e infrassg-

Ttructura pueden mantener prusbas diazgnfsticas adécuadas, gn las gue
algunos de los reactivos importante, como los antigenocs nscesaria-

mernite han de ser preparsades en ellos.

Es precisamente la conjuncidén de sstas dos circunstancias:
faita de téconicas estandarizadas para el servodiagndstico ruiinario
de la triguinelesis humana ¥ gue Sevilla y su zona de inflivencia
constituyan una parte del territoric espafcl sn el que con relativa
frecuencia se dan brotes epidémicos de ests enfermedad parasita
lo gue nos han movido a la realizacidén de los trabajos gues constio-
tuyen la presente Memoria de Linceciatura, cuya finslidad es, por
una parte montar y valcorar un test serolfpgico de Inmuncllucrescencis
indirects, adecuadc en nuestras condlciones de trabsic pars el dizsge-
nfstico de la triguinelosis humazna v, por ctra, la realizacidn de
una encuesta epidemicldgica entre poblacidn teéficamenﬁe sana, gque
permita conccer ¥ valorar lz incidencia rez. del parasitismo en =l
hombre, detectandc casog subclinicos gue, como S& conoce an OLros

raiges, constiftuyen iz mayoriz del total,






IV.i.~ MATERIAL

IV.1.1.~ LOS PARASITCS

iv.1.l.8.— Trichinella spiralis

La cepa de T.spiralis utilizade ¢n el presente Trabajo Tue
cedida por el Departamentc de Parasitologis de la Universidad de Gra-
nada ¥ viene siendo mantenidas desde el afic 1884 en nuestro laborato-

H

rio por pases ratdén-ratdn.

IV.l.l.b.= Ascaris suum

Los adultos de A.suum neceseriocs para la preparacidn de
los inmunisueros smpleados en la valoracidn de la téenica IFI, pro-
ceden de cerdos naturalmente parasitados y sacrificados en el Ma-
taderc MeércaSevilla., Los parésites fuercn receogideos Yin situ®,
colocados en un recipiente isotermo con scliucidn salina & 372C ¥
trasladados zl laboratoric. Una vez en &1, los adultos de Ascaris
lados a -8020, conservandose en estas condiciones hastae el momento
de su utilizacidn para preparar los corrvespondientes extractos an~

tigénicos.
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IV.l.l.c.~ Fasciola hepatica

Asi mismo, los adultos de F.hepalicz fueron conseguidcs a
pertir de higados de vacunoc, con parasitlsmo espontinec, sscrifica-
dog en MercaSevilla. Para ello, los higedos afectades fusron dissc-
tados cuidadosamente, rscogiendose todos los pardsitos locslizados
en los canalficulos hepdticos. Tras repetldes lavados en solucliin sa-

lina, fuercn conservados a -802C hasts su uvutilizacisdn.

IV.l.2.~ ANIMALES DE EXPERIMENTACION

cidén de inmunisuercs se han utilizade ratonss, ratas ¥ conelios.
Ratones albinos, razs albina, cepa O0F-1, de aproximadamen-—
te 20 g de peso, suninistrados por Panlsb y criados posteriormente
en el animzlaric del Departamenio.
Ratas blancas, razs Nestlé, de unos 150 g de peso suminize
tradas por el animalaric de la Facultad de ¥edicina de 1z Universidad

de Sevilla.

Conejos Neozelandeses, de 3 Kg de peso, con gerantia sa-

nitaria, suministrados por Biocentire,

I¥.1.3.— REACTIVOS

I¥.1.3.8.~ Inmunisueros

Para la valoracién del test de IFY desarrcllade en este

T



trabaic se han empleado:

1- Suereo$positivosanti~T.spiralis, preparadosen el propic Departa-
mento de acuerde con el método indicads més adelante.

2~ Suercspositivosanti~A.suum, preparadogsn el Departamente.

3~ Buerct positivosanti-F.hepatica, preparadosen el Departamento.

4~ Suere pesitive anti~-T.gondl comercialmsnte preparado y adqui-
ride a BioMerieux (Ref. 7541}.

5- Suerc positive enti-T.pallidum, comerclalmente preparadc y ad-

quiride a BioMerisux {Ref. 72191}

I¥.1.3.6.— CONJUGADOS TFLUORESCENTES

Se han utilizsdo dos tipos de conjugados fluorescentes,
arbos comercialmente disponibles en el mercado:
1- Anti-gleobulinas totales de suero de conejo marcadas con Iluo-
resceing, de Immunological Laboratories {(Rel 7210 ).
2~ Anti-globulinas ftotales de suerc humans, marcados con fluc—

resceina, de BicMerieux (Ref 72181).

IV.l.d.~ MICROSCOPIO

La lectura de resultados en el test de IFI se ha efece
tuado en un Microscopio Dialux 22/22 EB Leitz, dotade de sistema
de flucrescencia en éepi-iluminacidn 3- X Plosmopak, con Filire ex—

citador BP 450-480, vy filitro oclusor LP BLT,



Iv.2.~ METCDOS

IV.2.1.- INFESTACION EXPERIMENTAL DE ANIMALZS CCN T.SPIRALIS

Tanto cuando se raalizaron pases de Twspigﬁgéﬁlraténm
retén para mantenimiento de la cepa,; como cuande se infestaron
animalses para la obitencién de larvas en masa previc a2 la prepa-
racidén del antigeho utilizade en el test de IFL, ¢ a los sxirac—
tos antigenicos para conseguir log inmunisusres, el métode segui=-
do fue el mismo, varisnde dnicasmente la doslis infestante en fun-
¢idn del animal usado, rata o ratén y que, =n essncis, coincids
con el empleado en la mayvoris de las infestaciones experinmentales
de T.spiralis;en las que los diferentes invastigadores Tlenden =
imitar la forma esponténea y natural en gue esta infestacifn gs
origina; es decir, por administracidn oral de las fases infestan-

tes de T.spiralis.

Para este propdsito se ha seguldec bésicamente la téc-
nice de Kezar v Kozar, 19583, ( 38}, con ligsras modificacionss,
Ratones infestados experimentalmente con T.spiralis al mencs un
mes antes, fueron sacrificados por intoxicscidn con &ter. Hediane—
te diseccidn se separan diafragma, masseltercs, intercestales y
musculatura de extremidades inferiores, ¥y supericres. Esios res-—
tos musculares fueron divididos en pequefios trozos, gue fueron co-
ldcados entre 1las lé&mines de un Triguinosceonio, contédndose vy a—
noténdose el niimero de larvas de T.spiralis presentes, en cada uno

de ellos.

Para confeccicnar sl indculeo, con el nfimerc de larvas

infestentes necesaric ean cada caso, se procadid a mezclar varios

£k

de los trozos ds carne parasitada hasta consegulr una masa en la

gue se encontrase el nidmere de larvas deseade, preparindese en

A



cada casc tantos indculos come animales estuviese previsico infsse

tar.

Por reglas general, la dosis infesftante utilizzads en to-
dos los casos fue 10035 larvas, para ratones, ¥ 1.500%10 para ra-

tas, dosis naturalmente individuales.

Para facilitar la ingestidn del indculo, log animales a
infestar se wantuviercn las 24 horas previas & la infestacidn en

ayunas ¥ la carne infectada se les adninisitrd mezclads con azi-

car ¥y guesc rallado, desechando el empleoc de harins y agus pars
preparar el indculo, puss, en nuestras condiciones de trabajioc,
este procedimiento no ofrecid buencs resultsdos. En cada caso, se
comprobd que los animales llegaron a ingerir la totalidad gsl
inGculo, parz ellc se colocaron por separade en cubiculeos inde-

pendientes hasta que consumieron la totalidsd del indeculo.

EL conjunte de animales utilizados a lo largo del pre-
sente estudio. para conseguir el antigenc de triguins nscesaric
tanto para el test IFI, comoe para la preparscidén de los sxtrachos
antigenicos, fﬁe aproximadamente de unos 300 ratones y unas 8C

ratas.

IV.2.2.~ OBTENCION ¥ PURIFICACION DE.LARV§S LE T,SPIRALIS

-

iVv.2.2.1.—~ Obtencifn de las larvas de T.spiralils,

e



cadas en el apartade antericr vy con igual rietedologia, se ailslaron

diefregma, intercostales, maseterocs, etc.

Estas masas musculares fueron someramente trituradas con

tijerzs v sometidas a digestidn artificial para facilitar la libe-

racidn de las larvas engulstadas.

En esta fase se han probado las técnicas de Larsh y Kent,

1849, (40 ) v de Sulzer, 18685, {73 ] asi como algunas modificacio-

nes g las mismas.

