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1.- INTRODUCCION

* "E; dificil imaginar que un solo organismo sustente a tantos millones

de criaturas, por diminutas que sean, sin algun efecto visible”, escribié

JAMES PAGET, en 1835, al observar por primera vez las formas larvarias

_enquistadas en los musculos de un hombre, describiéndolos como

"animaliculos singulares". Conocidos .posteriormente como Trichinella

 spiralis, nematodos que en fase adulta viven en el intestino de algunos

mamiferos y, en la larvaria, se localizan en el tejido muscular del mismo
hospedador. : ‘

Causan una de las nematodosis zoonésicas de mayor interés y
desgraciadamente de constante actualidad.

. Organizaciones sanitarias y cientificas de todo el mundo preconizan
y efectian estudios sobre esta zoonosis y su agente causal, ocupando la
mayor parte de sus publicaciones los trabajos dedicados al conocimiento
sobre etiologfa, epidemiologia, diagnéstico y tratamiento. Se puede
comprobar, tras una revisién actual de la bibliograffa, que han permanecido
relegados aquellos trabajos cuyo tema base de investigacién es la patologia
y las alteraciones que el pardsito con sus mecanismos de accién ocasiona
sobre el organismo hospedador. E :

‘ En nuestro trabajo de inveStigécién, realizado como proyecto de
Tesis Doctoral, abordamos el estudio clinico, biopatolégico, histopatolégico,
inmunolégico y parasitolégico a lo largo de la evolucién de la enfermedad

- provocada experimentalmente en- cabras, ‘aportando nuestros datos al

conocimiento de una patologia con un cortejo ‘sintomético pricticamente

desconocido.

La eleccién de la cabra como animal de experimentacién se realizd

- atendiendo a varias razones fundamentales. En primer lugar, se trata de un

animal bésico en la cabafia ganadera de la Comunidad Auténoma Canaria.
En segundo lugar, creemos muy interesante el aporte de datos clinicos que
se pueden obtener en esta especie en la que se sospecha un cierto grado de
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inmunidad y su utilizacién, como patologfa comparada por extensién a otros
rumiantes. En tercer lugar por la importancia que los herbivoros han tenido
durante los iltimos afios como transmisores de I.spiralis a la especie
humana. Por ultimo resulta una especie que aunque en condiciones
experimentales no resulta ficil de mantener, si lo es de obtener y sobre la
que gravitan distintos proyectos de investigacién de nuestro Departamento.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- INTRODUCCION

El estudio de las infestaciones por Trichinella spiralis ha sido uno

'~ delos mayores centros de atencién de investigadores, médicos, veterinarios,
y biolégos durante m4s de un siglo. Sin embargo, el interés por continuarlo,

ain hoy dia no ha quedado obsoleto, ni tan siquiera ha disminuido.

NORMAN STOLL (1947), defini6 ya la investigacién en Trichinella
y Trichinellosis como de "actualidad y fertilidad permanentes"”.

" LARSH, 1968, apuntaba como perfodo excitante y atractivo el

‘futuro de la investigacién en Trichinellosis. De hecho, esta enfermedad ha
‘tenidlo y tiene una amplia difusion en todas las sociedades,

independientemente del nivel cultural de las personas que las integran.

. Los origenes de esta enfermedad en el hombre no se conocen, pero
es seguro que la ha padecido durante milenios, siendo el primer caso
conocido de trichinellosis humana el de un joven egipcio que vivi6 en el

- 1.200 a.C., diagnosticado en el afio 1947 (CAMPBELL, 1983).

~ Las primeras observaciones de quistes'de' Trichineila, es posible que
correspondan a unas concreciones pétreas blanquecinas en la musculatura
de un cad4ver, observadas por TIEDMANN en 1821, aunque las medidas

de éstas no encajan con las del pardsito. En 1828 PEACOCK prepara en
el. Guy’s Hospital un musculo humano como ejemplar de museo por su

" extrafio moteado, cuya naturaleza no logra esclarecer y que 30 afios después
 se-identifican como larvas enquistadas de Trichinella (GILBERT et al.,

1920; GOULD, 1952). En 1833 HILTON, en el mismo hospital, vuelve

" a encontrar sobre musculatura humana un granulado que examiné al

microscopio sin distinguir estructuras internas, posiblemente como
consecuencia de la calcificacién de los quistes. No obstante, fue atribuida

© por €l una naturaleza parasitaria, en la creencia de que se trataba de un

diminuto cisticerco.

