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Resumen

La trichinellosis es una enfermedad zoondtica producida por el consumo de carnes y /o
subproductos derivados de animales infectados con larvas de Trichinella spp. En
Argentina, esta parasitosis es endémica y durante el periodo comprendido desde 2014 a
2023 se notificaron 9.583 casos. Dado que la trichinellosis humana se manifiesta con
signos y sintomas comunes con otras patologias, el diagnodstico clinico se apoya en
métodos auxiliares de laboratorio como las técnicas seroldgicas. En la actualidad, en el
Departamento de Parasitologia, INEI, ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” se utiliza el
sistema de diagnostico serologico ELISA/Western blot, que emplea un antigeno total de
Excrecion/Secrecion (E/S) del parésito. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar
el desempefio, mediante la técnica de ELISA, de productos purificados a partir del
antigeno de E/S total de T. spiralis que presentan utilidad diagnostica en el Western blot.
Para este fin, se obtuvo el antigeno de E/S y se purificaron dos bandas antigénicas del
Western blot correspondientes a los pesos moleculares de 45 y 53 kDa del antigeno de
E/S. Por otro lado, se inocularon dos grupos de ratones CF-1, uno con 50 y otro con 500
larvas L1 de T spiralis y otro grupo se mantuvo como control sin inocular. Cada grupo
constd de 10 animales dividido a su vez en dos subgrupos de 5 machos y 5 hembras cada
uno. Posteriormente, se obtuvo el suero de los animales los dias 0; 7; 14; 21; 28; 35; 42;
49; 52; 112; 167 y 316 post inoculacion (pi) para emplearlo en la evaluacion antigénica
mediante la técnica de ELISA de las proteinas purificadas de 45 y 53 KDa y el antigeno
total de E/S. Mediante la prueba de Mann-Whitney se analizaron las diferencias de
reactividad, evaluadas como mediana de relacion de positividad (RP%), respecto al sexo
de los ratones, cantidad de larvas inoculadas y el antigeno empleado en el ELISA (45kDa;
53kDa y E/S). En este tltimo caso se analizaron inicialmente las tres variables mediante
el test de Kruskal Wallis y luego se aplicod la prueba de Mann-Whitney. El analisis no
reveld diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones de machos y
hembras, en cada grupo de indculo. No obstante, se evidenciaron diferencias significativas
en la respuesta inmunoldgica de ratones inoculados con 50 y 500 larvas cuando
comenzaron a ser positivos en los dias 49pi y 35pi, respectivamente. Ademas, el analisis
mostré diferencias en ambos grupos de inoculo (50 y 500L1) entre el E/S total y los

antigenos purificados de 45kDa; 53kDa, pero no entre estos ultimos antigenos entre si.



En conjunto, los componentes antigénicos correspondientes a las bandas purificadas de
45 kDa y 53 kDa demostraron un buen desempefio en la deteccion de la técnica de ELISA
y se proponen como candidatos para el futuro desarrollo de un sistema de diagndstico
inmunoloégico de la trichinellosis que contemple su uso como antigenos recombinantes,

que reemplacen el uso del producto de E/S total.

Palabras clave: Trichinella, trichinellosis; antigenos; serologia, diagnostico

Summary

Trichinellosis is a zoonotic disease caused by the consumption of meat and/or by-products
derived from animals infected with Trichinella spp. larvae. In Argentina, this parasitosis
is endemic, and 9.583 cases were reported between 2014 and 2023. Since human
trichinellosis presents common signs and symptoms with other diseases, clinical diagnosis
relies on laboratory auxiliary methods such as serological techniques. Currently, the
Parasitology Department at INEI, ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran" uses the
ELISA/Western blot serological diagnostic system, employing a total Excretion/Secretion
(E/S) antigen of the parasite. This study aimed to evaluate the performance, using ELISA,
of purified products from the total E/S antigen of 7. spiralis for diagnostic utility in
Western blot. The E/S antigen was obtained and two antigenic bands corresponding to
molecular weights of 45 and 53 kDa were purified from the Western blot antigen.
Additionally, two groups of CF-1 mice were inoculated, one with

50 and the other with 500 T spiralis L1 larvae, while a control group remained uninfected.
Each group consisted of 10 animals, further divided into two subgroups of 5 males and 5
females each. Serum samples were collected on days 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42,

49, 52,112, 167, and 316 post-inoculation (pi) for antigenic evaluation through ELISA of
the purified proteins of 45 and 53 kDa and the total E/S antigen. Mann-Whitney test was
used to analyze reactivity differences, assessed as the median of the positivity ratio
(RP%), concerning mouse gender, quantity of inoculated larvae, and the antigen used in

ELISA (45kDa, 53kDa, and E/S). The Kruskal-Wallis test was initially applied for the



latter case, followed by the Mann-Whitney test. The analysis did not reveal statistically
significant differences between male and female populations in each inoculation group.
However, significant differences in the immune response were observed in mice
inoculated with 50 and 500 larvae, becoming positive on days 49pi and 35pi, respectively.
Additionally, the analysis showed differences between the total E/S and purified antigens
of 45kDa and 53kDa in both inoculation groups (50 and 500L1), but not between the latter

antigens themselves.

Overall, the antigenic components corresponding to the purified bands of 45 kDa and 53
kDa demonstrated good performance in ELISA detection and are proposed as candidates
for the future development of an immunological diagnostic system for trichinellosis,

considering their use as recombinant antigens to replace the total E/S product.

Keywords: Trichinella, trichinellosis; antigens; serology, diagnosis
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Introduccion



1.1 El género Trichinella

La trichinellosis es una enfermedad zoonoética producida por el consumo de carnes y/o subproductos
derivados, elaborados a partir de cerdos domésticos o animales silvestres infectados con larvas

de Trichinella spp.

El género Trichinella se ubica dentro del Phylum Nematoda e infecta un amplio rango de
hospederos y se encuentra distribuido a nivel mundial. En el afio 2007, la trichinellosis humana
habia sido documentada en 55 (27.8%) paises de todo el mundo (1). Durante mas de 100 afos
se consider6 que el género Trichinella era monoespecifico, que el unico agente causal de la
trichinellosis era Trichinella spiralis y se lo denominaba histéricamente “parasito del cerdo”.
Sin embargo, a partir de 1960 diversos estudios revelaron la existencia de variantes biologicas, con

diferencias de infectividad en hospederos domésticos y silvestres, entre distintos aislamientos

(D).

Si bien la presencia de larvas musculares de Trichinella se pueden detectar mediante técnicas
directas, como la triquinoscopia y la digestion artificial (DA), los genotipos no presentan diferencias
morfologicas conspicuas. Inicialmente, las clasificaciones se basaron en el hospedero, rangos
geograficos, caracteres bioldgicos y en la presencia o ausencia de una capsula de colageno que

rodea la larva muscular o L1(1)

En la actualidad, la diferenciacion de las especies y genotipos de Trichinella se realiza mediante el
empleo de distintas variantes de la PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) convencional y
se reconocen 13 genotipos dentro del género Trichinella, diez con caracteristica de especies (7.
spiralis, T. nativa, T. britovi, T. pseudospiralis, T. murrelli, T. nelsoni, T. papuae, T. zimbabwensis,

T. patagoniensis y T .chanchalensis) y tres que aguardan una clasificacion taxonémica (“T6”, “T8”

y “T97) ).

Los genotipos infectan un vasto nimero de especies y se hallan distribuidos a nivel mundial, siendo
T. spiralis la especie que muestra una extensa distribucion geografica ya que fue identificada en

todos los continentes, a excepcion de la Antartida (2).

En Argentina, 7. spiralis es la especie principalmente involucrada en los brotes humanos e
infecciones porcinas, no obstante, en las tltimas décadas se han identificado otras tres especies
circulantes en el pais, 7. pseudospiralis hallada en un cerdo doméstico de la region Patagonica (5),
T. britovi identificada en un subproducto elaborado con carne de origen porcino, en la provincia de

Mendoza (6) y T. patagoniensis, una especie autdoctona hallada en Puma concolor



que fue identificada por primera vez en la Region Patagénica, y luego en diferentes regiones de

Argentina (7).



1.2 Historia

Los registros de casos humanos de trichinellosis son muy antiguos. En 1974, se hallaron larvas
musculares de Trichinella en un cuerpo momificado de un joven egipcio cuya antigiiedad fue
estimada en mas de 3.000 afos. Sin embargo, recién a comienzos del siglo XIX se identifico el

parasito y se lo asoci6 con la enfermedad (2).

En 1835, un estudiante de medicina, James Paget, y el zoologo Richard Owen realizaron la primera
identificacion de larvas de Trichinella en muestras musculares provenientes de una autopsia de un
paciente fallecido por tuberculosis, en el Hospital Londinense de St. Bartholomew. Richard Owen

fue el primero en publicar este hallazgo y denominar al parasito como 77iguina spiralis (8)(2).

En el afio 1859 el Patologo aleman Rudolph Virchow describio por primera vez las larvas adultas
de Trichinella halladas en el intestino de un perro que fallecid luego de ser infectado
experimentalmente, luego en 1860 publicd las principales caracteristicas del ciclo de vida de 7.
spiralis. Posteriormente, Zenker y R. Leukcart, mediante el estudio de infecciones
experimentales en distintos hospederos, contribuyeron a asentar las bases del ciclo biologico de

Trichinella (8).

La principal fuente de infeccion humana fue dilucidada por primera vez por Zenker, en 1860,
cuando hallé larvas de Trichinella en una muestra muscular del cadaver de una mujer. Luego
de un estudio epidemioldgico profundo, Zenker determind que la causa de dicha infeccion fue
la ingesta de carne porcina. Ademas, este fue el primer reporte de un caso fatal de trichinellosis
en humanos. Entre los afios 1860 y 1880, Alemania sufri6é varios brotes de trichinellosis de gran
notoriedad publica en todo el mundo, que comprendieron mas de 8000 casos, con el 6% de
mortalidad, adjudicados al consumo de carne y subproductos porcinos. En uno de estos brotes,
se implemento por primera vez en forma masiva el método de examinacion directa del parasito
en una biopsia muscular humana, desarrollada por Friedreich en 1862, quien describid el primer

caso clinico de trichinellosis (8).

El control veterinario de carcasas de animales destinadas a consumo humano fue iniciado en
Alemania en el afio 1866, para prevenir la enfermedad por el consumo de carne porcina

infectada con el parésito (9).

En 1895, un Helmintélogo francés, llamado A. Railliet reconocié que el nombre Triquina se

habia asignado con anterioridad a un género de un diptero y por lo tanto propuso cambiar esta



denominacion por Trichinella spiralis (8). Esta nueva designacion del género fue universalmente
aceptada, aunque en la actualidad algunos autores evocan erroneamente la antigua denominacion

del parasito en libros, informes y comunicaciones cientificas.



1.3 Trichinellosis en Argentina

El primer reporte de un caso de trichinellosis humana en Argentina fue en el afio 1898, en la
provincia de Buenos Aires donde una familia consumi6 carne de cerdo, sus integrantes presentaron
sintomas compatibles con esta parasitosis, y luego una porcion del alimento consumido fue

analizada y se hallaron larvas de Trichinella (10).