La digestién se realizd en matraces de 50 ml de capaci=-

'l

dad, en los cuales iba el ligulido digestive junto con la carne trie
turada. Estos matraces se scoplaron z un ararabto de agitecién or-
biculer, (fotografia 1), ajustado a 15 r.p.m.,de esta formaz to-

s

do el digerido (carne més liquido digestivs) recibieron movimien~

tos constantes que ayudmron al proceso digestive de 1z carne v 2
ia consiguiente liberacidn de las larvas do T.gpiralis de sus

fogulstes'.

Todo este dispositive {aparato més matraces) fue intro-

ducido en una estufa a 37°C.

Las técnicas seguldas sé enumeran a continuacidn:
1.— T8cnica de Sulzer original 1865 (730},
- Por ceda 25 g de carne se zflade 1 1 de 1fguido de digestidn.
- EL liguido de digestidn estéd constituide bar 1 % de pépsi-
na en agua de grifo v 0,5 % de Acido clorhidrico.
- Agitar la carne junto con el iiguico durante 18 horss =2

372C.
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2,~ Téonica de Sulzer modificacidn & (TSA).

horas.

L83

- Tiempce de digestidn 1

{0
4

.~ Técnica de Sulzer modificacidén B (TSB}.

~ Tiempo de digestidn 6 horas.

4,- Téenica de Sulzer medificecidn & (TSCL.
~ Temperatura de digestidn 382C.

w Tiempo digestién 1,5 horas.
B £

o1
i

.~ Técnica de Larsh y Kent 1948 {modificszcidén Gonzalez Castro ¥

cel., 1972} {TLK}.

1 g de carne por cadae 23 ml de solucidn digesiiva.

- Solucidn digestiva constituids por 1 % ds dcido clorhidri—
co concentrade y 0,7 % de pépsina.

-~ Tiempo digestidn 1 hora.

- pH 1,6-1,8

8.~ Técnica de Larsh y Kent modificscidn A [TLKA).

Py

~ Tiempo de digestidn 3 horas.

En todas las sclucliones digestives hemos utilizado péo-

sina 2000 FIP/U g de Merck, pH 1,7, Ref 7197,

Tras los ensayos pertinentes la tfcnica de
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dige
uida por nesotros en este trabaioc ha side iz nimero 8, Técnilca de

[Ie

arsh ¥ Kent original perc con tiempe de dizestidn aumentade z 3



iV.2.2.2.~ Purificacidn de las larvas de T.spiralis

Tras el proceso de digestidn, las larves de triguina gus-
dan liberadas de los "gulistes', manteniendc perfectamenits su movi-

idad:; sin embargo, tras esta etapa, siempre gquedan peguefios restos

bk

mugculares sin digerir procedentes del hoespedador, gue hay gue s
parar de las larvas a fin de gue postericrmente no infterfieran du-
rante la fase de obstencidn de inmunisueros ¢ de realizacifn del
test de IFL; en definitiva, tras la digestiin debe realizarse un

procesce de purificecidn de la suspensidn larvarisz.

Para ellc se ha seguido la Técnice de Bozicevich y col,,
1851, { 8 ) medificada por Gonzalesz Castro vy col., 1872, (22 ).

- o

Se utiii un dispositive, {figurs3 )}, gue counstzsha de
fhie) seporée con arc, en &€l gue s coloed un embude de adecuads cae
pacidad. En el pico del embude se adaptd un troze de tubo de goma
oorto, gue por el extreme inferior iba scopliado = un tubo de cen-—
trifuga graduado. Dentre del embudc se pusc un dehle arc que so-
portabs una malle de tul con espacles circulares de 0,5 mm de dia-

= o

metro ¥ scbre &sta se dispusce 5-86 capas de gasa de 21 hilos x om .

A1 tubo de cintrifuga se adiciond 10 ml de una solucifn
- . . - "
de carboxi-metil-celulesa, Panreac, Ref 142416, al 2 % {concentra-

cidn Sptima para este propésite, gque fud determinada tras reali-

i

ar varias pruebas con diferentes dilucicones de CMC en aguaz des-
Tilada- 3,5; 2,5; 2; 1,5;- resultando la corcentracidn 2 % I1a o-
nica gue permitia el avance de las larvas a través de ells, ine
pidiendo al mismo tiempo, gque el resto de sustancias del digeri-
do pasasen. Las-diluciones 3,8 ¥ 2,5 fuercn demasiade densas, no
censiguiendo las larvas moverse por ella, mientras gue la del

1.8 % era de tan bajs densided que se mezcleba con todo =l dige—

e .
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Figure n% 3: Embudeo whtilizeds en 1a purificacidn de Ias larvas.
1.: Carboxi-metil-celuleosa.

2.: Bubo de goma,

3.: Capas de gasa.
4, Tul.
5.3

Soporte.



La CM{ se prepard disclviendo Z2 g de CMC en 100 ml de agua
destilada, dejande reposar 24 horas para gus la CMC absorbiers el

agua, v centrifugande en centrifuga refrigerada { tipo GTD 50 Sorvall)

i

L4
& 3000 r.p.m. durante 2 horas,con el fin de eliminar restos celuld-
sicos no solubles de CMC. Se decantd el supsarnadante con cuidado
para no arrastrar impurezas del sedlimento, siendo este supernadan-
te el que se utilizd en el dispositivo descrito anteriormente.

Una vez adaptado el Tubc de centrifuga que llevaba la so-
lucidn de CMC al tubc de gome del dispositive, se virtié lentamen-
te por el embude, ¥ a través de las capas de gasa y tul, una pe-

“guefiz porcidn del digeride, de forma.que guzdase superpussto, sin
mezclarse, a la sclucidn de TMC. Después ss continud adicionads

digeridc hasta llenar por complelto el sistena, esto es, hast

Ay

el digeridoc quedase & unos 4 cm del borde superior de la gasa.

Se mantuvo 2 horas en sedimentaci’n en estufa = 3720.
Burante este tiempo las larvas, gracias a 82 movilidad, pudieron
migrar a través de la CMC, buscando siempre una zonz mis limpia,
con 1o gue se separaron del resito de digerido, el cual cuedabs su-

serpuesto con la sclucidn de CMC.

Tras este Tliempo se desconectaron del dispesitive los
tubos de cintrifuga. En cada tube gse sifond con cuidado @ 11~
guido suprnadante menos 1 ml del fondo. De ssta forma si sedinen-
to larvario quedaba a suficiente distancia de la superficie del
ifguide remaneﬁte (lmI) evitande su remocifn v el arrastre de lar-

vas por el sifonado.

El sedimento cbtenido sge resusperndid en 5-10 ml de so-

w50



Iuvcién salina. Se superpusoc sobre 8 ml de CFZ al 2 % contenida en

ST

tro tubo de centrifuga ¥ s2 deid sedimentar hasta gue todas las

O
3

-t

arvas estuvieron én el fondo del tubo; se decantd el sobrenadan~

te, ¥y con el sedimento de larvas, se repltid la misma menipuls-

Finalmente, se laveron las larvas 3 o 4 veces en solue

cidn salina para elimipar los

El resultado final es la gbtenci

de larvas toital-

&
mente puras, libres de tejidos del hospedadnr y de CHC, - con io

3
.

e
cual dichas jarvas tuvieron garantia suficiante para ser ems
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das en la elaboracidn de extr
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ctos antigénisos destinados
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munizacidn de animales, v como antigenc en 21 fest de
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Zgmta, comprobande el grado de la misma por controles microscd-

Para cada 10 ml dé 'scliucidn salinn estéril sé coloed el rit

rade de larves obtenidas a partir de 15 ratas infestadss, ds




dose macerar 24 horas & 42C., agiténdose durante este tiempo unas
cho veces. Seguidamente la suspensidn se centrifugd a 3000 r.p

o)
durante 20 minutos, en centrifugs refrigerada {modeleo VIRTIS

En el supernadante, tras ser esterilizade por F

se determind lz rigueza proteice per la téonica de Lowry, a

¥

o

ioge esta & une concentracién de mg~ml. Finalmente 2l extracio 0b-
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.— Extrzctosz totales de F.hepatica v A.suum.

Los adultes de F.hepatica fueron liofilizados y posteriocr-

mente triturados en un homogenelizador {tips VINELAND,N.5, USA, con
pigtile de tefldn), en frio.

El triturado se pasd a maceracidn en sclucidn salins,
durante 24 horas, a 480, con agitsciones peribdicas.