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive




REVISION BIBLIOGRAFICA

La primera descripcién detallada del pardsito fue la de OWEN en
1835, que en aislados de musculatura humana disecados por PAGET,
alumno de medicina, lo identifica como un nematodo y lo denomina
Trichina spiralis.

Sin embargo, no es hasta 1860 cuando ZENKER reconoce la
enfermedad en una paciente diagnosticada de fiebres tifoideas al presentar
sintomas de fatiga, desvanecimiento, fiebre, grandes dolores musculares y
muerte tras 33 dias de enfermedad. Descubriendo al realizar estudios sobre
el tejido muscular la presencia de numerosas larvas, la mayorfa sin
encapsular y muy mdviles, por lo que deduce que fueron la causa de la
enfermedad y muerte (ZENKER, 1860; NEGME, 1960).

A partir de este momento se reproducen con frecuencia las denuncias

de esta enfermedad humana, siendo de interés resaltar el brote epidémico

-ocurrido en Alemania en 1865 en el que murieron 101 de los 337 enfermos
afectados de trichinellosis (RUPPECHT, 1865).

En Espafia es diagnosticada por primera vez en 1860 (BUSTO,
1862), pero es el brote epidémico de Villar del Arzobispo, en 1877, el que
despierta un mayor interés. A este le siguen otros en Lora de Estepa,
Sevilla, Barcelona, Murcia, Caspe, Burgos, Cérdoba y Navarra. Todos
estos brotes tuvieron en comun la presencia de una gran morbilidad y
mortalidad. Asi, en 1900 en Murcia, mueren 11 personas de los 227
afectados y en 1913 en Fuenteovejuna (Cérdoba), mueren 33 personas de
139 enfermos (JERONIMO, 1986).

Simultdneamente a estos descubrimientos, el estudio de la biologia
del parisito interesé a distintos autores con el fin de conocer su naturaleza,
transmisién y forma de vida. Asf en 1840, DUJARDIN y VAN SIEBOLD
describieron las larvas encontradas en el interior del quiste y las
reconocieron como elementos parasitarios no maduros (REINHARD, 1958).
LEUCKART en 1860 describe "otras formas larvarias” en el intestino de
un hospedador infestado, no llegando a reconocerlas como adultos maduros.

Es en el afio 1859 cuando WIRCHOW reconoce a las formas
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encotradas en intestino como-adultos, siendo este mismo cientifico quien en
el afio 1860 encuentra larvas itinerantes en génglios linfiticos mesentéricos

y cavidades. serosas.

De alguna manera, estos autores no daban crédito o bien,

desconocfan las manifestaciones de LEIDY -que en ¢l afio 1846 observando
. los quistes en tejido muscular de cerdo, se pronuncié por la transmisi6n oral
. del parssito (WARD, 1930). :

Finalmente fueron ZENKER, VIRCHOW y LEUCKART quienes,

tras un caso de muerte ‘por trichinellosis acaecido en Alemania en 1860,

establecieron 1a transmisién oral del parésito de forma experimental, y su
ciclo en el hospedador. Este estudio complet el realizado por HERBST en
1851 quién cerr6 el ciclo cerdo-tej6n y posteriormente tején-perro.

~ Debido a la importancia sanitaria que adquirfa esta enfermedad,
cientfficos alemanes comenzaron una lucha contra la administracién que

condujo a la aparicién en 1866 de la primera legislacion sobre la
. obligatoriedad de inspeccién triquinoscépica a canales porcinas dedicadas

al consumo. Estableciéndose indemnizaciones para cerdos decomisados

~ (HUN, 1869).

Al final del siglo XIX, la tﬁquinoscopia era una préctica comin en

'Europa, no siendo asf en otros pafses como Estados Unidos en el que no se

implant6, dando como razones Su escasa eficacia y elevado coste de
aplicacién (SALMON, 1895). A consecuencia de esto, en la década 1880-
1890 se produjo un bloqueo a la importacién de productos porcinos desde
Estados Unidos por parte de paises europeos como Espaiia, Portugal,

~ Grecia, Dinamarca y Alemania. Sé6lo Reino Unido mantuvo el comercio de

carne de cerdo con Estados Unidos.