En nuestro pais la trichinellosis es una enfermedad endémica, debido principalmente a las
pautas culturales de consumo de alimentos elaborados con carne cruda o insuficientemente cocida
en forma de chacinados, en particular embutidos, utilizandose mayormente cerdos faenados y

procesados en el ambito familiar, sin control sanitario (4).

Hasta el afo 1990, la parasitosis se mantenia en Argentina entre 100 y 200 casos anuales. Sin
embargo, luego se observo un notable incremento de personas afectadas (5.217 durante el periodo
1990-1999) y en las provincias de la zona central del pais (Buenos Aires, Santa Fe y Cérdoba) se

concentraron el 89% de los casos (10).

La carne de cerdo es la principal fuente de trichinellosis humana en Argentina. La cria de estos
animales se realiza principalmente en las provincias de la region centro del pais, que representan

aproximadamente el 80% del total de la produccion porcina nacional.

En porcinos del circuito comercial, de establecimientos habilitados, la prevalencia de infeccion por
Trichinella es baja. Los brotes se producen principalmente por el consumo de “chacinados” en su

mayoria, sin control veterinario (10).

En la actualidad a través de la resolucion N° 555/2006, del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria, se crea el Programa de Control y Erradicacion de la Triquinosis Porcina en la
Republica Argentina. El objetivo general es evitar la ocurrencia de casos de trichinellosis en los
humanos. La normativa unifica criterios técnicos y diagnosticos en todos los niveles (nacional,

provincial, municipal y de médicos veterinarios privados).

La trichinellosis es un evento de notificacion obligatoria (ENO). La Ley N° 15.465 del 31 de octubre
de 1960 establece el régimen legal de estos eventos, ¢ incluye a la trichinellosis como evento de
notificacion obligatoria en todo el territorio nacional. Segun la ley, esta parasitosis se encuentra en
el grupo de enfermedades B, y ante la aparicion de un caso sospechoso es obligatoria su

notificacién, en forma individual e inmediata (dentro de las 24 horas) (4). Desde



el afio 2018 el sistema oficial de notificacion para los ENO es el Sistema Nacional de Vigilancia

de la Salud -SNVS2.

Durante el periodo comprendido desde 2014 a 2023, se notificaron 9.583 casos de trichinellosis.

El siguiente grafico muestra la distribucion anual de los casos desde el aiio 2014 al 2023.

N° de casos

Casos Notificados en Argentina

2014-2023
1484
1192 1218 1172
807
671 a6
I 509
2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Afio

1123

761

2022 2023

Figura 1: Numero de casos humanos notificados de trichinellosis.

Argentina 2014 a 2023. Fuente: SNVS.

Los brotes de trichinellosis se producen en su mayoria durante la época de bajas temperaturas,

relacionados al momento del afio en que se realiza con mayor frecuencia la faecna de animales

provenientes de crianza familiar. Durante el invierno, aumenta la elaboracion de chacinados y

embutidos, muy probablemente debido a que se puede prescindir de una camara frigorifica para

preservar los alimentos (4).



1.4 Ciclo biolégico

Los representantes del género Trichinella parasitan una amplia variedad de especies de mamiferos,
ademas de reptiles y aves. En su estado de larva L1, el parasito se localiza en la musculatura estriada
y puede permanecer viable largos periodos de tiempo. Durante su ciclo bioldgico los hospederos
cumplen el rol de intermediarios y definitivos, ya que tanto los adultos como la forma larval se

localizan en diferentes tiempos en el mismo individuo (11).

El ciclo comienza luego de la ingestion de tejido muscular conteniendo la larva infectiva (L1)
por parte de un nuevo hospedero. Como resultado del proceso digestivo se produce la liberacion de
las larvas. En la mucosa del yeyuno e ileon, luego de una sucesion rapida de cuatro mudas que dura
entre 8 a 30 hs, alcanzan el estadio adulto diferenciandose en machos y hembras. Luego de la
copula, las hembras gravidas penetran en la mucosa del duodeno y yeyuno, y entre el quinto y
séptimo dia comienza el proceso de larviposicion, que puede durar varias semanas. Cada hembra
elimina, aproximadamente, 1500 a 2000 larvas recién nacidas (newborn), dependiendo de la

especie de Trichinella y del hospedero (8, 12).

Las larvas recién nacidas penetran en la pared intestinal y migran, a través del sistema circulatorio,
al tejido muscular estriado. Los parasitos que alcanzan otros érganos y tejidos, incluyendo los
musculos lisos, mueren en poco tiempo, generalmente solo las larvas que alcanzan los musculos
estriados pueden continuar su desarrollo. Asi, penetran en el sarcolema de la fibra donde se
pueden encontrar tempranamente a partir del quinto dia post-infeccion (pi). Los grupos musculares
de eleccion son los que presentan mayor actividad metabolica y en consecuencia una mayor

irrigacion (12).

La presencia de la larva en la fibra muscular induce la formacién de una cépsula de colageno
(predominantemente tipo IV y VI), a partir de la secrecion de proteinas del parasito que promueven
la sintesis de colageno por la célula nodriza. Este proceso comienza a partir de la segunda semana
post infeccion y se completa, aproximadamente, a las 4 semanas de infeccion. Esta capsula de
coldgeno es muy delgada y dificil de visualizar en las especies clasificadas como no
encapsuladas (7. pseudospiralis, T. papuae, y T. zimbabwensis). A través del proceso de
angiogénesis se forman nuevos vasos sanguineos alrededor de esta capsula y por lo tanto provee un
mayor suministro en esta célula de nutrientes y oxigeno, vitales para la supervivencia del parasito.
Este complejo hospedador-parasito, denominado célula nodriza, se deriva de una célula muscular.
En el periodo que lleva la formacion de la cépsula, la larva sigue creciendo hasta alcanzar

una longitud de 0.65 a 1.45mm (el tiempo requerido para maduracién es

10



aproximadamente 15 dias). Con el transcurso del tiempo la capsula se espesa. Este estadio infectivo

se mantiene hasta ser ingerido por un nuevo hospedero, iniciandose de esta manera nuevamente el

ciclo. Desde el punto de vista epidemioldgico, es importante destacar la resistencia del estadio

larval a factores fisicos y quimicos, no siendo mayormente afectada por procedimientos de salazon,

desecacion, ahumado, como tampoco por el proceso de putrefaccion. Asimismo, son resistentes

a factores ambientales, por ejemplo, en el Artico se hallaron larvas viables e infectivas de T. nativa

en las carcasas de osos polares muertos hace 20 afios (12, 30).

A= Estadio infectante
A= Estadio diagnodstico
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Figura 2: Ciclo Biologico Trichinella spiralis. Fuente: CDC.

11



1.5 Diagndstico

La trichinellosis es una enfermedad de transmision alimentaria y en humanos se presenta
generalmente en forma de brotes que comprometen a un grupo de personas con una fuente de
alimento comun. El diagnéstico se basa en los tres criterios, el clinico a través del
reconocimiento de los signos y sintomas, de laboratorio con parametros inespecificos y especificos
y el criterio epidemiologico basado en el antecedente de consumo de carne de cerdo u otro animal
silvestre, asi como la presentacion de casos similares con los que se haya compartido un alimento.
Los signos y sintomas son compartidos con otras enfermedades infecciosas y estan relacionados
con el estadio de la infeccion. La duracion del periodo de incubacion presenta variaciones y esta
relacionado con el numero de larvas ingeridas, que suele determinar la gravedad del cuadro clinico,
la especie de Trichinella involucrada, el estado inmunitario y el estado general de salud de cada
individuo. Todos estos factores determinaran el curso clinico de la enfermedad (11).
Inicialmente, en la fase enteral de la trichinellosis, se pueden observar los signos y sintomas
gastrointestinales (nauseas, vomitos, diarrea y fiebre) a partir de la primera semana de haber
sido consumido el alimento conteniendo larvas infectivas. Posteriormente, y comenzando la
segunda semana de infeccion, debido al dafio tisular y proceso inflamatorio que se da como
consecuencia de la migracion de las larvas recién nacidas (fase parenteral) se pueden observar
los signos y sintomas de la infeccion aguda como dolores musculares, inyeccion conjuntival,
conjuntivitis tarsal bilateral, edema facial principalmente periorbital y fiebre. Los sintomas mas
frecuentes son: fiebre, mialgias y edema palpebral. El diagnéstico se sospecha facilmente por
las manifestaciones clinicas en el contexto de un brote, pero es mucho mas dificultoso en los casos
aislados (13). Debido a que el cuadro clinico de presentacion de la enfermedad es variable, y
similar a otras enfermedades, resulta dificultoso el diagnostico cuando se trata de casos aislados o
en los primeros pacientes afectados en un brote (11).

Las complicaciones se pueden observar en casos severos y moderados, generalmente se dan en
la segunda semana de infeccidon, mas frecuentemente en pacientes adultos mayores que no han sido
tratados o con tratamiento tardio o inadecuado. Las complicaciones reportadas son cardiovasculares,
se desarrolla en el 20% de los pacientes (principalmente miocarditis), neurologicas, se da en
trichinellosis severa (encefalitis), oculares, suelen estar relacionadas con complicaciones del SNC,
respiratorias (neumonia), gastrointestinales y muerte (14). En mujeres embarazadas con

trichinellosis se han descripto casos de aborto o parto prematuro, esta

12



complicacion podria deberse a la modificacion en la produccion de gonadotropina coridnica

humana, progesterona o citoquinas (11,14).

Es importante que el diagnoéstico diferencial se realice antes o durante la etapa aguda de infeccion;
de esta manera el tratamiento especifico puede administrarse lo antes posible para asegurar su
efectividad (14). El diagnostico clinico se apoya en métodos auxiliares de laboratorio como los
métodos serologicos, por ejemplo, enzimoinmunoanalisis (EIA), inmunofluorescencia indirecta

(IFT) o Western blot (WB).

1.5.1 Laboratorio clinico

Los parametros del laboratorio clinico que contribuyen principalmente con el diagnostico son
leucocitosis, eosinofilia y elevacion de enzimas musculares, como creatinfosfoquinasa (CPK)y
lactato deshidrogenasa (LDH). La leucocitosis se observa tempranamente entre la segunda y la
quinta semana de infeccion, detectindose valores entre 15.000 a 30.000 cel/ul, que disminuyen
conforme remiten los signos y sintomas. Valores elevados de eosinofilos se detectan
generalmente en la mayoria de los pacientes con trichinellosis. Se observa relativamente en
forma temprana entre la segunda y la Sta semana pi, pudiendo ser leve (menor a 1.000 cel/ul),
moderada (1.000-3.000 cel/ul) y severa (mayor de 3.000 cel/ul) alcanzando valores de hasta 19.000
cel/ul. El valor de eosinofilos estan generalmente relacionado con el grado de mialgias y es
significativamente elevado en personas con complicaciones neurologicas. El valor disminuye
lentamente pudiendo tardar aproximadamente 3 meses en normalizarse (14).