El extracto fue centrifugado y filtr igual gue en el

casc anterior, ajustandose su concentracidn proteica a 6§ nmg

de conservarloc a MSOECn

Log exbtractos totales de A.suum fuercn precarados dg igual”
forma que los de F.hepatica, la Unica diferencisz consiiid en el em-
plec de morterc de &gazta, en sustitucidn del homogenizador, para

El métodeo de Lowry seguido pars valorar la concentracidn

proteica de los exiractos antigfnices fue €1 siguiente:

Se basz en la rezsccibn de las proteinas con e

L reac
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V.2.4.— CTENCION DE TNMUNISUEROS

iimenes Fijes de cada unc de los extractos antigénicos menclong—

dos a Intervalos fijos de tTiempo.

14 dias, comenzando el 18 de Febrero v finalizando el cuatro de

Marzo, en hotal ocho dosis inmunizantes.

Finalizado el pericdo de inmunizac:dn, se hiciercn san-
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M
ot
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a paritir de la vena marginal de iz orejz; re-
cogiendose de cada animal unos 10 ml de sangre, de los gus £4
mente se consiguieron aproximadamente 4 ml do suerc inmune. Es-

te fue repartidec en alicuctas de S%fly conge .ade a —20°%C hastz el

momento de su utilizacidn,



IV.2.5.~ TEST DE IFI PARA TRIQUINELOSTS HUMAHWA

BiZgicamente el test ensayado y valorado p
Tico de triguinelesis humana vy animal en ests trabaioc es el
tawidjaiz v col., 1863, {4 ), utilizando en todos los cascs

soporte del anitigenc portas para inmunofluor

de 8 mm de difdmetro (BiocMerieux, ref 73731}.

Como antigenc se han utilizado lzsrvas de T.spirall
paradas cemo se indica en el apartado IV.2.2. En unos CAScS
larvas se utilizaron "in toto', mientras que en otros previam
te & su Tijacidén al porta fueron sometidas & sonicacidn en
o s cador {tipo Ultrascns (5 )} durante 4% minutos, afiad
a2l porta volumenes fijos del producto obteniido.

Para establecer lazs mejores condicicnes de fijecid
antigenc de T.spiralis & los portas de inmurncfluorescencia s
provado las sigulentes condiciones de Fijacidn:

.- Larvas suspendidas en solucidn salina y secade

estufe a 3720, 4 horas.

b.— Larvas suspendidas en sclucidn salina v secado
estufe a 37¢C, 4 heoras, més irmersidn en acets
durante 5 minutos.

¢.— Larvas suspendidas en agus bidsstiladsa, secads
tufa & 3720, 4 heoras, nis tratarientc en aced
durante 5 minutos.

d.— Larvas suspendidas en agua bidestilada, secado
tufa & 378C, 4 horas, flameo suave & la ilzpa
Tamientc con acetona durante T minutos.

e.~ Igual gue en &l caso anteriocr, prolongando el
miento con acetons durante 17 minutos

55—
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De todas las condiclones de fijacién indicadasfla que
ior resultade did en cuanto a la persistencia de las larvas so-
mre el porta tras repetidos lavados en PBS fuz la (e), de fal forms
gue todas las titulaciones reslizadas en este trabajec 1o han side

empleando esta Torma de fijacién del antigenc,

Dadas las caracieristicas de las larvas de Tkspiraiis

I\

comoe antigeno, se desprende fécilmente que loz ©f

cuslquier suero positivo en el test de IFL dependeran de la concen-—

zugpensicnes larvarias m&s o mencs concentracdas. Para esta Conpro-

baciln se prepararon 40 portas, cads uno con 10 pocillos, distri-

A

K
e

idos en 4 lotaes de 10. En el lote ninerc ze fijaron 3 larvas de

& en el lots nimerc 2, 9§ en ol lote nfime—

re 3 ¥ 12 en el lote nbmerc 4. Utilizando ests conjunto de portas
ae determind los titulos obtenidos en cada czso con los suer DO
sitives ¥ negativos preparados al efecto come se indice en el apar-

tado IV.2.4.,

El emplec de 12 larvas por pocilleo, como puede obhservar-
se en el apartadce de resultados, proveced la c¢obencidn de titulos

en 108 sueros positivos anti-Trichinella muy szrdéximos a los cbte-

resulta dificil. Por el contrario el emplso de 3 o 6 iarvas por po-
¢ilio, 8l bien cofrecia una interpretacidn de resultades correcta

hacia gue los mismos fueran inconstant

—B7_



realizacifn del test de IFI ensayadoe ¥ propuesto para utilizaci

rutl

-

nariz en este trabajc se desarrclld en lzs sigulentes eitapas:

.~ Fiiacidn del antigenc

A cada pocillo de los portas se efiadidé 25

t

pensidn en agua bidestilads de larvas vivas de

w Inmersidn durante 10 minutos en ncetonz.

~ Diluciones seriadas de los suercs desde suerg purc &

de cada una de las diluciones de log suero

i
()
O
0
i
6]
~1
10}
]
o3
o
by
A
3
s
[
3]
)
b2
[
w3

u
-~ Lavar dos veces durante 10 minutos cada vez en PBS.

- Secar al aire.

Incubacidn con el conjugado {lucrescentsa,

~ Preparar en solucifn de azul de Pvans 1:10,000 diluci
1

mana y anti- —globuline de conejo respectivamente.

ninutes.

—_58-



- Laver 2 veces durante 10 minutcs cada vez en PES.
Secar al alre.
4.- Montaje y observacidn
— Los portas fueron cublertos con cubre ohietos de tamafic
adecuado ;utilizando como medic de montaje glicerina an-
hidra de pH ligeramente alcaling {aproximadamente B).

.

|

2.6.~ VALCRACION DEL

TEST DE

La credibilidad de cuslg

nada por cuairo paridmetirc

~ Precisidn, sxactitud, sensibilida

Precigidn s un términe gue se rellere a la magnitud ds

tidos zndlisis de la misma muesstra, independiientemente

.

dero valor de la sustancia medida. Cuantas

aca
esencia de una bajz ¢
Cuantc menor sea la

método mayor

serd la sensit

entre resultados cuantitativos obbtenidos

Mencres séan

Dt

ilidad

habituaslimente come su

capati—-

cidn de un com-—-
una sustanct
E€ste. En



contraposicidn la especificifad se refiere & la capacidad de un mé—

o

Zodeo para producir un resultado negative cusnde el verdadero esta-

Normalmente la valoracidén de los

de ser realizada en funcidn de cilculos matemdticos. En nuesitiro es—

0y icuic
¢e la-precisilén se utiliza la desviacidén esténdar (35 ), siendc &s-

pars desceribir la disper—

dad de la prusha teniende en cuenta el nimero de falsocs negabtivoes
gue seo producen mediante el sigulente céliculoc:
VER. (+) - TAL. {~)

larse de forma similar z Is utilizada pars obtener el Indics de

En el presentse trabajo para la deserminacién

s
[a N
m
Pt
O
0

o
3]
H

H

&metros antes indicados se han programado v reslizad

o
5)
i

oy
w
i
o
i
5
b
°
j

tes experiencias.

Como suerc positive se hen utilizado los obt nidos a



partir de conejos sanos inmunizados con antigano

mo suerc négative los obtenidos de conejos sanos inmunizados frente

v T.pallidum comerciaslmente preparados.

Para cada experiencia se han utilizade diluciones geria-

das fe log sueros indicades comenzande por susro pure ¥ ilegends a

lucidn de sueroc. En sstas condiciones las expariencias se han repe-

tido cuatro veces v con los resultados cbienidos de acuserde con lo

indicade antericrmente se han determinado los indices ds precisis:

-

Les pardmetros han side calculados pava el antigenc cons-

tituido por larvas entersas.

ene el estade fisgice del an-
tigeno utilizade. Para elloc se han valoradc suercs positivos vy
negatives frente a antigeno constituldo por larvas completas v re-
oifn purificadas, por larvas completzs congeladas a —20%C durante

23 diss y por larvas sonicadag.

tr
\

V.2 7. ENCUESTA SEROEPIDEMIOLOGICA

=d

Determinadas las condiciocnes de utilizacidn del fest IFI
para serodiagnistico de triguinelosis humsna y valorado su compor—
i

tamiento, el test ha sido util

b
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izacidn de una encues—
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etectar la incldencia de este parasitismo entre este zru



v distintas en principlio a

~ Cruz Roja

- Laboratoric Mur

nicipal.

- Sierra des Huslva.

— Hospital Virgen

Los sueros recogidos en la Cruz Fojo proceden de

volunterios de sangre,

COrresponden a4 Dersonas gue

a hostelerfa v

tras recogidas al agzar entre

nalmente los sueros suministrades

proceden
patoldgicos,

Todes los sueros
tivamente por
enn antericores apartedos,

v negativos.

ios procedentes del

de enfermos encanades en el mismo aguejiados de

indicados
al test IFI a

incluyvendose siempre cont

del Rocic.