~ Este error sanitario condujo a que la enfermedad fuera endémica en
este pafs, hasta el punto de que la incidencia de Trichinella en cerdos en los
Estados Unidos en 1970, era mayor que la existente en Alemania en
1870.(LEHMENSICK, 1970).
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Como final a esta breve resefia histérica que ha pretendido mostrar
desde una visién retrospectiva la importancia de este pardsito y de la
enfermedad que produce, es importante destacar que una amplia gama de
mamiferos pueden ser el origen directo de una trichinellosis humana. Asf,
en Estados Unidos, muchos de Ios brotes humanos ocurren por el consumo
de animales de caza como 0s0s, siendo en Espafia Y otros paises el jabali el
animal salvaje que conlleva un mayor peligro de contagio. Queremos
apuntar finalmente que algunos herbivoros son hospedadores susceptibles de
Trichinella y que en los dltimos afios importantes brotes de trichinellosis
humana en Francia e Italia han sido originados por el consumo de carne de
caballo procedente de distintos pafses (MANTOVANI ¢r al., 1976;
PARRAVICINI ¢ al., 1986; VAN KNAPEN ,» 1988; CARNERI y
MATTEO, 1988 y CARNERI ¢ al., 1989).

2.2.- CICLO BIOLOGICO

adultos y la reproduccién sexual de éstos, y como hospedador intermediario
€n una segunda fase, con ubicacién muscular. Con el asentamiento de estas
formas larvarias y su posterior evolucién hasta el estadio infestante para un
nuevo hospedador, se completa el ciclo biolégico del pardsito.

Hasta hace poco tiempo se consideraba que pricticamente la tinica
via de transmisién del pardsito de un individuo a otro era por la ingestién

A este respecto GRETILLAT (1985), indica como posible fuente de
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contagio para los caballos, la contaminacién del alimento con heces de ratas
conteniendo Trichinella. AHMED et al., (1985), en un estudio experimental
en ratas, encontré la presencia de larvas libres en las heces dias despues de
la infestacién.

Mi4s contundentes son los resultados de GEVREY (1989). En sus
experiencias, consiguié determinar la viabilidad de larvas de Trichinella,
eliminadas con las heces de perros infestados experimentalmente, siendo
posteriormente administradas a ovinos y reproduciendo en alguno de ellos
la parasitacion. Este autor, comprobé que estos perros eliminaban una gran
cantidad de larvas, tanto libres como enquistadas, sobre todo durante un
episodio diarreico, que permanecieron vivas durante varios dias,
consiguiendo el contagio de un cordero provocado por la ingestién de estas
heces.

Normalmente, (DESPOMMIER, 1983), cuando un hospedador
susceptible (la gran mayoria de los carnivoros y omnivoros y hoy también
ya demostrado, los herbivoros) ingiere tejido muscular infestado por
Trichinella, se produce un proceso de digestién por la accién de la pepsina
y del 4cido clorhidrico del estémago, proceso que dura unos minutos,
durante el cual la larva no sufre ningiin desarrollo.

Una vez liberada la larva 1 penetra rdpidamente en la mucosa
intestinal. Los distintos autores no- muestran uniformidad de criterios en
cuanto a la forma de penetracion, ya que mientras para algunos este
mecanismo es desconocido (BRUCE, 1974; CAPO er al., 1984) por
entender que la larva 1 carece de estilete bucal, para otros (VAN
SOMEREN, 1939) esta penetracién se efectia gracias a un estilete bucal.
De uno u otro modo esta penetracién se realiza, incluso a partir de los 10
minutos de su liberacién (DESPOMMIER et al., 1978; DESPOMMIER,
1983), aunque pueden encontrarse larvas sin introducierse en la mucosa
intestinal aiin a las 24 horas de la ingestién (GURSH, 1949; CALERO et
al., 1982; YANG e al., 1984).

Las larvas se sitian en las c€lulas del epitelio columnar o epitelio
simple cilindrico de la mucosa intestinal, tanto células caliciformes como

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



REVISION BIBLIOGRAFICA

enterocitos o c€lulas absortivas, sobre todo de la base de las vellosidades,
encontrdndose directamente en el citoplasma y no apareciendo rodeadas de
membrana del hospedador (GARDINIER, 1976; WRIGHT, 1979).