Por lo tanto, el hallazgo del aumento de eosindfilos brinda una herramienta temprana, caracteristica
para orientar el diagnostico y esta correlacionado con la intensidad de la infeccion (11).

Entre la segunda y quinta semana de infeccion, en el 75 a 90 % de las personas infectadas detectaron,
también en el laboratorio clinico, niveles elevados de enzimas CPK, LDH y aldolasa

(14). Este aumento se produce por la destruccion del tejido muscular debido a la migracion de
las larvas recién nacidas indicadas con la sigla NBL, por su denominaciéon en inglés (newborn
larvae). La enzima que aumenta en la mayoria de los casos es la CPK pudiendo llegar a alcanzar
diez veces el valor normal. El incremento de los valores de estas enzimas no estarfa correlacionado
con la severidad del cuadro clinico. Por tultimo, en el laboratorio de rutina en pacientes con

trichinellosis, se pueden detectar hipoalbuminemia e hipocalemia.
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1.5.2 Diagnostico especifico

En la trichinellosis humana la mayoria de los signos y sintomas no son patognomonicos por lo tanto
son importantes las técnicas inmunoldgicas para arribar al diagnostico (15).

La infeccion por Trichinella desencadena una respuesta inmunoldgica especifica debido a los
antigenos que se exponen en los diferentes estadios larvales. La respuesta humoral esta desarrollada
por la aparicion en circulacion de anticuerpos especificos de varias clases de inmunoglobulinas,
principalmente del tipo de IgG (mayoritariamente tipo IgG1 pero también IgG3 e IgG4) ademas
de IgM, IgA e IgE. La identificacion de las subclases de IgG no contribuye al diagndstico (15).
Cada clase de inmunoglobulina presenta una secuencia de tiempo diferente, IgM, IgA e IgG se
detectan a partir de la segunda semana de infeccidn y aumentan en el transcurso de las 2 o 3 semanas
siguientes. Los anticuerpos IgE aumentarian tempranamente en etapa aguda pero rara vez se
detectan por su relativamente corto tiempo de vida media. Los test serologicos para la deteccion de
anticuerpos de tipo IgA e IgE demostraron una baja sensibilidad. Los anticuerpos IgM persistirian
mucho tiempo y los anticuerpos de tipo IgG pueden perdurar durante afios incluso en casos
asintomaticos (15,16).

Luego de la infeccion primaria el tiempo de seroconversion en humanos generalmente ocurre entre
la segunda y quinta semana de infeccion. El maximo nivel de anticuerpos especificos de tipo IgG
es generalmente alrededor de la tercera semana, y no se correlacionan con el grado de severidad o
el curso clinico de la infeccion en la etapa aguda (15,17).

El tiempo de seroconversion es variable y depende de la carga larvaria ingerida, de la especie
de Trichinella involucrada, asi como de la respuesta inmunoldgica individual (17).

Si bien la deteccion de antigenos circulantes podria ser de utilidad como prueba confirmatoria
en etapas tempranas, en la fase enteral de la infeccion donde generalmente no habria niveles
detectables de anticuerpos, tiene un limitado valor ya que no se detectan en la mayoria de los

pacientes. Por esta razon, en la actualidad no se utiliza en el diagndstico de trichinellosis (11).
La biopsia muscular (examen parasitologico directo) en humanos no se utiliza de rutina por tratarse

de un método invasivo, doloroso y de baja sensibilidad (15). Sin embargo, podria ser de utilidad

en pacientes con muy bajos niveles de anticuerpos, como es el caso de pacientes inmunosuprimidos.
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1.5.2.1 Métodos inmunologicos

El diagnostico inmunologico de la trichinellosis en el hombre, a través de la deteccion de
anticuerpos especificos, comenz6 en el afio 1911 con el empleo de la fijacion de complemento
realizada por Strobel. Posteriormente se utilizaron tests de precipitacion e intradermorreacciones,
y recién, alrededor de 1940 se le dio un fuerte impulso al desarrollo de una gran variedad de test
serologicos basados en la deteccion de anticuerpos en el suero del paciente, que fueron

modificandose con el fin de proveer mayor especificidad, sensibilidad y reproducibilidad (18,19).

En el pasado, para el diagndstico de trichinellosis se utilizaron las técnicas de fijacion de
complemento, test de floculacion de la bentonita, hemaglutinacion indirecta y
contrainmunoelectroforesis. En la actualidad los métodos mas empleados son la
inmunofluorescencia indirecta (IFI), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y la

técnica de Western blot.

1.5.2.1.1 Inmunofluorescencia Indirecta

Jackson en el ano 1959 fue el primero en aplicar la IFI para la deteccion de anticuerpos especificos
contra Trichinella spiralis (20). A lo largo del tiempo se han utilizado distintas preparaciones
antigénicas, como larvas musculares enteras obtenidas por digestion artificial, cortes por microtomo
de congelacion de tejidos musculares de ratas infectadas y de larvas musculares libres embebidas
en un componente criogénico. A través de esta técnica es posible detectar anticuerpos especificos
en el suero de pacientes infectados. Los anticuerpos del tipo IgG pueden ser detectados entre
el dia 12-14 después de la infeccion. Si bien esta técnica es mas sensible que la hemaglutinacion
o la fijacion de complemento, algunos autores han reportado reacciones cruzadas con otras
parasitosis, como Onchocerca spp., Schistosoma mansoni y enfermedades autoinmunes. Este
método requiere un alto nivel de habilidad, experiencia del operador y resulta dificultoso para

evaluar grandes cantidades de muestras, como sucede generalmente durante los brotes (17).
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1.5.2.1.2 Test de ELISA

El ELISA es el método inmunoldgico utilizado con mayor frecuencia para detectar infeccion
por Trichinella en humanos (17).

Desde la aplicacion del ELISA para la deteccion de trichinellosis humana, varios han sido los
métodos y antigenos empleados para la deteccion de las distintas clases de inmunoglobulinas
especificas. La sensibilidad y especificidad dependen en gran medida del antigeno elegido. Se
ha utilizado antigeno crudo, antigeno de E/S, antigenos purificados y carbohidratos sintéticos,
de parasitos adultos, NBL y larvas musculares (LM) de 7. spiralis. Inicialmente se ensayo en
el ELISA el denominado antigeno somatico de LM, dada su facil obtencién a un bajo costo,
pero se observaron reacciones cruzadas con otras parasitosis como Ascaridiasis (Ascaris suum)
y Filariasis. Por esta razén, no es recomendado su uso para los test serologicos (17).

A partir de la década del 80 se comenzd a utilizar en el ELISA el antigeno de
excrecion/secrecion (E/S) de LM, dada la facil recuperacion y especificidad del diagnostico
comparado con el uso de antigeno somadtico. La utilizacién de tivelosa sintética en el ELISA
demostro tener una especificidad similar al E/S para la deteccion de anticuerpos, pero tiene una baja
sensibilidad comparada con el mencionado antigeno. Para el diagnéstico de la trichinellosis humana
la Comision Internacional de Trichinellosis (ICT) recomienda la utilizaciéon de la técnica de

ELISA con antigeno de E/S de larvas musculares (15).

Con respecto a las variantes metodologicas, se han utilizado enzimoinmunoensayos
competitivos, tipo sandwich, asi como el ELISA indirecto. La sensibilidad del ELISA para la
determinacion de anticuerpos de tipo IgG alcanza el 100% el dia 50 pi y puede permanecer positivo
hasta dos afios posteriores, en el 88% de las personas infectadas. En la deteccion de otras
inmunoglobulinas (IgE e IgA) se observd que las pruebas para su deteccion poseen una menor

sensibilidad (11).

El ELISA es un método altamente sensible y especifico, si se utilizan antigenos de E/S y posee
como principales ventajas el bajo costo, la capacidad de estandarizacion del método y de los

reactivos y la posibilidad de evaluar gran cantidad de muestras (17).

16



1.5.2.1.3 Western blot

Esta técnica se basa en la separacion electroforética de las proteinas antigénicas en un gel de
poliacrilamida y la posterior transferencia electroforética a una membrana de nitrocelulosa.
Sobre este soporte se realiza la unidn antigeno-anticuerpo y la reaccidn concluye con el
agregado de un cromégeno que permitira la visualizacion de las bandas antigénicas especificas. Se
ha realizado utilizando las preparaciones antigénicas de extracto crudo y producto de E/S de la LM,
donde se observan diferentes bandas de acuerdo al antigeno. Asi, el patron de bandas con extracto
crudo es mucho mas complejo que al utilizar el antigeno de E/S. Si bien mediante esta técnica se
pueden detectar los pacientes con trichinellosis, se observo reaccion cruzada con toxocariasis,
filariosis, anisakiasis entre otras infecciones parasitarias (17).

El WB es usado generalmente como método confirmatorio y para validar resultados obtenidos por
ELISA debido a que es un método sensible y especifico, si se utilizan productos de E/S como
antigeno, y porque permite claramente la visualizacion del patrén de bandas en sueros reactivos.

Posee como desventaja que es un método complejo y de costo elevado.

La ICT recomienda la utilizacion de la prueba de ELISA como screening y el Wb como técnica

confirmatoria, para validar los resultados obtenidos (15).
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1.6 Antigenos

En la infeccion por Trichinella se desencadena una importante respuesta inmunoldgica dada
por la diversidad de antigenos que exponen los distintos estadios larvales. El género Trichinella es
antigénicamente complejo, ademas en su superficie expresa moléculas proteicas que cambian
cualitativamente en los diferentes estadios y cuantitativamente durante el desarrollo del parésito.
Segun la respuesta inmunolédgica los antigenos pueden ser agrupados en dos categorias: 1) los
antigenos de grupo I o de respuesta rapida (localizados en capas cuticulares, hemolinfa, glandula
hipodermal y granulos exocrinos del tracto reproductor del macho), que pueden ser detectados a
partir de la segunda semana de infeccion, y 2) los antigenos del grupo Il o de respuesta tardia
(localizados en la superficie larval y en los granulos del esticosoma), que suelen detectarse
aproximadamente a partir de la cuarta semana de infeccion. Estudios con anticuerpos monoclonales
demostraron que los antigenos del grupo I poseen fosforilcolina (hapteno ampliamente distribuido

en la naturaleza) y los del grupo II antigenos de E/S larvales (21).

1.6.1. Antigenos de excrecion secrecion

Los antigenos de E/S son sintetizados en los diferentes estadios larvales del desarrollo y la
fuente de estos antigenos es el esticosoma. Esta estructura se localiza en la parte media anterior del
parasito y posee células con actividad secretora que son denominados esticocitos, que contienen en
su interior granulos denominados alfa, beta y gamma. Estudios sobre la antigenicidad y
composicion proteica demostraron variaciones entre los productos de E/S de los distintos

estadios larvales (17).