Laboratoric
por su actividad
ivelva corresponden a mues-—
poblacidn femenina de la zona y fi-

spital Vip

han sido valcrados

T.gpiralis segin las pautas indicadas

troles

—Bo_






Lroceso

1

ue S4

e
e

1

DIGESTICN

iz

—

S D
fluenc

L

NI

5

fal
W

iE

o
4

TES

i

-

$
LEOE

LFEREN

os resultados obteni

LAS D

SCUSTON
DE

1

DI

Ls

TADOS Y
SAYADAS.

ESUL

L i

N

2

@ N & [
n ] 11
[k I R & S | A O]
B S (1 B £ o
e n &5 o o o
= o w0
= ooed e )
« @ £ om0
L o O ] o
el Lo 3 - ] o
1.4 £, 4] hbes}
W £ A $ bl
= o 8 43 «
=] wod L
[ B L &
L ) i Rl ur
3 > ] i v
o bl o @ Ty
] [ S =]
5 S < I = T R
= £y @ [}
04 O o G A2
L] 42 a4
g e L0 G
i [} Q o] >
@ oH o4 o
68} o
[ST ' I
it} i 42 s
@ B N »
P 4 w oW
o] =) O Q
Q e 3wl
k¢ Wl )
© LR
£ D =t
el om0
RO oo
g ¢ ooow
# £ (SIS B T ¥
v ¥ o, erd
n <2 e 0
o o] [ o 0] qa
j - R o]
fa f4 (] o O
o o] @ 0 [O TN ]
4 L4 4] [ Q @
e £ @ =)
o o w o)
LRI S W0
4o Q [ I o S B o B
o W 200
sy el <L 1w ] i)
® W QU 3 fa
2wl ™ W G
o H [T B & RS A
O i (9] ol £
- N FO TR S T N ]
42 i k] i ]
[r VI & S & &
[ SR &
u) B e R R T T
e @ s ] 1
oo g 4+ 0
o [, ©
QO [f4] [13] ) ] )

ow ST V- R

-

sidn

o

ia susper:

ia que

les,
—Bb—

i

Svi
rifi
tanto,

r una posterior pu:

amente m

£
“

2Ly

técnica, po



LAS DIFER

ENIDOS CON

Fod

Té&cnira de Sulzer mo-—

mo

ENSAYADAS.

GESTION

s
il

3

ulzser

2

ica de

]

ar

L

=1

1 Técnice &

K

T
Ly

8]

LARVAS

LAS

=
DE

¥
rec

25 larves apa:

L,
i

arsn
ESTADO FINAL

CCS0 -

Téenica de L

T5C

iles.

mdv

vas pero escasamentéa

i

Larvas v

0

|5l

viles.

7omuy mov

3
o

vas Vivas

La




V.2.— SOBRE LA INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ANTIGEND EN LOS TIL

TULOS DE ANTICUERPOS OBTENIDOS EN EL TEST IFI PARA

SIS.

Como se indica en Material y Mét
ge la conceniracidn de larvas de triguina er
ga como antigeno en el Test IFI valorado, pod

enides tante con sueros positivos como

probrande custro suspensiones larvarias 4

permitia la presencia de 3 larvaes por 4%ﬁrda suspensi

& = i N
gue habfia 8 larvas gor 25mMi, una tercera con 8 larvas :
/ /

ta con 12 larvas/25 i
]

Los titulos obtenidos con suercs pesitives anti-trigquina,

bl

nti~-F.hepatica, anti-A.suum, anti-T.gondil y anti-T.pallidum

te a cada una de las cuatrce suspensicnes antigénicas guedan refls

en el cuadre ng 2.

De &1 se desprende comn a medida gre la concentracidén anti-

génica aumenta, los titulos de los suercs posiftivos anti-T.spiralis van

disminuyendo, con lc gue la sensibilidad de Iz técnica disminuye. Por

ra, este aumento de concentrscidn en la suspensidn antigénica no

parece tener gran influencia respecto & los titulos obtenidos con los

restantes suercs, por lo gue la especificidac del test no parsce verse

ste nog ha conducide a considerar come concentracidn arn—

tima para nuestro test aguella suspensidn larvaria capag
de proporcionar 9 larvas por cBﬁfﬁe suspensifén, pueste gue los titulos
nseguidos con log suerocos positivos son constantes y similares a los

chtenidos con concentracicnes de 3 y 6 larvas por 25/ / de suspensidn

i

G5



zon la ventaia de gue los resultadeos ofrecidos por la suspensidn de
g larvas por 25}"‘55031 més constantes v reproducibles qgue en ios oires
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CUADRO 2 @ INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ANTS
I ESULTADOS OBTENIDOS EN EL TEST IFI PARA SERCDIAGNCSTI
SPIRALIS.

We: mfimero de larvas/pocilleo; T.s: susre anti
A.s: suero anti-A.suum ; F.h: suerc anti-F.l
T.g: suere enti-T.gondil ; T.p: suerc anti-T,nallidum.
Ne o T.5 F.h A.s 7.8 T.p
i 128 16 4 £
H*

n
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3%}
w
I
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b &4 4 2 1 %

I o4 4 2 1 i
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2 32 2 2 2 1
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CULDRO 3 : COMPORTAMIENTO DEL TEST DE IFYT PARL SERCDIAGNOSTICO
DE T.SPIRALIS FRENTE A SUZLOE POBITIVOS Y NEGATIVOS.
{1} ANTIGENC CONSTITUIDC PO LAR%AS COMPLETAS

rexperiencia n? ... ; D: duplicado. ; T.s: suerc anti-T,.sgpira-

i F.h: suero anti-F.hepatica. ; A.s: suero anti-A.suum.;
suero anti-T.gondil. ; T.p: suero anti-I .pallidum.

1.1.: suerc de conejo no inmune; *: ti tulss obtenidos.

I3 D T.5 F.h &.3 T.g T.p S.c.n.i
. 1 256% g i6 4 4 4
2 512 4 3 1 2
- 1 258 4 4 2 1 2
=
z2 256 2 4 2 2 2
3 K B12 8 18 4 A 2
2 2586 18 18 2
5 4 o - o
4 1 258 16 L o 2
zZ 128 4 8 1 i 1




CUADRC 4 : COUPCRTAMIENTO DEL TEST DE IFI PARA SERODIAGNCSTICC

[II) ANTIGENOC CONSTITUIDO POR LARVAS ENTERAS ¥ CONGELADAS DiU-
RANTE 30 DBIAS.

R: experencia n® ... ; D: duplicado. ; T.s: suero anti-T.spi-
ralis. : F.h: sueroc anti~F.hepatica. ; A.s: suero anti-A.suum.
T.g: guere anti~ T.gondii. ; T.p: suerc anti~T.paliidum.
S.c.n.i.: suerc de conejo no inmune. ; Ttitulos cobitenidos.
B 5 T.s F.h A.s T.& T.p S.c.n.d.
- i 128% 4 g 2 2 2
2 128 4 4 2 2 2
5 i 258 4 18 2 2 2
z2 258 4 8 2 2 2
o i 128 4 8 1 4 i
~7
2 128 2 4 1 2 1
s 1 512 2 2 i
% 2 z
2 258 P a8 1 Z

i



CUADRO & @ COMPCRTAMIENTO DEL TEST DE IFI PARF SERCDIAGNOETICG
DE T.EPIRALTS FRENTE A SUHERCS POSITIVOS Y NECATIVOS.

{I717) ANTIGENG CONSTITUIDO POR LARVAS SONICALAS.

R: experiencia n® ... ; D: duplicado. ; T.s: suerc anti-T.sgpi-
railig. ; F.h: suerc anti~T.hepatica. ; A.s: suerc anti-A.suum.
T.g: sueroc anti-T.gondii. ; T.p: suero anti-f.pallidum. ;
S.c.n.i.3 suerc de conejo no inmune. ; FLitulos obtenidos.