Cuando penetran las larvas 1, miden aproximadamente 1 mm. de
longitud por 35-38 um. de didmetro; como la célula epitelial mide unos 32
pm. de longitud el pardsito no puede penetrar en una séla célula, por lo que
se acopla a una gran cantidad de ellas (hasta 117, durante esta primera
fase), fusiondndose las membranas celulares de interconexién (WRIGHT,
1979), formando sincitios para albergarlas. Asf pues, no hay destruccién de
células, sino que éstas se modifican para el alojamiento. A este nicho se le
denomina intramulticelular, (DESPOMMIER, 1983; CAPO ez al., (1984).

Aunque se han citado varias localizaciones que pueden servir como
nicho intramulticelular (duodeno, yeyuno, {leon, etc.) es generalmente
-aceptado que el duodeno es el lugar donde se localizan la mayoria de larvas.

Es en este nicho dénde las larvas 1 sufren cuatro mudas muy
rdpidamente, tal como apuntan la préctica totalidad de autores consultados
(CALERO et al., 1982; DESPOMMIER, 1983; CAPO et al., 1984; etc.),
mudas que se completan en un plazo de 30 horas.

Una vez alcanzada la madurez sexual se produce rdpidamente el
apareamiento. Tras la fecundaci6n de las hembras, en el interior de los
huevos, se desarrollan las larvas 1, que eclosionan en el interior del ttero
y posteriormente son eliminadas por la vulva. Esto transcurre en un tiempo
aproximado de 90 h., ya que hasta los 5 dias no aparecen larvas 1 recién
nacidas en el duodeno (30 horas hasta la produccién de adultas + 90 horas
para la larviposicién = 5 dfas), segiin indican DENHAN y MARTINEZ
(1970), HARLEY y GALLICCHICO (1971), y STEWART e al. (1986).

La ruta que las larvas 1 toman una vez paridas, ha sido objeto de
estudio de muchos investigadores, pero dos trabajos realizados en ratén con
la canulacién del conducto tordcico, aportaron claridad a este respecto.
Estos trabajos fueron realizados por BASTEN y BEESON (1970) y
HARLEY y GALLICCHICO (1971). En el primero se recogen gran
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cantidad de larvas 1 entre el dias 6 y 7 de la infestacién oral, demostrandose
en el segundo, que.el 70% de las larvas migran por el sistema circulatorio
linfoide, mientras que el 30% restante acceden a la musculatura a través de
la cavidad abdominal o mediante el sistema porta, desde donde son

- diseminadas por el torrente circulatorio. Esto indica que la ruta
- - predominante ‘de las larvas 1 de Trichinella, en su migracién hacia el
' corazén, es a través del conducto tordcico antes de integrarse a ]a vena cava

caudal. A partir de la llegada al corazén las larvas, en la circulacién

- general, se distribuyen sistémicamente por todo el organismo hasta alcanzar
- su locahzamén deﬁmnva :

La llegada de larvas a musculatura comienza entre el 15%y 16° dia

postmfestacuin (dpi) (CALERO et al., 1982), continuando la llegada y

penetracién hasta los dias 20-22 post1nfestac16n (pi), época en la cuai la
préctica totalidad de larvas estdn ya en musculatura. La penetraci6n de las

" larvas en su nicho mtracelular es muy réplda al igual que en el nicho

mtramultlcelular entérico.

“Existen numerosos trabajos sobre los musculos mds frecuentemente

infestados, e incluso sobre el mimero relativo de larvas 1 en cada uno de

ellos, en una gran variedad de mamiferos, domésticos y salvajes, en
ratones, ratas e incluso en la especie humana, entre los que podemos citar

los publicados por PAMPIGLIONE ez al. (1978); LIZCANO HERRERA

(1979); STEWART y CHARNIGA (1980); HENRIKSEN ' (1981);
KOTULA et al. (1984); MARTINEZ GOMEZ (1985); REINA (1987);
SERRANO (1991); NAVARRETE e al. (1991) o PEREZ et al. (1992),
de los que se desprende que los miisculos que tienen mayor actividad; son
los mds altamente parasitados. Con las diferencias debidas a cada proceso
experimental, los misculos més afectados son siempre el diafragma, lengua,