Las investigaciones sobre las proteinas de la larva muscular de Trichinella se orientaron hacia estos
antigenos porque estarian implicados en una respuesta inmunologica especifica y jugarian un rol
preponderante en la formacion de la nurse cell (cuando comienza a secretarse en las células
musculares del hospedero), la capsula de colageno y por lo tanto en el establecimiento y persistencia
por largos periodos de tiempo en el hospedero. Estudios sobre la funcionalidad de estas proteinas
revelaron que tienen actividad de endonucleasas, proteinasas, protein quinasas, proteinas de shock

térmico, glicosidasas y superoxido dismutasas (22).

Los antigenos de E/S de las larvas musculares consisten en un grupo de glicoproteinas

estructuralmente relacionadas (17). Inicialmente, el producto de E/S fue estudiado a través de
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técnicas electroforéticas, filtracion por geles y espectroscopia en relacion a su peso molecular, punto
isoeléctrico, contenido de hidratos de carbono y antigenicidad. Luego, con el desarrollo de
nuevas técnicas, el producto de E/S se estudiéo mediante “matrix-assisted laser desorption- ionization
time of flight” (MALDI-TOF y LC-MS/MS). Esta informacion fue analizada a través de la base de
datos EST de Trichinella, donde se identificaron al menos 43 proteinas, representando 13
isoformas. Esto demostré que en el producto de E/S estaban presentes multiples isoformas

proteicas (22).

Los antigenos de la larva muscular de Trichinella han sido clasificados en 8 grupos (TSL-1 a TSL-
8) basandose en su union a anticuerpos monoclonales y policlonales. Los grupos TSL-1, TSL-2,
TSL-3 y TSL-5 estan presentes en el producto de E/S de las larvas. E1 TSL-1 es el principal epitope
antigénico reconocido por el suero de pacientes con trichinellosis. Las glicoproteinas identificadas
dentro del grupo de antigenos TSL-1 poseen un hidrato de carbono como epitope inmunodominante,
denominado tivelosa (3,6 dideoxi D arabino hexosa), que se encuentra escasamente distribuida en
la naturaleza y es responsable de provocar la principal respuesta de anticuerpos. Estudios de
inmunocitolocalizacion demostraron que este grupo antigénico (TSL-1) se localiza en la superficie
cuticular y en los granulos alfa y beta de los esticocitos (24). Son estadio especificos, estan ausentes
en el parasito adulto, son muy conservados y pueden ser reconocidos por anticuerpos inducidos por
las diferentes especies de Trichinella. Las glicoproteinas de 45, 49 y 53 KDa son los principales

antigenos (17).

El producto de E/S del parasito adulto es escasamente inmunogénico, no contiene las glicoproteinas
especificas identificadas en el gel de poliacrilamida de 45 -53 kDa y las NBL no poseen ningln
antigeno del producto de E/S, ya que comienzan a formar el esticosoma luego de invadir la

célula muscular (17).

1.6.1.1 Antigenos caracterizados del producto de E/S

TSL-1: Estos antigenos fueron purificados por cromatografia de afinidad con anticuerpos
monoclonales. Los epitopes antigénicos TSL-1 son altamente conservados, ensayos de ELISA han
demostrado que pueden ser reconocidos por anticuerpos que son inducidos por diferentes especies

de Trichinella (17).

Glicoproteina de 53KDa: Los genes que codifican para la glicoproteina de 53 kDa en T. spiralis

se expresan luego de la formacion de la capsula de coldgeno en la larva muscular y el parasito
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adulto, pero no previamente a la formacion de la misma (pre capsula) de LM y larvas recién nacidas
(NBL). La glicoproteina mostré alta similitud en secuencia con 7. britovi (90,7%) y T. nativa
(89,7%) y una menor con 7. pseudospiralis (66,6%) y T. papuae (68,8%). Se encuentra presente en
los granulos beta, pero no en los denominados alfa. La respuesta de anticuerpos contra esta
glicoproteina es dada principalmente hacia epitopes proteicos, mientras que la respuesta a epitopes

glucidicos es menor. (17,22)

Zarlenga y Gamble fueron los primeros en identificar los genes que codificaban para una
glicoproteina de 53 kDa de T. spiralis, a partir de una biblioteca de expresion ADNc de Trichinella
spiralis en Escherichia coli ¢ identificaron la secuencia génica completa a partir de un clon
denominado TsA 12 (24). Posteriormente esta secuencia, que codifica para la proteina de 53
KDa, fue clonada y expresada en un sistema de expresion de Baculovirus. La proteina de fusion
mostr6 reactividad inespecifica frente a sueros porcinos previa inmunizaciéon tanto con la técnica
de ELSA como con Western blot. Cuando se evalud esta proteina recombinante con paneles de
sueros porcinos infectados con 7. spiralis de dos experimentos diferentes, los resultados no fueron

consistentes entre ambas poblaciones, lo que indicaria una baja sensibilidad al ELISA (25).

Glicoproteina de 43 KDa: Esta glicoproteina podria ser responsable de la formacion de la

capsula de colageno, ya que se expresa previa y posteriormente a su formacion (en la pre y post
capsula), pero no en el parasito adulto. La comparaciéon de secuencia aminoacidica entre la
glicoproteina de 43 kDa de T. spiralis y T.pseudoespiralis demostré una alta similitud
(alrededor del 84% de homologia) con diferencias de pesos moleculares (38 kDa en el caso de
T. pseudoespiralis). Esta glicoproteina podria tener actividad desoxirribonucleasa Ilo. (DNasa
Ilo) (22). Fue aislada del producto de E/S de la larva muscular de 7. spiralis y caracterizada

con respecto a sus propiedades bioquimicas e inmunologicas (29).

Glicoproteina de 45 kDa: Posee como hidrato de carbono tivelosa y estd presente en los

granulos beta y gamma de los esticocitos de la larva muscular. El gen que codifica para esta
glicoproteina pertenece a la familia de genes multicopia, que codifica para varias proteinas larvales
en el rango de 40-50 kDa. Analisis bioinformaticos identificaron que la proteina secretada de 45

kDa pertenece a la familia de las serin proteasas similar, a la tripsina (22).

Glicoproteina de 46 kDa (Ts-CLP): Bin Tang y colaboradores (2015) identificaron y caracterizaron

a partir de una biblioteca de expresion cDNA una proteina antigénica que denominaron Ts- CLP

(cystatin-like protein). Determinaron que probablemente, se trataria de
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una proteina de excrecion a partir del estudio de la secuencia de péptido sefial y de los sitios de
N glicosilacion. Estudios de inmunocitolocalizacion y PCR cuantitativa mostraron que la Ts- CLP
nativa se encontraria localizada principalmente en los B-sticocitos y que el gen Ts-clp se transcribiria
y expresaria en todas las etapas de desarrollo de 7. spiralis. Concluyen que Ts- CLP puede
desempefiar un papel importante en la infeccion temprana de 7. spiralis y que la proteina Ts-CLP
recombinante es un antigeno candidato para el diagnostico debido a que rTs- CLP fue reconocida
por sueros porcinos a los 15 dias post inoculacion (pi) (31). Posteriormente esta proteina
recombinante fue evaluada en un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas competitivo
(cELISA) para el diagnostico de la infeccion por 7. spiralis en sueros murino, porcinos y humanos

(32).

Beta tivelosa sintética: Este hidrato de carbono fue identificado como el epitope inmunodominante

de los antigenos glicosilados denominados TSL-1 (27). Por esta razoén, la beta-tivelosa sintética
ha sido ensayada como alternativa para la deteccion de anticuerpos especificos. Presenta como
ventajas su estabilidad y facil estandarizacion. Ensayos realizados con sueros de porcinos
infectados con Trichinella, demostraron que comparativamente con el antigeno de E/S, este hidrato
de carbono posee una menor sensibilidad en la deteccion de anticuerpos especificos de tipo IgG

(28).
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1.7 Justificacion

En la actualidad, en el Departamento de Parasitologia del INEI, ANLIS “Dr. Carlos G.
Malbran” se utiliza el sistema de diagnoéstico serologico ELISA/Western blot en serie, desarrollado
in house para satisfacer la demanda diagndstica de gran parte de los brotes de trichinellosis que
acontecen en Argentina, con un promedio de 420 determinaciones anuales. No obstante, este
sistema presenta distintas dificultades, como la necesidad de produccion del antigeno de E/S, que
requiere el empleo de animales de laboratorio para su elaboracion. Esta etapa implica inocular
ratones con larvas L1 de T. spiralis, mantenerlos en bioterio un minimo de 35 dias, practicarles
la eutanasia, procesar el tejido muscular para aislar las larvas y cultivar las mismas para obtener
su producto secretado. Otras desventajas son las variaciones en la concentracion de los productos
de E/S de un lote a otro, la laboriosidad, el costo y tiempo que demanda el procedimiento. En
conjunto, estas razones hacen que se plantee la necesidad de desarrollar un sistema

inmunodiagnoéstico que reemplace el empleo del antigeno E/S por un antigeno recombinante.

Este estudio experimental tiene como finalidad a través del andlisis preliminar del desempefio
de los productos purificados en la técnica de ELISA, sentar las bases para la eleccion de un sistema
que contemple el uso de componentes antigénicos de las bandas de 45 kDa y 53 kDa, como
candidatos para la obtencion de antigenos recombinantes, para el reemplazo futuro del producto de

E/S total.

Objetivo general

Evaluar las proteinas antigénicas correspondientes a las bandas de 45 y 53 kDa del producto de E/S
de T. spiralis, para su aplicacion en inmunodiagnostico de la trichinellosis en un modelo

experimental murino.

Objetivos_especificos

-Purificar bandas antigénicas 45 y 53 KDa del producto de E/S de T. spiralis.

-Generar respuesta inmunologica en ratones CF1 machos y hembras, inoculados con diferente

cantidad de larvas de T. spiralis.
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-Evaluar la antigenicidad de los productos purificados de 45 y 53 KDa y el producto de E/S
total, frente a los sueros de los ratones CF1 infectados experimentalmente, mediante la técnica

de ELISA

-Realizar un analisis comparativo de los resultados obtenidos seglin tipo de antigeno empleado, el

sexo y carga larvaria de los animales donde se obtuvo el suero.
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Materiales y métodos



2.1 Aislamiento de Trichinella

El aislamiento de referencia Internacional de 7. spiralis ISS 643, fue aislado en Chile en el afio
1985 y depositado e identificado a nivel de especie en el Centro de Referencia Internacional de
Trichinella Istituto Superiore di Sanita, Roma, Italia. Este aislamiento se mantiene, en la actualidad,
por pasajes sucesivos en ratones CF-1. A partir de la técnica estandar de digestion artificial (Ver
seccidon 2.2) se recuperan las larvas L1 viables del tejido muscular del ratén y luego se inoculan

nuevos animales con el fin de reiniciar el ciclo bioldogico y mantener el parasito.