R D T.3 F.h A.s T.g T.p S.c.n.i.
. 1 512 16 16 4 s
2 512 8 16 z 4 2
- 256 18 2 z
z 258 15 4 4 z
- 1 256 8 & 2 4 2
2 128 4 4 2 1
. 128 4 8 2
2 128 2 2




Para determinar la influencia del estado del antigenc so-
bre los resultadeos obtenidos con el test IFI, se ha procedido al
c&lcule de la desviacidn standerd y del intervalo de confianza de

-

iz media de todos los titules cobtenidos, pars cada tipo de suer

caso, e decir; tratamientos: 3 ; suercs prodlema:

[9)]
Hy
(in
e
Pt
S
]
3
u
i

s duplicados: 2, A partir de estos dates se puede determinar la

[

A

nfluencia gue el tratamiente del antigeno tiene en la precisidn

L.

el método. Los cdlculos individualizados pera cada suers proble—

o)

’,3

=z guedsn recogides en los cuadros: 6,7,8,9.10, ¥ 11.
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lo gue se indice en los cuadros come T x dil. situade 2 la dere-

cha de log valores reales de las medias. Esto obedece a gus en el

método utilizado la cusntificzcidn de los resultados no pusde ha-
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tre ambos sueros. Por oira parite, en este Lipo de técnicas es &d-
mitido gque cuando dos valores conseguidos er ellas se diferencian
gnn una sola diluclidn hay gque considerar ambos resultados iguszles

por tanto, un titulo 256 serd equivalente & otro de 512. En ests

et

Pt

sentido, come con el célculo de la precisidér se pretende demosirar

si los resultedos reales se encuentran muy CiSpersos O MUY Bgrupa-

dos alrededor de la media, en nuessire case un intervalo de —~ ung

r

dilucidn respectc a la media ha side interpretadc come acepitable

v significative de que los resultados estan bien agrupados alre-
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edor de Izrmedia y, en definitiva, la precigifn del mét
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esas condiciones es buena.

Enalizande los wvalcores calculados 2ajo las clircunstancias

antes indicadas, del cuadro N2 8 se desprende que frente a suerc de

arve

b
m
Uk

T.spiralis el antigeno constituido por completas y i
aln vivas zl porta d& sl método una alta precisidn, precisidn gue
disminuve cuande el antigeno es congeladc ¥y cuandc es sometido a
sonicacidén: en cualguier casc la precisifn <=1 método con los fres
antigencs probados es aceplable, pues en ningun momento el inter—
velo Llega a alcanzar el valcr de dos diluciones.

rente a los demés suercs problemes, en general, el tra-
tamiento del antigeno no modifica le precisidn del mé&todc gue

otra parte, es en casi todes 1os casos més cue aceptable pussto

e el intervalo da la media se encuentra er ellos enbtre £ 0,4

dilucién y & 1,1 dilucidn. Ten solc en sl ceso de larvas completas-
: ; - : £ + 25

-guere anti-F.hepatica este intsrvalc es més zlito, 1 1,7 diluciones

auncue nunca este intervalo alcanze el valor & 2 dilucicnes.

vas de T.spiralls utilizades como antigenc sn el test IFI pars
serodiagndstico de Triguinelesis no modifice la precisidn gue el
m&todo tiene, en comparacidn con la que pressnta cuandoe se uti-

iizen como antigenc larvas completas vy reclen purificadas.
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CUADRO 8: INFLUENCIA DEL ESTADC DEL ANTIGENO SOUBRE LOS RESULTADOS
T Tt

GRTENIDOS EN T

L.c.: antigeno constituidos por larvas complicstas; L.cong.: anti-
gence constituldo por larvas cengeladas; L.a: thtigend constitui-
do por larvas scnicadas. T.a: .spiralis.
T.8.
R - L.c. L.cornz. L.s.

[

[AN]

N

M,
F

9]

o

5 il 256 256 258
- z 256 256 2558

3 i 51 128 258
2 258 iz28 128

z 1 256 512 128
‘ 2 128 258 128
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CUADRO 8: INFLUENCIA D
E

ESTALGC DEL ANTIGENQO SOBRE LOS RESUL-
TADOS OBTENIDOS EN T D F

.1 antigeno constituide por larvas comp‘ietfzs; L.cong.:
ano constituldo por larvas congeladas; 8

» T.g,.: suergs positivos; Dil.: d
uplicadog. A.S: A.Buum.

R I L.C. L.cong. L.s.
. 1 is 8 1
- z 8 4 18
1 4 16 ig
2 - . -
2 4 16 16

Y
-
6]
[¢9]
jse

2
2 i6 4 4
4 15 8 8
2 8 8 4
X 1130,84di1, 810,78di1. IIf0,844il.
S 5,2 3,8 5,2
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P
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CS_&DPO'O INFLUENCIA DEL ESTADC DEL ANTIGENO SCOHRE LOS RESULTA-
0os ¢ DCS EN TEST DE IFI.
L.c atigeno constituide por larvas completas; L.cong.: anti
geno constituido por larvas congeladas:; L.s.: layrvas sonica -
desg; sueros positives; DIl.: dilucidn; Féplica; Duplica
dos. T.g:leondii
T.g
R D L.c L.cong. L.g
., 1 4 2 4
H
2 1 2 2
L z 2 2
2 -
2 2 2 4
2 1 4 1 2
2 4 1 2
2 1 2 2
bt 1,8%0,444i1 2,4%1,1411 c.8%0,7d11
3 G, 4 1,3 1,0
o G,.3 C,8 G.7
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CUADRCIOINFLUENCIA DEL ESTADROC DEL ANTIGENCG SOBRE LOS RESULTA~
g B

D0OS OBTENIDOS EN TE

por larvas congels

positivoes; Dil.: dil
id

T n
Lo
R D L.c. L.cong. L.s.
1 4 2 4
2 2 2 Fd
1 1 2 2
2 - )
2 2 2 z
- 1 4 4 4
= z - 2 4
: § g ‘
2 i 1 2
-~ 2,5%1di1 2,120,841l 3,5%0,4811
=
1,2 ¢,8 0,9
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CUADROLIINFLUERCI ESTADO DEL ANTIGENQ SCHRE LOS RESULTADOS
CBTENIDOS mN TEST DE I
L.¢. gntigeno constituido por larvas completan; L.c
ne constituido por larvas congeladas; L.s.:

ros positives; Dil.: dilucién; Réplica;
ro de conejo no inmune

S.c.n. i
R D L.c. L.cong. L.z,
1 1 2 z
2 2 2 z
5 1 P 2 4
-4 ~ ~ ~ o
d L - e
1 2 1 2
3 - - .
z L s
: : :
2 1 i 2

X 2,1%0,8

5:)\
Fdo
ot

1,5%0,548i° 2,1%0,84i1
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83 bien el tratamiento del antigeno no parecs modificar
la precisidén del tesbt, resulta importants tanmbién determinar si ls
sensibilidad del mismo se ve o ne afectada por el mencionadc trata-

miento por congelacidn y sonlcacidn.

Paraz ellc, y utilizande dnicamente los resulisdos obie-

nides con el suerc positive anti-~T.spiralls
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!

cular si entre las medias de los titulos corn cads antigeno existen
¢ diferencias significativas. Para ello se ha aplicado lg BLY

de Student entre medias, reflejindose en log cuadres 12,13, ¥y 14

T

il

zgdos de log cdlculos efectusdos, silempre sobre Tranfor-

Los célculos reflejan que a un nivel de significacidn
del C,08 no existen diferencias significativas entre las medias

obtenidas con larvas completas y larvas sonicadas, siendo estas

diferencias altamente significativas entre larvas complielas vy
iarvas_comgeiadasg por una parts, y entre lervas congeladas y
larvas sonicadas, por otra. &8 decir, las medias de los titulos
obtenidos pera los suercs anti-T.spiralis con larvas completas v

iarvas sonicadas como antigenc son los mds zltos e igusles entre

i, mientras que la medis cuandc se emplean larvas congeladas

th

menor y significativamente diferente gue e
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En ceonclusidn, la sonicacidn no a tera la sensibili-
dad gue el test IFT pars serodisgndstico de tricuinelesis pre-

senta utilizandec larvas completas y reclentomente purificadas
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CUADRC 13: CALCULC DE LA ¢t DE STUDENT ENTRE LAS ¥EDIAS DE
EGUIDOS EN ZL TEST IFI CON SUEROS POSITIVOS ANTI-T.BPI
ANDO TRES TIPOS DE ANTIGENOS: VALORES REALES TRANSFORMAD

CAMENTE.

s

L
&

L.c: antigenocs de larvas completes de T.gpiralise. ; L.cong.: antigenocs
de larvas de larvas de T.spiralis completas y congeladas a -20%8C,30
dias, L.s: antigenos de larvas sonicadas de T.spiralis.II. Compara-
zidn entre L.c y L.s.
. L L L.s
v —w 2 . [
¥? Suero 1 (X xg ) *3 | xgxg
1 2,40 03,0016 2.70 0,1z228
2 2,71 C,0728 2.70 0,1225
3 2,40 0,00186 2,40 0,0018
4 2,40 (,0018 2.40 G,001
5 2,71 0,0729 2,40 ¢,0018
8 2,40 0,0018 2.10 0,0878
7 2,40 0,00186 <.10 ¢,0878
8 2,11 . 1088 2.10 C.,08756
T x 13,53 13,93
% 2,44 2,35
S em)?
2 (x=%) 0,2600 0, 4526
0,2611+0,4526
SR ————= (3,2834
14
=
% 0,2934x16
Eom = —nen = 00,2708
\l 84
it
4
2,44-2 35 _
L - _ (}j 23
$,2708
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DE LA t© DE STUDENT ENTRE LAS MEIDIAS DE LOS TTYTULCE CON
IFI CON SUEROS POSITIVOS ANTI-T.SPIRALIS UTILIZANDC
ENOS : VALCRES REALES TRANSFORMADOS LOGARITVMICAMENTE

cigenos de larvas completas de T.spirelisg , L.cong:
T.spiralls completas ¥ congeladas a
larvas sonicadas de T.spiralisg.Iill.Comperacidn enire