2.2 Obtencion de larvas infectivas

Para la obtencion de larvas infectivas se inocularon con el aislamiento 7. spiralis ISS 643 un
total de 20 ratones machos, cepa CF-1, de 25-30 gramos de peso, provistos por el Instituto Nacional

de Produccion de Bioldgicos, ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

El procedimiento se realiz6 mediante inoculacion via oral con 500 larvas musculares. Transcurridos
los 35 dias fueron eutanasiados mediante la utilizacion de camara de didxido de carbono, seglin la
guia sobre eutanasia de la Asociacion Americana de Medicina Veterinaria (AVMA), 2020. Luego
se evisceraron y se recuperaron las larvas infectivas del tejido muscular de acuerdo al siguiente

procedimiento:

La carcasa muscular de cada animal se trituré mediante una picadora de carne manual e incub6 en
una solucion de 1% de pepsina A, proveniente de mucosa gastrica porcina (Sigma) y 1% HCI
37% (Anedra), en una proporcion de 1:10 de muestra muscular en relacion al liquido de digestion.
Se mantuvo en agitacion permanente en un vaso de precipitado, dispuesto en un agitador magnético,
auna temperatura de alrededor de 42 °C, hasta completar la digestion del tejido muscular. Después,
la mezcla se tamizo mediante una gasa, el contenido se trasvasd a una ampolla de decantacion
de 1 litro y se dejo decantar durante 30 minutos. Luego, se drend un volumen de 45 ml de la
ampolla de decantacion a un tubo plastico conico de 50 ml. Se dejo decantar 10 minutos, se retird
el sobrenadante hasta dejar 10 ml de volumen y se llevd nuevamente a un volumen de 45 ml con
agua. Este ultimo paso se reiter6 dos o tres veces hasta obtener un sobrenadante sin turbidez.
Después de 10 minutos de decantacion, se retird el sobrenadante hasta dejar 10 ml de volumen,

se trasvasd a una placa de Petri y se examiné al
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microscopio invertido para contabilizar el nimero de larvas por gramo de la muestra muscular
analizada. Para este fin, el contenido final de 10 ml se colocé en un tubo conico de plastico de
50 ml se tomaron 10 muestras individuales de 50ul, y se colocaron en portaobjetos provistos
con cubreobjetos, para calcular la media aritmética y asi estimar el nimero total, de larvas en

el volumen inicial.

2.3 Preparacion de Antigeno E/S

Al sedimento conteniendo las larvas obtenidas en la seccidon 2.2, se le realizaron tres lavados
de 40 ml c¢/u con medio de cultivo DMEM suplementado con penicilina-estreptomicina (1 ml
de solucion de penicilina/estreptomicina cada 100 ml de DMEM) y fraccionaron en frascos de
cultivo en proporcion de 25.000 larvas por cada 5 ml de medio de cultivo. Se incubd durante
18 hs, a 37°C con una atmoésfera de 5% de CO2. Posteriormente se separd el medio conteniendo
el producto de E/S mediante precipitacion de las larvas y se concentrd por filtracion tangencial

utilizando una columna Pellicon XL (filter PLCGC 10K).

2.4 Purificacion de Proteinas del Conjunto Excretor Secretor

El producto de E/S obtenido, se separé mediante la técnica de electroforesis (Bio Rad Mini Protean
3) y se recuperaron dos bandas mayoritarias antigénicas correspondientes a los pesos moleculares
de 45 y 53 kDa. La muestra de E/S se sembré junto con buffer muestra (Glicerol; SDS, 2
mercaptoetanol y azul de bromofenol) en un gel de poliacrilamida, de 1,5 mm de espesor, al
12.5%, y se corrido a 150 voltios durante lhora en buffer tris 1,5%, glicina 7.2%, SDS 1%).
Posteriormente se realizé el método de tincion negativa, con sulfato de zinc (SO4Zn 0,4 M,

Imidazol 0,2M), para la visualizacién y posterior escision de dichas bandas del gel.

26



2.5 Recuperacion de las proteinas del gel y control de la purificacion

Las bandas antigénicas escindidas del gel en la seccion 2.4 se colocaron en tubos de vidrio con
buffer de elucion (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%) y se procedid a la electroelusion
en un equipo Bio rad- modelo 422, durante 5 hs a razén de 10 mA por tubo. Los cluatos se

recolectaron en 400 ul de buffer de elusion y se conservaron a -20°C.

Luego se realizo el control de la purificacion mediante la técnica de Western blot. Cada
producto eluido se sembr6 en un gel de poliacrilamida de 0.75 mm de espesor al 12,5%, (se
corrid 150 voltios durante 1hora, en buffer tris base 1,5%, glicina 7.2%, SDS 1%). Posteriormente
se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa (Bio Rad 0.45um) durante 1 hora a 100 v en buffer
de transferencia (Tris base 1.5%, glicina 7.2%, SDS 1%, metanol 10%) y bloqueada a 4° ON con
PBS/tween 0,05%/ leche descremada 5%. La técnica de Western blot se llevo a cabo utilizando,
como anticuerpo primario, un pool de sueros controles positivos humanos (1/100 con PBS/ Tween
0,5%, leche descremada 5%). Posteriormente se incubo con anticuerpo secundario, anti igG
conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP), (1/5.000 con PBS/Tween 0,5%, leche
descremada 5%). Ambas incubaciones se llevaron a cabo durante 1 hora en agitacion permanente.

Para el revelado se utilizé Diaminobencidina (Sigma) (PBS, DAB 0,012mg, H202).

La purificacion se considerd correcta ante la visualizacion de una banda de precipitacion tnica del

correspondiente peso molecular.

2.6 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de los eluatos y del producto de E/S se llevd a cabo mediante el método de
Bradford, basado en la variacion de absorbancia (595nm) producida por el cambio de color del

Coomassie Brilliant Blue G-250, donde se determind la concentracién de proteinas totales.

En el caso de las bandas extraidas del gel, la cuantificacion se llevo a cabo mediante pooles, de cada

banda (45 y 53 kDa).

Con el objetivo de generar respuesta inmunologica en ratones para la evaluacion de la antigenicidad
de los productos purificados de las bandas antigénicas de 45 kDa y 53 kDa y el producto de ES,

se realizaron las actividades que se detallan a continuacion.
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2.7 Infeccion Experimental

Se realizé una infeccion experimental en ratones exocriados de cepa CF-1 machos y hembras,
de 30 dias de edad, entre 25-30 gr de peso provistos por el Instituto Nacional de Produccion de
Biologicos, ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”. Los animales se mantuvieron dentro de jaulas de
poliestireno, a temperatura ambiente con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y acceso libre de
alimento balanceado para roedores y agua. En total se emplearon 30 animales repartidos en 6 grupos

de 5 animales cada uno, de acuerdo al siguiente esquema:

-Ratones inoculados con baja carga (50 L1): Un grupo de - 5 ratones machos y otro grupo de

5 hembras inoculados con 50 larvas L1 de T. spiralis.

-Ratones inoculados con alta carga (500 L1): Un grupo de - 5 ratones machos y otro grupo

de 5 hembras inoculados con 500 larvas L1 de T. spiralis

-Grupo control: Un grupo de 5 ratones machos y 5 hembras no inoculados, que se mantuvieron en

las mismas condiciones que los ratones inoculados experimentalmente.

2.8 Obtencion de muestras de suero

Se realizé una extraccion de sangre en cada animal los dias 0; 7; 14; 21; 28; 35; 42; 49; 52; 112;
167 y 316 dias post inoculacion (pi). Cada muestra de sangre consistid en un volumen de
aproximadamente de 70ul que se obtuvo a partir de la escision de la punta de la cola, mediante
el auxilio de una hoja de bisturi. Las muestras se colectaron en tubo seco, posteriormente se separd

el suero y se conservo a -20°C hasta su utilizacion.
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2.9 Evaluacion antigénica de las proteinas purificadas

A través del andlisis de los valores de densidad dptica (DO) vs dias pi se evalud la antigenicidad de
las proteinas purificadas, por la técnica de ELISA. Para este fin se sensibilizaron placas de polivinilo
de alto pegado (Greiner Bio-one) con 0,5 ug de proteina por well (pool 45 kDa, pool 53 kDa y
E/S) con buffer carbonato bicarbonato (PH 9.6), durante toda la noche, a 4°C. Luego fueron
bloqueados los sitios inespecificos con PBS/Tween /Albumina al 3%, a 37°C durante 30 min.
Posteriormente, se incubaron los sueros correspondientes a todos los dias de sangrado, por
duplicado (dilucion 1/200 en PBS tween albimina 3%) a 37°C durante 30 min, y luego de tres
lavados de 3 min c/u con PBS/tween 0,05%, se incubaron durante 30 min a con anti IgG total
de raton conjugado con peroxidasa de rabano picante, a 37°C durante 30 min. La reaccion
colorimétrica se llevé a cabo mediante el agregado de orto-fenilendiamina (OPD 2 mg /buffer citrato

PH 5/H202). Luego de 10 min se realiz6 la lectura a 450 y 620 nm.

2.10 Analisis estadistico de las DO obtenidas

Con el fin de realizar un andlisis comparativo de los resultados obtenidos con las variables de trabajo

se procedio de la siguiente manera:

Se calcularon los valores de DO como Relacién de positividad % (RP%) mediante el volcado

de las lecturas en una base de Excel, y se realizaron de esta manera comparaciones entre ensayos

diferentes, por medio de la siguiente formula:

Densidad optica (muestra x)

RP(%) (muestra x) = - — —— x 100
Densidad o6ptica suero control positivo

Se considerd para el andlisis e interpretacion de los resultados un valor de relacion de

positividad (RP) mayor a 20 como positivo el Elisa.

Posteriormente los resultados de RP % fueron volcados a una base de datos SPSS version 23 y

se efectuo el analisis estadistico de las variables.
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2.11 Variables en estudio

Se analizaron las siguientes variables, todas se comportan como variables cualitativas porque,
aunque los valores posibles son numeros no se efectuaron célculos matemadticos con ellos, a

excepcion de la variable RP que es una variable cuantitativa continua.

Variable Operacionalizacion
RP % 0a100

Sexo de los ratones machos y hembras
Cantidad de larvas inoculadas por raton 0; 50; 500

Antigeno 45 kDa; 53 kDa; E/S

Dia de toma de muestra post inoculacion 0;7; 14; 21; 28; 35; 42; 49; 52; 112; 167
(p1) y 316

2.12 Analisis de las variables:

° Sexo:

Se realizo el analisis estadistico mediante el test de Mann Whitney para evaluar la reactividad segiin
sexo de los ratones inoculados con 50 y 500 larvas infectivas y de esta manera determinar la
existencia de diferencias en la respuesta inmunologica entre machos y hembras. El analisis de

las RP% se realizd para cada inoculo, segun antigeno por sexo.

° Cantidad de larvas inoculadas:

Se identificé dentro de cada grupo de antigeno (45 kDa, 53 kDa y E/S) el dia pi que la mediana
de la RP% arrojé un valor igual o superior a 20, para los diferentes inoculos (50 y 500 larvas).
Posteriormente se realizd la comparacion de reactividades entre dos variables de indculo utilizando
el Test de Mann Whitney para cada antigeno, para analizar si hay diferencias entre las dos

poblaciones (en este estudio las dos poblaciones seran cada antigeno evaluado con los
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dos inéculos ensayados, un dia dado). En todos los casos se considerd un nivel de significacion alfa

=0.05.