L.c. S.
Ne Suero % \xz—x2)2 ® (x~x 12

1 2,11 0,0361 2,70 0,1225
2 2,11 0,0361 2,70 0,105
3 2,40 0,0100 2,40 0,0015
4 2,40 0,01C0 2,40 C,0018
5 2,11 0,3610 2,40 0,0016
& 2,11 0,0361 2,10 0,0876
7 2,71 0,681 2,10 0,0675
8 2,40 0,0100 2,10 C,0675

=X 18,35 18,95

X 2,30 5,35
S {xx ) _ 0,3425 0,4528
o2 .0:3425:0,4526 0.37a5 F = C,8728.16 - 0,3061

14 | ta
i
£-2:50 = 2,3 = 5,47 £(0,05-1421)= 1,76
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V.4,- VALGRACION DEL TEST DE IFI PARA SERODIAGNOSTICO DE
LOSIS: PRECISIQON, SENSIBILIDAD Y ESPECTIFICIDAD,
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C .
tedos, la valorscidh global de cumlguier test inmunecldgice viene
blecida por Tres parémeiros: precisién, sensibllidad v especi-~
Ticidaed. En nuestro estudic se han valorade sstos parémeiros & par-
tir de log datos obtenidos en la titulacidn de los susrcs positivoes
rante a distintos antigencs, ya enumerad
de esta Memorisz, utilizando como antigenc lervaes de tricuina comple-
tzg, vivas y fijadas al porta & razdn de 8 larvas por pocillo. Les
résultaﬁos de los titulos cbitenidos en cada caso se

cuadro nf 3. gue recoge los titulos méximos conseguidos con cada =u

;
Titulos obtenides en el test IFT con susros de conglic
anti~T.gpiralis. Resultades de cuastro ré&plicas con dos duplicados.
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En este epigrafe se confirma lo y2 visto antericrmente,

a1l comprobar la influencia gue el tratamientc del

sobre los titulos de los suercs en el test IFT utili

z
compleSas recientemente purificadas como antigenc. EL1 test p

-

ta un alto grade de precisidn puesto que el intervaio de la medls,

reflejade en unidades o fracciones de unidades de

®

ste casc inferior a T 1 dilucién, por lo gue los

o

viduasles estan nmuy asgrupados alrededor de le medi

del mEtodo es adecuada.

-36—

a y la preci

o



V.4.2,— SENSIBILIDAD

Parg la determinaclon de la sensibilidad del
lorado en este Trabzjc, se han considerado oome SUSros
mente

entigeno de spiralis v come verdaderos negatives los restentes
suercs qgue, & su vez, son positivoes frente a F.hepatica, &.guun
T.gondii, T.pallidum o procedentes de consjcs sancs.

El calculio del indice de sensibilidad, se ha rezlizado
de acuerdo con la férmula indicads en IV.Z2.€. de kalterial v M&to-
dos, ¥ a partir de log resultados reales de las titulacionss de
lcs susros reflejados en log cuadroes de Resulitados n2 35,186,117, y 18
de acuerdo con los siguientes planteamientos:

l1.- Sensibilidad &8sl método para titulos iguales a 256;
Estadc real de las nmuestras
Resultadoe de lz prue-
ba positive
positive 7
negativeo i3
Efectuande log cdlculos correspondientes fenémos
gue:
I5: 85,71
Z.— Sensibilidad del método para titulo igual ¢ inferior a 1z8:

Regultado de l=z prueba

Estado real ¢e las mussiras

pos? tive

positivo 8
negativo 0
Efectuande ios cdlculos correspondientes tenemes

-8

7



CUADRC 1B:TITULCS OBTENIDCS MEDIAKNTE EL TEST IFI PARA TRIQUINELCSIS
CON SUEROS ANTI-T.SPIRALIS {(T.s.]}, ANTI-F.OLBATICA (F.h.); ANT .
SUUM {A.s.); ANTEMIﬁGON@II {T.g.); ANTI.T. I {(T.p.}: ¥ 85U
RO DE CONEJC NO INMUNE {(S.c.n.i.).
Antipeno utilizaedo: larvas de triguina vivan y completas. Ri: pri-
mera réplica. D: duplicados.
D TITULOS
i 2 4 g 16 32 64 128 255 512
" i + + + + + + + + + +
T.S.
2 + + + + + - + + + -
- 1 + + + + - - - - - -
I~ + + + - - - - - - -
5 s 1 + + + + + - - - - -
B! + - - + - - - - - -
o 1 + - + - - - - - - -
T.g.
& z + - - - - - - - - —
- i + + —_ e - - - e P -
T.p.
bzl + + - o - - - - - -
Send. = * N N - B - B - - -
2 + + - - - - - - - -

B8



CUADROIG:TITULOS CBTENIDOS MEDIANTE EL
S1I% CON SUEROS ANTI-T.SPIRALIB {(T.s.};
ANTI-A.SUUM {(A.s.); ANTI-T.GONDII (T.g.); ENYI~T.PALLIDUM
Vv SUER(C DE CONEJO NO INMUNE (S.c.n.i.).

Antigenc utilizado: larvas de triguina vives y completas. Ro: se-
gunda réplica. D: duplicados.

- 1 - =+ - = + -+ + -+ e —
T.8.
2 + + + + + - + + + -
_— i + + - - - - - - - -
e, N . N ~ ~ _ _ ~ _ -
X L + + + . - - - - - -
Avg.
2 + + + - - - - - - -
- I =+ + - - - - - - - -
Bl o + + - - - - - - - »
T.p 1 + + - - - - - - - -
- w
2 + - - - - - - - - ~
- i + + - - - - - - . -
Bend.
2 EN R i o — - won — o -

B~



CUARDRO L7 : TITULOS OBTENTDOS MEDIANTE EL TEST IFI PARA TRIQUINZLOSIS
CON SUERQS ANTI-T.SPIRALIS {T.s} : ANTI-F.HEPATICA (F.} ANTI
A5UUM (A.s) : ANTI-T.GORDIT (7.G) ; ANTI-T.PALLID

Y SUERC DE CONEJD NO INMUNE (Seni).

tntigeno utilizado: larvass de triguina vivas y completas. R_: cuar—
ta réplica., D duplicado..

[}
-
b
=3
<
=
Q
[¥)

T L + * + + + + + + + +
Z + + + + + + + + o
- + + + - - - - - ~
F.ho
Z + + + - - - -~ - -
"3 3 . o
noa 1 + + : + - - - - -
z + + + + + - - - e -
2 + + - - - - - - - -~
T.p 1 + + - - - - - - - -
) 2 + S z - - - - - - -
. ES + — —_— o —_— —_— — - e
Soni
+ + - - - - ~ - - -




8:TITULOS OBTENIDOS MEDIANTE EL TEST IFI PARA )
ROS ANTI-T.SPIRALIS (T.s} ; ANTI-F.HEPATICA (F.h) ;
(A.s) ; ANTI-T.GONDII (T.g.); ANTI-Z.2ALLIDUM (T.p)

M
JERO DE CONEJO NO INMUNE (Scni)

tilizado: larvas de triguins vivas v completes. R, : ter-
cera réoplica. D: duplicadoes.

D TITULOCS
i 2 4 8 18 32 54 128 256 512
T, * + + + + + + - + + -
2 + + - + + + + + - -
e S S - - - -
z - kS + e - - — — — -
A5 L + + * + - - - - o -
2 + + + + - - - - - -
o L + - - - - - - - - -
"“é
P + - - - - - - g - -
T.p + + + - - - - - - - -
2 + + - - - - -~ - - -

Senil S S T - - = -
2
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(o

ICIDAD

[

ros positives ceontra T.opiralis ¥y, al mismo tiemps determinar Las po-

sibles reaccicones cruzadass gue éste presenta con sueros inmun
trog antigsnos

. B partir de los datos refleiszdos en los cuadros de

resultados nimeros 15,16,17y18, y de la férnula reflejada en el apar—

.~ Indice de especificidad Trente a suercs positivos a F.hepatica,
a) Dilucicnes de sueros & 1/8:

Estado real de La muestra

Resultade de la prue-—

ba. positivo’ . negativo
T.s
positive 8 3
negative G 5
+ = 5--3
L og e et i e i i i e ¥ 100.= 40

Estado real de L1z muestra

Resultedo de la prueba.