° Antigenos: En primer lugar, se realiz6 la comparacion global de los tres antigenos para cada
inoculo (50 y 500) el dia que la mediana de RP% arrojé un valor igual o mayor a 20 para los tres
antigenos; para esto se utilizo el test de Kruskal Wallis. Luego, en los casos en que la comparacion
global presentd diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos de
inoculacion, se continu6 el analisis con una comparacion de a pares aplicando el test de Mann-

Whitney. En todos los casos se considerd un nivel de significacion alfa = 0.05.

2.13 Analisis parasitolégico

Transcurridos los 316 dias de la experiencia, se eutanasiaron mediante la utilizaciéon de camara
de dioxido de carbono (AVMA,2020) los ratones inoculados con 50 y 500 larvas y los del grupo
control. Al total de tejido muscular de cada raton se le determiné el peso y luego se analizé mediante

la técnica estandar de digestion artificial, como se describe en la seccion 2.2.
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Resultados y Discusion

32



3.1 Purificacion de Proteinas del Conjunto E/S: Analisis cuali-cuantitativo

En el diagndstico de la trichinellosis, la técnica de Western blot empleando el antigeno de E/S
de T. spiralis es utilizada en el Departamento de Parasitologia, INEL,’Dr. Carlos G. Malbran”,
mediante la deteccion de las bandas de 45, 49 y 53 kDa, como método confirmatorio para

validar los resultados obtenidos por ELISA.

En el presente estudio, las bandas diagnodsticas de 45 y 53 kDa detectadas en el Western blot,
se pudieron extraer por electroelucion (Figuras 3 A y B) y cuantificar mediante método de Bradford

(Tabla 1).
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Figura 3: Analisis por Western blot de las bandas eluidas de 45 y 53 kDa del producto de
E/S total, donde se observa el peso molecular correspondiente a cada banda. A) Elucion de la
banda de 45kDa. Las calles 1 y 3 corresponden al eluato 45kDa y la calle 2 al producto de
E/S. B) Elucion de la banda de 53 kDa. La calle 1 muestra el producto E/S y las calles 2 y 3
el eluato de 53kDa. En el margen izquierdo los mimeros representan el tamafio del peso
molecular del marcador.
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Tabla 1: Cuantificacion de proteinas totales en los pooles elaborados con las bandas eluidas

(correspondientes a 45 y 53kDa) y del antigeno de E/S utilizado durante toda la experiencia.

Antigeno Concentracion (ug/nl)
E/S 0,89
Pool banda 45kDa 0,32
Pool banda 53kDa 0,19

3.2 Digestion artificial (D.A)

La técnica estandar de digestion artificial, permite detectar y cuantificar larvas de Trichinella
en un tejido muscular. En esta experiencia, este método se empled como control de infeccion
de los ratones. Se verifico la infeccion por 7. spiralis en todos los animales inoculados, a excepcion
de las hembras inoculadas con 500 Larvas L1 que no pudieron analizarse debido a un
inconveniente técnico. La carga larvaria se correspondié con la cantidad de larvas inoculadas,
dado que los ratones machos inoculados con 500 L1 mostraron una carga larvaria

22.5 y 7.8 veces mayor que los ratones machos y hembras inoculados con 50 L1,

respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2: Digestion artificial de los grupos de ratones inoculados con 50 y 500 larvas al finalizar la

experiencia (dia 316 post inoculacion).

Grupo Iné6culo(LL1) Larvas/gr (promedio)

Machos 50 65,5
Machos 500 1472
Hembras 50 188
Hembras 500 n/d

n/d: No determinado.
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3.3 Evaluacion antigénica de las proteinas purificadas mediante la técnica de ELISA

3.3.1 Analisis de reactividades segun sexo:

En los estudios inmunologicos es importante incluir poblaciones representativas de ambos
sexos debido a que esta variable biologica afecta las respuestas inmunitarias, innatas y adaptativas,

enfermedades infecciosas y autoinmunes (33).

A partir del analisis estadistico, se concluye que en el presente trabajo no hay diferencias
estadisticamente significativas entre las poblaciones de ratones CF-1 machos y hembras, en
cada grupo de inodculo para cada antigeno (p>0.05) (Tabla3). Los analisis subsiguientes, por lo tanto,
se realizaron considerando los datos de ambas poblaciones en conjunto, sin tener en cuenta
esta variable, agrupando las poblaciones de ratones segln la carga larvaria inoculada (grupo de

inoculo).

Tabla 3: Analisis estadistico de las reactividades segun sexo, realizado mediante test de

Mann Whitney.
Inéculo Antigeno Sexo N U&fhlrtll?:;- Si%l')?l:i:;?;i)c a
o g
0w e w
ES Iﬁ'ﬁf;s 22 1635 0,795
45 If\l/le"r‘i‘f; ‘5‘2 1288 0,83
500 53 lﬁgg’; ‘5‘2 1260 0,692
ES Iﬁﬁf; 22 1139 0,617
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3.3.2 Analisis de la variable cantidad de larvas inoculadas

En la evaluacion antigénica segin los grupos de ratones inoculados con diferentes cargas
larvarias, se detectaron anticuerpos en los ratones inoculados con 50 y 500 larvas en el ELISA
utilizando tanto el antigeno E/S como con los antigenos obtenidos de las bandas purificadas
(45 kDa y 53 kDa). No se detectd respuesta inmunologica frente a ningin antigeno en el
suero de ratones del grupo sin inocular (Figura 4,19,20). Al comparar las diferentes inoculaciones,
50 y 500 larvas L1, se observé un valor mayor de la mediana de RP% en el grupo de ratones
inoculados con alta carga en comparacion con los inoculados con menor carga larvaria (Figura
4). El analisis demostrd que, como era de esperar, hay diferencias estadisticamente significativas
en la respuesta inmunolégica de ratones inoculados con 50 y 500 larvas al estudiar las
reactividades cuando comienzan a ser positivos, en los dias 49piy 35pi, respectivamente (Figuras
5,6 Tablas 4,5,6,7). Si bien no se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando
compararon ambas cargas larvarias el dia 49 pi frente al antigeno de 45 kDa, esto puede
deberse a la amplia dispersion de los datos de RP% obtenidos con el suero de ratones inoculados

con 50 larvas puntualmente frente al mencionado antigeno (Figura 6, Tabla 7).

Asi mismo, luego de realizar el analisis de las reactividades dentro de cada grupo de indculo
(50 y 500 larvas), se observo una mayor reactividad global (mediana de RP%) y una deteccion de
anticuerpos de forma mas temprana al enfrentar el suero de los ratones infectados al antigeno
de E/S total comparado con los antigenos purificados correspondientes a las bandas de 45 y
53 kDa. Esta diferencia de tiempo, entre los antigenos purificados y el producto de E/S, en
alcanzar una RP mayor a 20 en el grupo inoculado con 500 larvas es menor que en el grupo de

50 larvas (1 semana vs 2 semanas, respectivamente) (Figuras 4,8-12,15-19).

Seglin otros estudios experimentales realizados con 7. spiralis en modelo porcino, el tiempo
necesario para la deteccion de anticuerpos depende de la carga larvaria (34). En el presente
trabajo pudimos concluir que, tanto al utilizar como antigeno el producto de E/S como cada
banda antigénica purificada, a mayor inoculo, menor fue el tiempo para la deteccion de
anticuerpos y fue mayor la respuesta inmunolégica que se detectd al analizar dias puntuales
y reactividad global. Por lo tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio

experimental son esperables y concuerdan con lo reportado por otros autores (34).
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Se realiz6 un analisis de las reactividades globales para cada grupo de ratones inoculados
con 50 larvas, 500 larvas y grupo control, frente a cada antigeno mediante la técnica de ELISA

(Figura. 4).

Indculo
120,0- M cortral
B =0 larvas
O so0 larvas
100,07 8
w*
*
30,0 *
2 8
o, 50,0 o
o
40,0
20,0
*
3 T i I + I
0
T T T
45 KDa 53 KDa ES
Antigeno

Figura 4: Reactividad global (Box plot de RP%) para los diferentes grupos de inoculos frente
a los antigenos 45kDa; 53kDa y E/S. Dentro de cada caja se sefiala con una linea en color

negro la mediana de la relacion de positividad porcentual.
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3.3.2.1 Analisis de reactividades al dia 35 pi

Tabla 4: Casos estudiados para el analisis de RP% el dia 35, para cada antigeno y grupo de
indculo (50 y 500 larvas).

Vilido Perdidos

Antigeno Larvasinoculadas N %5 N %

50 10 100.0 O 0.0
45 kDa

500 8 800 2 200

50 10 1000 O 0.0
53 kDa

500 9 90.0 1 100

50 9 90.0 I 100

ES
500 8 8.0 2 200

Nota: -Un raton macho inoculado con 500 larvas muri6 el dia 21 de la experiencia.

-Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.

100- | @50 Larvas
. [ 500 Larvas

80
RP%
201

IR

45 i(Da 53 i(Da E/S

Antigeno

Figura 5: Blox plot de RP% para cada antigeno con los diferentes indculos el dia 35pi.
Dentro de cada caja se sefiala con una linea en color negro la mediana de la relacion de

positividad porcentual.



En el grafico puede observarse que el dia 35 pi. resultaron positivos los sueros de ratones
inoculados con 500 larvas frente a los tres antigenos (45 kDa, 53 kDa y E/S), mientras que los
sueros obtenidos de ratones inoculados con 50 larvas resultaron positivos tnicamente cuando

se utilizo el antigeno E/S.

3.3.2.1 a) Test de Mann Whitney

Tabla S5: Analisis estadistico de cada grupo de indculo (50 y 500 larvas) frente a cada

antigeno (45 kDa, 53 kDay E/S) el dia 35 pi.

Larvas U de Mann- Sig. asintodtica
Antigeno inoculadas N ‘Whitney (bilateral)
45 550% 180 8 0,004
53 550% 190 8 0,003
ES 550% g 3 0,001

Nota: -Un raton macho inoculado con 500 larvas muri6 el dia 21 de la experiencia.

-Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.
Los resultados del test de Mann Whitney (Tabla 5) indican que hay diferencia

estadisticamente significativa entre las reactividades de los sueros de ratones inoculados con

50 y 500 larvas, evaluando cada antigeno (45 kDa, 53 kDa y ES) el dia 35 p i(p<0.05).
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3.3.2.2 Analisis de reactividades el dia 49 pi

Tabla 6: Casos estudiados para el analisis de RP % el dia 49, para cada antigeno y grupo de
inoculo (50 y 500 Larvas).

Valido Perdidos

Antigeno Larvasinoculadas N % N %
50 10 1000 0 00

45 kDa 500 9 800 1 200
50 10 1000 0 00

>3 kDa 500 9 900 1 100
Es 50 9 900 1 100
500 9 800 1 200

Nota: -Un raton macho inoculado con 500 larvas muri6 el dia 21 de la experiencia.

-Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.

120 - M 50 Larvas
O 500 Larvas
100 - o
N é
RP% 60+
40 -
20 4
1
o -4
45 kDa 53 kDa E/S
Antigeno

Figura 6: Blox plot de RP% por antigeno para cada inoculo el dia 49 pi. Dentro de cada caja
se sefala con una linea en color negro la mediana de la relacion de positividad porcentual. El

dia 49 pi son positivos los sueros de ratones inoculados con 50 y 500 larvas frente a los tres

antigenos (45 kDa, 53 kDa y ES).
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3.3.2.2 a) Test de Mann Whitney

Tabla 7: Analisis estadistico mediante el Test de Mann Whitney de cada grupo de inéculo

(50 y 500 larvas) frente a cada antigeno (45 kDa, 53 kDa y E/S) el dia 49 pi.

Antigeno _ Larvas N U de Mann- Sig. asintética
inoculadas Whitney (bilateral)
45 kDa 550% 190 24 0,086
53 kDa 550% 190 17 0,022
ES 550% z 12 0,012

Nota: -Un ratén macho inoculado con 500 larvas muri6 el dia 21 de la experiencia.

-Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.

Los resultados del Test de Mann Whitney (Tabla 7) indican que hay diferencia
estadisticamente significativa entre las reactividades de los sueros de ratones inoculados con

50 y 500 larvas, el dia 49 cuando se enfrentan al antigeno 53 kDa y E/S, pero no en el caso del

antigeno de 45 kDa.
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3.3.3 Analisis de la variable antigeno

Respecto a la evaluacion segun el antigeno, cuando se analizo6 la diferencia de deteccion dentro
de cada grupo de inoculacion, de alta y baja carga larvaria, comparando las RP% el primer dia
de la experiencia que fueron positivos (35pi.) frente a los tres antigenos, se observo que los ratones
inoculados con altas dosis (500 larvas) exhibieron diferencias entre el E/S total y los antigenos
purificados, aunque no hubo diferencias significativas entre estos ultimos entre si (Tablas

15,16,17,18 y Figura 18).

Al realizar este mismo andlisis en el grupo de ratones inoculados con 50 larvas, se concluyo
que no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los tres antigenos, el dia 49pi.
(Tablas 9,10,11 y Figura 12). Sin embargo, al observar el grafico de la RP% vs dias para los
tres antigenos en el grupo de ratones inoculados con menor carga larvaria, se podria inferir que
los antigenos purificados aumentan inicialmente juntos en la misma semana y de manera posterior
al antigeno E/S (Figuras 7-11). Si se aplicara el mismo analisis estadistico realizado pero el dia
42 pi (una semana antes) que es cuando empiezan a aumentar los valores de RP%, se concluye
que hay diferencias significativas entre los antigenos purificados y el ES total, pero no entre los
correspondientes a las dos bandas purificadas (45 kDa y 53 kDa). Llegando de esta manera, a la
misma conclusion que en el caso de la inoculacién con altas cargas (Figuras 10

,11 y Tablas 12, 13).

Se debe destacar que los antigenos correspondientes a las bandas purificadas demostraron capacidad
de unidn a anticuerpos en sueros de ratones infectados y una cinética comparable al E/S, como se
observa en los graficos de mediana de RP % vs dias pi, de los diferentes antigenos durante toda la
experiencia (Figuras 10,11,16,17). Las diferencias exhibidas son esperables por la mayor cantidad
de determinantes antigénicos que ofrece el conjunto de proteinas y glicoproteinas del producto
E/S. Lo que explicaria el menor tiempo en la deteccion de anticuerpos y los valores maximos
de mediana de RP% obtenidos, que son mayores utilizando el producto de E/S total en el
enzimoinmunoensayo. Hay que tener en cuenta que el ELISA utilizando este antigeno se emplea
como técnica de screening, debiéndose confirmar los resultados por el método de Western blot,
para descartar falsos positivos. Por lo tanto, hay que considerar que esta mayor respuesta medida
como mediana de RP % podria deberse ademds a uniones inespecificas, que se detectan por el

método de ELISA pudiendo no tratarse de anticuerpos especificos.
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Por resultados observados anteriormente, si bien las bandas purificadas presentan diferencia s
esperables con el uso de E/S total, los componentes de las mismas podrian utilizarse en el

inmunodiagnostico de trichinellosis.

En este estudio experimental, al analizar los resultados obtenidos utilizando como antigenos los
productos de las bandas purificadas (45 y 53kDa), se puede concluir que no hay diferencias en
lo que respecta al dia post inoculacion que se detectan positivos, asi como en los niveles de
anticuerpos detectados ese dia pi (mediana RP%) entre ambos antigenos independientemente
del inoculo (50 y 500 larvas) (Tablas 11,12,13,18). Por lo tanto, no habria una ventaja en el uso

de uno u otro producto purificado, en inmunodiagndstico.

En los graficos donde se representan niveles de anticuerpos alcanzados durante toda la experiencia,
podria inferirse que los productos purificados de la banda de 45 kDa alcanzan un mayor valor que
las de 53 kDa (Figuras 7,8,10,13,14,16). Esto principalmente se observa con el suero de ratones
inoculados con 50 larvas y al finalizar la experiencia cuando comienza a decaer el titulo de
anticuerpos, ya que contintian siendo positivos al ELISA utilizando el antigeno ES y 45 kDa,

pero no el antigeno correspondiente a 53 kDa.

Por los resultados obtenidos en este estudio experimental, se puede concluir que los antigenos
purificados demostraron ser de utilidad para el desarrollo de un sistema de diagnostico
inmunolégico que contemple el uso de componentes antigénicos de la banda de 45 kDa en
forma conjunta con la correspondiente a 53 kDa, como candidatos para la produccion de antigenos

recombinantes que reemplacen el uso del producto de E/S total.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos del andlisis estadistico considerando cada
uno de los antigenos (45 kDa, 53 kDa y E/S) en los grupos de ratones segun grupo de inoéculo

(50 y 500 larvas infectivas).
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3.3.3.1 Grupo: ratones inoculados con 50 larvas:

Tabla 8: Se muestra la cantidad de resultados analizados del ELISA con el suero de ratones

inoculados con 50 larvas, desde el dia 0 al 316 frente a cada antigeno (E/S, 45 kDa y 53 kDa).

Valido Perdidos
Antigen
0 N % N %
45 kDa 119 99,2 1 0,8
53 kDa 119 99,2 1 0,8

ES 116 96,7 4 3,3
Nota: -Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.

3.3.3.1.a) Resultados al ELISA desde el dia 0 a 316 pi para cada antigeno
- Banda de 45 kDa: En la figura 6 se muestran los resultados del enzimoinmunoensayo

utilizando como antigeno el eluato correspondiente a la banda de 45kDa y los sueros de los
ratones desde el dia 0 al 316 pi. En el andlisis de la mediana resultaron positivos (RP%>= 20)

desde el dia 49 hasta el dia 316 pi inclusive.
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Figura 7: Blox plot de RP% del Elisa por dia pi. con eluato correspondiente a la banda de 45
kDa, frente al suero de ratones inoculados con 50 larvas. Dentro de cada caja se sefala con

una linea en color negro la mediana de la relacion de positividad porcentual.
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-Banda de 53 kDa: En la figura 7 se observan los resultados del enzimoinmunoensayo

utilizando como antigeno el eluato correspondiente a la banda de 53 kDa y los sueros de los
ratones desde el dia 0 al 316 pi. En el andlisis de la mediana resultaron positivos (RP%>20)

desde el dia 49 hasta el dia 167 pi inclusive.
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Figura 8: Blox plot de RP% del Elisa por dia pi. con eluato correspondiente a la banda de 53
kDa, frente al suero de ratones inoculados con 50 larvas. Dentro de cada caja se sefiala con

una linea en color negro la mediana de la relacion de positividad porcentual.
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-Producto E/S total: En la figura 8 se muestran los resultados del enzimoinmunoensayo

utilizando como antigeno el producto E/S y los sueros de los ratones desde el dia 0 al 316 pi.

A través del andlisis de la mediana resultaron positivos (RP% > 20) a partir del dia 35 hasta el

dia 316 pi. inclusive.
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Figura 9: Box plot de RP% del Elisa por dia pi. con antigeno E/S, frente al suero de ratones
inoculados con 50 larvas. Dentro de cada caja se sefiala con una linea en color negro la

mediana de la relacion de positividad porcentual.
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Los dos graficos siguientes (Figuras 9 y 10) muestran los resultados del ELISA realizado con

el suero de los ratones inoculados con 50 larvas frente a los tres antigenos desde el dia 0 al

316 pi.
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Figura 10 : Box plot de RP% del Elisa por dia pi. con los antigenos de 45 kDa, 53 kDa y E/S,
empleando el suero de ratones inoculados con 50 larvas. Dentro de cada caja se sefiala con

una linea en color negro la mediana de la relacion de positividad porcentual.
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Figura 11: Resultados del Elisa, mediana de RP% de 45 kDa, 53 kDa y E/S, empleando el

suero de ratones inoculados con 50 larvas. Se indican en lineas punteadas RP% =20.

3.3.3.1.b) Resultados del andlisis estadistico de las RP% el dia 49 pi.

-Antigenos 45 kDa, 53 kDa v E/S

Los resultados del analisis (Figura 12, Tablas 9,10 y 11) indicarian que no hay diferencias

estadisticamente significativas entre las RP% de los tres antigenos (p>0,05), el dia 49pi.

Tabla 9: Cantidad de casos analizados el dia 49 pi, de cada antigeno (45 kDa, 53 kDa y ES)

empleando el suero de ratones inoculados con 50 larvas.

Valido Perdidos
Antigeno N % N %
45 kDa 10 100 0 0
53 kDa 10 100 0 0
ES 9 90 1 1

Nota: -Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.
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Tabla 10: Estadisticos descriptivos obtenidos del ELISA con el suero de ratones inoculados

con 50 larvas el dia 49 pi., con los tres antigenos (E/S, 45 kDa y 53 kDa).

Estadisticos Descriptivos Antigeno
45 kDa 53kDa E/S
Media 44 29,7 52
Limite inferior* 244 16,1 39,2
Limite superior* 63,6 433 64,7
Mediana 45,7 33,9 56,5
Desviacion estandar 27.4 19,1 16,6
Minimo 10,4 5 23,8
Maximo 81,1 62,3 70,8
Rango 70,7 57,3 47

*95% de intervalo de confianza de la media
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Figura 12: Blox plot de RP% resultados del Elisa el dia 49 pi para cada antigeno, con suero
de ratones inoculados con 50 larvas. Dentro de cada caja se sefiala con una linea en color

negro la mediana de la relacion de positividad porcentual.
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Tabla 11: Se muestran los resultados del analisis estadistico mediante el Test de Kruskal-
Wallis, donde se compara la RP% de los antigenos 45 kDa, 53 kDa y E/S el dia 49 post inoculacion,

empleando el suero de ratones inoculados con 50 larvas.