ATLVE

positivo ne

i

{

positive 2
negativo G

o O

—g2-



-

Por tanto el Indice de especificidad es
T. B, = e D= e 100 =100

Z.- Indice de especificidad frente a susros positivos a A.suum.

a) Diluciones de susros a 1/16:

Estade real de 1a nuestrs

Resultado de la prue-—

ta. positive negativo
T.5
positive 8 3
negativo C T

=

o) Dilucicnes de susros a 1/32:

Estado real de 1z muesira
Resultado de la prue—
ba pogitive negativo
T.s
positive g G
negativo 0 _ 8

I.E.= ~%
8
icidad frente & sueros positiveos a T.pgondil

00= 100

=

3.~ Indice de especi?

2} Dilucicnes de suercs = 1/4:

Resultade de la prueba,

positive negative
T.8
positivo ] 3
negativo G &

Siendo 1 Indice de especificidad:
5-3
T mmmmme e % 100= 4C
S=



b} Diluciones de suerocos a 1/8:

Estadeo real de la muesirs

Resultado de la prueha.

positive negativo
T.5
positivo & G
negativo % 8
8-0
I.Eimmmme e eyt 100= LG
C

3.~ Indice de especificidad frente a sueros positivos

n
]

Egstado real de 1 muestra
Resultade de 1la prusbs - i
POSLTLVO : negaTvivoe
T.8
positive 2 2
negative G 5
Bap
I x 100= 867
8
b} Dilucicnes de suercs & 1/8:
Estado resl de l= muestra
Resultado de la pruebha. s .
positiveo negativo
T.8
positive 8 G
negativo C 3
Bl
I.E, s v 100= 100
8
4.- Indice de especificidad frente a sueros positives a susro in-
mune de conejo.
a} Diluciones de suecros a 1/4:
Estado real de la muestra
Resultade de la prue— s .
ha positive negativo
(=3 _—
Lo
positivo 8 T
negativo G 7

—94—



Siendo el Indice de especificidad:

an
I.B o e % 100= B8
pr
7

b)) Dilucionss de susros a 1/8:

Resultade de la prueba.

positive negative
T.8
positivo 8
negativo O
8-0
I.Bim——mi e ey G00= 100

8
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Del anflisis de estos cflcules se desprends gus para gue

no se produzcan rezcciones cruzadss en esta técnica con susros po-

inl

gitivos & F.hepatica, el titulo diagndsticoe o significativoe habria
gue Fijarlc en 16. Este titulo para evitar Falsos positivos con

=

ucs sensibilizados frente a2 A.suun debe ser dg 32.

u
@
g
O
h
oD
[
o
i
o7
fote
<
ﬂ,

Finalmente, para gue no se produzcan eate tipo de interferencizs con
suercs de pacientes afectados de Ltoxoplasmesis ¢ 8ifilis el titule
10

I para serodiagndstico de triguinelosis habr

suercs positivos & A.suum, descenderia a 4C.

todo ellic, concluimos gue en nuestras condicicnes de
trabajo, el titule significative para el teszt IFI ensayado v va-

loradc debe ser 32. Lo gue coincide con io deferminado por Cher

[0

ra ¥y col., 1976 { 14 )}, guienes consideran, en sus condicicnes

8
¢

trebaje come significative un titule de 40 v como dudoso el de

N
«
o

5

difiere legeramente de lo indicado por Beozennsz vy col., 1875 (7}

para guienes el titulo significativo estariz en 20,



¥.5.- ESTUDIO SERQEPIDEMIOQLOGICC EN PORBRLACICN HUMANA MEDIANTE EIL THST
DE IFI,

Como se indicd en iz justificacidn el trabajo, el segunde
cbhijetive planteado en &L, tras la puesta en merche ¥ valoracidn

para triguinelosis, ersa su aplicacidr 2 un estudio epidenio-—
18gico entre poblacildn potencialmente sana, a fin de determinar el
mayor ¢ menor grade de prevalencia de la Triguinelosis entre 1z po-

biacibn humana de Sevilla y zonas prdximas.

De acuerdec con lo expresads en el gpartadeo IV.Z2.7. del
¥aterizl y Métcdos, para cumplir este objetive se planificd uns

toma de muestras utilizando cuastro fuentes: log donantes de san-~

gre voluntarios de la Cruz Roja de Sevilla, poblacidn sometida

i

contrel sanitario periddice en el Laboratorio Municipal de Sevilla v
poblacidn femenina de la zona rural de la Sierra de Huelva, pobla-—
cidn considerada, en principio, como potencialimente sana. Asi mismo

se¢ recogleron muesiras entre paciente encamades en la Ciud

o
o)
n
]
o]
i
i

taria Virgen del Roclfo de Sevilla, grupo considerados como enfermos

Y]

efectos de nuestro estudio.



CUADRO 19: RESULTADOS ORBTENTIDOS BN FL ESTUDIC SEROEPIDEMIOLOCICO DE LA TRIQUINELOSIS,

SOBRE POBLACTION HUMANA.
namero de

Distribucidn en funcidn del habitet.
N2 (4}): nimero de positivoes. Ne ()

IT,
N¢: ntmero de sueros estudiados.
negativos. ; 1/8, 1/16, 1/32, @ diluciones de suero.

Ne(+) Ne(-) %(+)
/8 1/16 1/32 1/8 1/16_ 1/382

[JABLTAT __Ne
_ 1/8 1/16  1/32

HUELVA~1 . 96 36 19 10 60 77 86 37,50 19,79 10,41
RURAL
OTROS ~2 93 20 73 86 90 21,50 7,52 3,32
11 6 110 128 134 20,86 7,91 4,31

URBANO =3 139 29




CUADROZC: RESULTADOS ORIENIDOS BN EL ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO DE L& TRIQUINFLOSIS,
SOBRE POBLACION HUMANA. :

TIT. Digtribucidn en funcidn del estado de salud.

N2: nimero de sueros estudiados. ; N2 (+}: nlmerc de positivos. ; N2 (-}: niimero de
negativos. ; 1/8, 1/16, 1/32, : dilucicnes de suero. ; 5: estado de salud,

S e _ Ne () Ne (-} % {+)
i/8 1/16  1/32  1/8  1/16 1/32 1/8  1/16 1/32

SANOS -1 275 53 31 18 212 244 257 22,80 11,27 6,54

ENFERMOS 2 53 22 6 1 31 A7 52 41,50 11,32 1,886




CUADROZY : BESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDLO BEROEPINDEMIOLOGICO DE LA TRIQUINELOSIS
SOBRE POBLACTON HUMANA . '

T, Digtribucidn en funcidn del soxo.

N2: nimero de sueros estudiades. ; N¢ {(+): ndmero de positivos. ; N2 (~): ntimero de

negativos, 3 1/8 , 1716, 1/32, : diluciones de suero.

SEXO Ne Nedly) NE () % (+)
1/8 /16 1/32  1/8  1/i6 /32 TU/8 1/16 1/32

VAROL -1 176 35 13 7 141 163 i69 19,88 77,38 3,97

HEMBRA--Z 152 50 24 12 102 128 140 32,88 15,78 7,89




—T0T—

QUADRO22: RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO - DE LA TRIQUINELOSIS
SOBRE POBLACTON HUMANA.

IV. Distribucidn por grupos de edades.

N2: nimero de sueros estudiados., ; Nf (+): nimero de positivos. ; N2 (~): nimero de
negatives. ; 1/8, 1/16, 1/32, : diluciones de suerc. ; B: grupos de edades.

) Ne () ' %{+)
5 1/32 1/8 1/16 1/32 1/8 1/16 1/32

B Ne e (
e 1/

]
1

] 55 1L 5 4 44 50 51 20,00 9,08 7,27
88 107 116 28,40 13,00 5,69
5 34 42 42 27,65 10,63 10,63
1 28 29 30 9,67 6,45 3,22

~J

21-30-2 123 35 16
3140 =3 47 1.3
41504 31 3
51-60~5 o7 7
61.-70"6 25 7

20 22 277 25,00 18,51 0
1 18 23 24 28,00 8,00 4,00
1 7 12 13 50,00 14,28 7,14
6 A 33,33 0 0

NOmoN G,
O

N

71-80-7 4 7
B0 8 6 2

[
C
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En total se han valorade 328 sueros, 86 de la Sierra de
Huelva, 53 del Hospilal Virgen del Rocio, B3 de la Cruz Roja y el

restec del Lahoratoric Municipal.