Antigeno N Chi-cuadrado gl  Sig. asintotica
45kDa 10
53kDa 10 4,596 2 0,1

ES 9

Nota: -Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.

Tabla 12: Se muestran los resultados del analisis estadistico mediante el Test de Kruskal-
Wallis, de donde se compara la RP% de los antigenos 45 kDa, 53 kDa y E/S el dia 42 post

inoculacion, empleando el suero de ratones inoculados con 50 larvas.

Antigeno N Chi-cuadrado gl Sig. Asintotica

45kDa 10
53kDa 10 10,4 2 0,006
ES 9

Nota: -Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.

Tabla 13: Se muestran los resultados del andlisis estadistico (test de Mann Whitney) de las
comparaciones de RP% de 45 kDa vsES; 53 kDa vs ES y 45 kDa vs53kDa, empleando el suero de

ratones inoculados con 50 larvas del dia 42 pi.

Antigeno N U de Mann-Whitney Sig. asintética (bilateral)

45kDa 10

19 0,019
ES 10
53kDa 10
ES 10 5 0,001
45kDa 10
46 0,762
53kDa 10
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Los resultados del analisis indican que hay diferencias estadisticamente significativas cuando
se comparan las RP% del antigeno de 45 kDa y 53 kDa frente al E/S (p<0.05) pero no cuando
se comparan las RP% del antigeno de 53 kDa y 45 kDa (p>0.05), el dia 42 pi.

3.3.3.2 Grupo: Ratones inoculados con 500 larvas:

Tabla 14: Resultados analizados del ELISA con el suero de ratones inoculados con 500 larvas,

desde el dia 0 al 316 frente a cada antigeno (E/S, 45 kDa y 53 kDa).

Valido Perdidos
Antigeno N % N %
45 kDa 103 85,8 17 14,2
53 kDa 103 85,8 17 14,2
ES 99 86,7 21 13,3

Nota: -Un ratén macho inoculado con 500 larvas muri6 el dia 21 de la experiencia.
-Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.
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3.3.3.2.a) Resultados al ELISA desde el dia 0 a 316 pi para cada antigeno

-Banda de 45 kDa: En la figura 13 se muestran los resultados del enzimoinmunoensayo utilizando
como antigeno el eluato correspondiente a la banda de 45 kDa y los sueros de los ratones desde el
dia 0 al 316 pi. A través del analisis de la mediana resultaron positivos (RP%>=a 20) desde el dia

35 pi hasta el dia 316 pi inclusive.
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Figura 13: Blox plot de RP% del Elisa con suero de ratones inoculados con 500 larvas, por dia pi.,
con eluato correspondiente a la banda de 45 kDa. Dentro de cada caja se sefiala con una linea

en color negro la mediana de la relacion de positividad porcentual.
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-Banda de 53 kDa: La figura 14 muestra los resultados del enzimoinmunoensayo utilizando como

antigeno el eluato correspondiente a la banda de 53 kDa y los sueros de los ratones desde el dia

0 al 316 pi A través del analisis de la mediana resultaron positivos (RP%>20) desde el dia 35

pi. hasta el dia 167 pi inclusive.
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Figura 14: Blox plot de RP% del Elisa con suero de ratones inoculados con 500 larvas, por dia pi.,

con eluato correspondiente a la banda de 53 kDa. Dentro de cada caja se sefiala con una linea

en color negro la mediana de la relacion de positividad porcentual.
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-Producto E/S total: En la figura 15 se muestran los resultados del enzimoinmunoensayo utilizando
como antigeno el producto de E/S y los sueros de los ratones desde el dia 0 al 316 pi. A través

del analisis de la mediana resultaron positivos (R/P > 20) desde el dia 28 hasta el dia 316 pi.

inclusive.
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Figura 15: Blox plot de RP% del Elisa con suero de ratones inoculados con 500 larvas, por dia pi.,
con antigeno E/S Dentro de cada caja se sefiala con una linea en color negro la mediana de la

relacion de positividad porcentual.
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Los dos graficos siguientes (Figuras 18 y 19) muestran los resultados del ELISA realizado con
el suero de los ratones inoculados con 500 larvas frente a los tres antigenos desde el dia 0 al

316 pi.
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Figura 16: Box plot de RP% del Elisa, con suero de ratones inoculados con 500 larvas, desde
el dia 0 al 316 pi., con los tres antigenos. Dentro de cada caja se sefiala con una linea en color negro

la mediana de la relacién de positividad porcentual.
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Figura 17: Resultados del Elisa, mediana de RP%, con suero de ratones inoculados con 500

larvas. Se indica con una linea punteada RP% =20.

3.3.3.2.b) Resultados del andlisis estadistico de las RP% el dia 35pi.

Antigenos 45 kDa 53 kDa y E/S

Tabla 15: Cantidad de casos analizados el dia 35 pi de cada antigeno (45 kDa, 53 kDa y ES).

Valido Perdidos
Antigeno N % N %
45 kDa 8 80 2 20
53 kDa 9 90 1 10
ES 8 80 2 20

Nota: -Un ratén macho inoculado con 500 larvas murié el dia 21 de la experiencia.
-Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.
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Tabla 16: Estadisticos descriptivos (RP%) obtenidos del ELISA con el suero de ratones

inoculados con 500 larvas el dia 35 pi., con los tres antigenos (E/S, 45 kDa y 53 kDa).

Estadisticos Descriptivos Antigeno

45 kDa 53kDa E/S
Media 28,28 31,35 61,31
Limite inferior* 10,27 10,66 50,63
Limite superior™® 46,3 52,03 71,99
Mediana 25,72 28,53 62,57
Varianza 464,42 723,93 163,2
Desviacion estandar 21,55 2691 12,77
Minimo 6,5 6,96 459
Maximo 75,22 95,92 78,62
Rango 68,72 88,96 32,71

95% de intervalo de confianza de la media
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Figura 18: Blox plot de RP% resultados del Elisa el dia 35 pi para cada antigeno, con suero
de ratones inoculados con 500 larvas. Dentro de cada caja se seflala con una linea en color

negro la mediana de la relacion de positividad porcentual.



Tabla 17: En la siguiente tabla se muestran los resultados del analisis estadistico, utilizando
el test de Kruskal-Wallis, donde se comparan la RP% de los antigenos 45 kDa,53 kDa y E/S

en el dia 35 post inoculacion.

Antigeno N Chi-cuadrado Gl Sig. Asintética

45 kDa 8
53kDa 9 10,032 2 0,007
ES 8

Nota: -Un raton macho inoculado con 500 larvas muri6 el dia 21 de la experiencia.
-Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.

Los resultados del analisis indicarian que hay diferencias estadisticamente significativas cuando
se comparan las medianas de RP% de los tres antigenos el dia 35 pi(p<0.05) en los ratones

inoculados con 500 larvas.

Tabla 18. Se muestran los resultados del andlisis estadistico (test de Mann Whitney) de las

comparaciones de RP% de 45 kDa vs ES; 53 kDa vs ES y 45 kDa vs 53kDa, empleando el

suero de ratones inoculados con 500 larvas.

U de Mann-Whitney Sig. asintotica (bilateral)

Antigeno N
45 é‘g a 2 6 0,006
> 3E1;Da z 8 0,007
g kkgz g_ 31 0,63

Nota: -Un raton macho inoculado con 500 larvas muri6 el dia 21 de la experiencia.
-Los datos de RP% que no contaban con duplicado no se tuvieron en cuenta para el analisis.

Los resultados del analisis indican que hay diferencias estadisticamente significativas cuando
se comparan las RP% del antigeno de 45 kDa y 53 kDa frente al E/S (p<0.05) pero no cuando
se comparan las RP% del antigeno de 53 kDa y 45 kDa (p>0.05), el dia 35 pi.
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3.3.3.3 Grupo control:

Los sueros de este grupo de ratones resultaron no reactivos (RP% < a 20) al enzimoinmunoensayo

desde el dia 0 al 316 post inoculacion frente a los antigenos de E/S; 45 kDa y 53 kDa (Figuras
21y22).
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Figura 19: Blox plot de RP%. del ELISA, con el suero de los ratones sin inocular frente a los tres
antigenos (45 kDa, 53 kDa y E/S) desde el dia 0 al 316 pi. Dentro de cada caja se sefiala con

una linea en color negro la mediana de la relacion de positividad porcentual.
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Figura 20: Resultados del ELISA, con el suero de los ratones sin inocular. Mediana de RP%

desde el dia 0 al 316 pi.



Conclusiones
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En nuestro pais los brotes de trichinellosis se producen generalmente por el consumo de carne
y/o productos de cerdos. Frecuentemente, durante la investigacion de los brotes es dificultoso
identificar el alimento implicado. En estos casos, es relevante la utilizacion de métodos
inmunolégicos para la confirmacion etiolégica de los casos sospechosos. Las técnicas
serologicas empleadas en la actualidad implican la utilizacion de sistemas de produccion antigénica
que contemplan el uso de animales para su elaboracion. Ademas, la variabilidad del producto de
E/S obtenido del cultivo de larvas musculares en los diferentes lotes antigénicos fueron los

principales motivadores del presente estudio.

Los métodos utilizados en este trabajo permitieron la purificacion de las bandas antigénicas
especificas de 45 kDa y 53 kDa y su evaluacion de la respuesta inmunoldgica mediante la
técnica de ELISA en ratones experimentalmente infectados con 7. spiralis. Los resultados derivados
del presente estudio permiten arribar a las siguientes conclusiones sobre el desempeio de los

antigenos estudiados en la deteccion de la infeccion con 7. spiralis en ratones:

- El antigeno E/S total y los antigenos purificados no presentan diferencias en la deteccion de

infeccidn entre los hospederos de ambos sexos.

- Los antigenos purificados de 45 kDa y 53 kDa permiten la deteccion serologica de la infeccion,

demostrando ser de utilidad para el serodiagnostico, en el modelo experimental utilizado.

- Los tres antigenos estudiados permiten una deteccion mas temprana en hospederos infectados con

una alta carga larvaria que los infectados con una carga larvaria diez veces inferior.

- El antigeno del E/S total posee mejor desempefio en la deteccion serologica que los antigenos

purificados.

- No se observa diferencia entre los antigenos purificados de 45kDa y 53kDa en la deteccion

serologica, tanto en infecciones de alta como baja carga larvaria.

-Los antigenos purificados pueden proponerse para un futuro desarrollo de métodos de diagnostico
inmunolégico mediante la deteccion de antigenos recombinantes basados en las proteinas de los

productos de 45kDay 53 kDa.

Si bien hay diversos trabajos sobre el estudio y desarrollo de antigenos recombinantes, no
existe en la actualidad una técnica seroldgica para el diagndstico de la trichinellosis que incluya el

uso de este tipo de antigenos.
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Por lo expuesto, los resultados obtenidos podrian ser un punto de partida para estudiar los
componentes antigénicos de dichas bandas y a través de la utilizacion de la tecnologia de ADN

recombinante desarrollar antigenos recombinantes especificos.
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