Los resultadeos obtenidos guedan rafléjades en los cuadros
18,20,21 y 22, consideréndose los positives y negativos de cada
grupc en funcidn de tres diluciones o titulss diferentes: 8,18 y

32.

La valoracidn de los resultadeos vy el cdlcoulo de diferen-
cias estadisticas entre los distintos grupcs se ha realizado me-
diante ordenador personal por el estadisticn T ¥y con un nivel de

confiasnza del 0,05 o de C,01 segln los cascs.

L

o]

5 resultados se han agrupedo para sSuU comparacidn en

funcién de cuatro circunstancias:

Fabkitat del donente, rural ¢ urbano y dentro del rural locs
nrocedentes de la Sierra de Huelva y los procedentes de otras
zonas rurales.

~ Estade clinico inicial del donante: sanc © enfermo.

— Sexo del donante: vardn y hembra.

}
[cal

dsd del donante: 11-22, 21-30, 31-40, 41-50, 51-80

~3
o

~80, v més de 80 afos.

W

Respecto a la importancis del habltat ¢ procedencis de

k]

los denantes en el mayor o menor indice de parasitacidn {cuadro nt

12), los célculos efectuadeos indican qus, tomande come titulo sig-

v
[

ficative 32, la presencia de Triguinelesiz es significativamente
més zita (nivel del 0.05) entre la poblacidén femenina de la Sierrsa
de Huelva gue entre el reste de poblacidn dz origen rural ¢ urba-—

TG, ¥, por otra parte, nc existen diferencisz

~102—



los procedentes de la Sierra de Huelva y los de origen

entre los de origen rural distintos al de za Slerra de

urbanc, ni

Hueliva y

de origen rural.

antre la trigulinelosis urbana y rural
Granada por Gmez Garcia v col., 1878 {20; quienes encontraror

para peblacidn riural ¥ urbana Indices de porasitaciln

En lineas generales, la no existencia de diferencia

coincide con lo hallado en

v del 2,14 % respectivamente. Porcentajes proximos aungue 2lgo

inferiores

2 los detectados para igual tipo de poblacidn en ssts

trabajo, 3,32 % v 4,31 %.

positivos entre la poblacidn procedente de la Sierra de

De nuestros resultados destaca el gue el porcenta

netamente més alito, 10,4 %, que en el restn y significaltivament

digstinto.

o)

La explicacidn podria encontrarss en las caracierisiicas

e la poblacidn estudiada vy de la zona conniderada. Fn sfecto todo

este grupo de poblacidn estd formada por mujeres y la Sierra de

Huelva se caracteriza por la importancia gue el ganade de

¥y su industris derivadas,

en lz que, asl mismo, las matanzas

ciliarias més o menos clandestinas son fresuentes y en lzs cue la

muler juega, por
cilitar un mayor
parasitadas vy la
nogis entre ella, circunstancias gue

menos de forma tan notable,

tradicidén, un papel imporiante, esto podria fa-
contacto de esta poblacidn femenina con carnes

explicacidén =&

0]
(o]

la mayor pravalencia 4
norpa.mente no se

en el ambiente urbanoc o en

3
0

s
3

biente rural distinte a2l sefalado antericornmente.



En el cuadre n? 20 se reflejan lcs sueros humancs posi-
tivot ¥ negativos a T.spiralis distribuides en funcidn del polen-—
cial estado clinice, sano o enfermo, de los donantes. Se han as-
tudiade 275 sueros de donantes potenciazlmente sanos y 53 sueros
de donantes enfermcs por olras causas distintas a Triguinelosis.
Del grupe de sancs 18 sueros fusron positivos a tituleos 32 o sue
rericores mientras gue entre el grupo de enfarmos sélc 1 4id re-
gsultado positive a titulo 32 ¢ superiores. EZ1 andlisis estadis-
tico de estos resulizdos muestrs que no existe diferenciss sig-

ficativas respecto a la incidencia de la triguineleosis entre
los dos grupos de poblacidn considerado.

4o

En este estudio sercepldemicldgics se ha consider

o

también la posible influencia gue el sexo <2 los donante pudie-
ra tener sobre su mayor © menor receptividad al parasitisme por
T.epiralis. En el cuadro n2 21 se¢ indican los resulitados obleni-
deos con los suercs de 178 donantes varcones v 152 donantes hembras,
de log primercs 7 fueron positivos a titulos de 32 o supericres
mientras guse 12 l¢ fusron en el segundo grunc. Bl estudic compa—
rative entre los porcentajes de positives raspectives nc muss-—
tra diferencias significativas entre ambos grupos de poblacidn,
por lo gue el sexo del hospedador no parsce tener importanciz o
incidencia sobre el Indice de parasitacién sor T.spiralis de la
poblacidn humana, datos que coinciden con los obtenidos para
dénticos parémetroes por otros autores. En cualquisr caso si
comparemcs los porcentajes de parasitscidén obitenides en este
estudio con el similar realizado en Granada por Gémez Garcis
¥ €0k., los agul reflejados son més altos, 3,87 % para varo—

nes, 7,89 % para hembras.

Tinalmente como concecuenciza de 1Los resultedos obte-

-104—



nidos en este estudic sercepidemiclégico “pilote” de la tricuine~

ey

s humana en la zona de Sevilla y Huelvs, se ha analizado is
posible iInfluencia de la edad del hospedador sobre sus niveles de
parasitacidn. En el cuadro n? 22 se recogen digtribuidos por grue
pos de edad el n? de suerocs positives con witulos igaales ¢ supe-
ricores a 32. Log porcentajes de parasitacifin por grupe oscilan
desde el ¢ % para el grupe oomprendido entre 5180 afics de edad y
10,83 % para =21 grupc de 31-40 =afios de edad. Loz c&lculos corres-
pondientes muestran gue no exisbten diferencias significativas en-
tre los grupcs de 2dad considerados, por 1o que este factor no

peresce predisponer al hospedador humasnc a una mayor infecitab
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CONCLUSIONES

Por los resultados obtenides con les distintos métodos de diges-

s

tifn ensayados & fin de obtener larvas vivas de T.spiralis,
concluimos gue el més adecusdo es el de larsh ¥ XKent modifi-
3

cado aumentando el tiempo de digestidn de 1 & 3 horas.

3

El comportamiento dsl test IFI valorado

trabajo varlia

WM

funcidn de la concentracién de antigeno utilizado, siendo, en
nuestras condiciones de trabajo, lz concoentracidén adecuada la
corr espondiente & una suspensién de larvas que contenga 8 lar-

-

vas por cads 25 de suspensi 1On

De los resultados obtenides podemos conciulr que la congslacidn
v monicacidén de las larvas de triguina utilizadas como antigenc

en &l test de IFI, no alteran significat:ivamente

del mismo, comparadsa con la gus presenta utilizando larvas

orpletas v reclentes.

|
m
O

cngelacidn de las larvas de T.spirali:s durante 30 diss =

]

Qe utilizadas come zntigeno disminuye significativaments
la sensibilidad del test de IFI ensayado. Por el conirario la
sonicacidén de estas larvas no afecta sigrificativamente esta

caracteristica del mé&todo.

El an&liisis de los resultados obtenidos utilizando conmce anti-
geno larves completas y recientemente cobienidas musstra una
alta precizgidn en el método IFL propusste, al encontrarss los

resultades individuales muy agrupados alrededor de Ia media.

Los ensayos de sensibilidad y especificicad reklizados

valoracién del test IFI propuesto para Sfrod_agrosﬁico de tri-
gquinelosis, permiten llegzar & la conclusidn de gue, &n nues-—

tras condicliones de trabalo, el titulo significativo ha de fi-



jarse en 22, con 1o gue se consiguen Indicss de sensibilidaed y de

especificidad muy altos.

Los resultados obtenidos en el estudic epidemiocldgico
lizado =mobre poblacidn humana, permiten determinar que entre la po-
placidén femenina de la Silerra de Huelva lz incidencia del parasi-
tisme es significativamente més alta gque entre los otros grupos

de poblacién, rursl o urbana.

No se detectan diferencias significativas «¢n la Incidenclia de 1la
triguinelosis humana entre peblacidn rural y urbana.

Tl sexc del hospedadeor no parece tensr infiuencia en su mayor o
menor receptividad &l parédsito, T.spiralis, al mencs en las condi-
clones en gue esta encuestz “plloto™ ha sido reslizada., Igual ccu-

rre respecto a la edad de la poblzcidn,

~108—-
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