- maséteros, intercostales, pséas mayor, abdominales, biceps, triceps, flexores
.y extensores del carpo y tarso, linguales, faringeos, etc., apuntando
~ SERRANO (1991).que este troplsmo no se siente alterado por el tipo de
“,'alslarmento mfestlvo :

PEREZ et al (1992) apuntan tras su expenmento en porcino ibérico
que cuando los animales reciben bajas dosis de L1 (10-800), 1a localizacién
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preferente de Trichinella es la lengua (x= 22,81 LPG) situindose en
segundo lugar los pilares del diafragma (x= 19,5 LPG). Por su parte, si
aumenta la dosis infestante hasta 36.000 larvas por animal, son los pilares
del diafragma (mds de 4000 LPG) donde se localiza un mayor mimero de
enquistamientos de 7. spiralis, seguido por los misculos de la lengua (2560
LPG), pséas mayor (2428 LPG), maséteros (1689 LPG) y miisculos
abdominales (1339 LPG).

Consultada la bibliograffa comprobamos la falta de trabajos queciten
la distribucién de Trichinella en el hospedador objeto de nuestro estudio
(cabra), asi como el incremento que en los tltimos afios han tenido los
referidos a especies afines (herbivoros en general), como son los publicados
por SOULE ez al., (1986); VAN KNAPEN et al., (1987); POLIDORI er
al., (1989); SMITH y SNOWDON (1989) o TOMASOVICOVA e al.,
(1991). Este 1iltimo autor en un estudio experimental en ovejas encuentra un

-mayor asentamiento de larvas en misculos maséteros seguidos de diafragma
y lengua.

WEATHERLY (1983), apunta cuatro posibles razones para que no
se produzca el asentamiento de las larvas en el misculo cardfaco: la escasez
de tejido conectivo en el miocardio, a través del cual migra la larva
normalmente; las constantes contracciones del miocardio que interfieren el
asentamiento de la larva en este tejido; la declarada ausencia de sarcolema
lo que hace imposible la retencién de la larva dentro de la fibra muscular
y la particular exacerbacién de la respuesta inflamatoria en el miocardio.
Sin embargo, VAN KNAPEN e al. (1987) en un estudio experimental
realizado en caballos encontré algunas.larvas en miisculo cardiaco.

Son también numerosos los estudios realizados sobre el tiempo que
ha de transcurrir para que las larvas 1 de Trichinella lleguen a ser
infestantes para un nuevo hospedador. Para algunos autores como
VILLELLA (1970), este momento ocurre entre los 17 y 21 dfas tras la
infestacién oral (equivalente a una edad de la nueva larva 1 de 12-16 dias).
El crecimiento de la larva 1 cesa sobre el dfa 19-20 postpenetracién,
teniendo entonces un volumen 270 veces mayor del que posefa cuando
penetrd en la célula muscular (STEWART, 1983 b).

10
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A partir de este momento, el pardsito comienza una espera, en laque
aiin continia madurando en su célula nodriza, hasta ser ingerido por otro
hospedador y poder continuar su ciclo con una nucva fase entérica. Esta

~ espera puede prolongarse, permaneciendo la larva con capacidad infestante

durante toda la vida del hospedador y pudiendo calcificarse o no durante

- este tiempo DESPOMMIER (1983).

2.3.- ESTUDIO CLINICO Y BIOPATOLOGICO

2.3.1.- SINTOMAS

~ Segiin PAWLOSKI (1983), la trichinellosis estd incluida en un
grupo de enfermedades caracterizadas por poseer una gran variedad de

sintomas, -que tradicionalmente se han venido a considerar por separado.

CASTRO y BULLICK (1983) apuntan que tanto los aspectos
cualitativos como los cuantitativos de la patogénesis de Trichinella spiralis,
estan condicionados por el hecho de que se trate de un primer contacto con

¢l parésito o no. También es evidente que otros aspectos como la intensidad
“de la infestaci6n, susceptibilidad - individual, o edad del hospedador
~ (GOULD 1970 a; GOULD 1971) estdn relacionados directamente con el

dafio producido.

La actividad patégena de Trichinella spiralis 1a dividiremos segun

~ sus.actuaciones en los dos niveles mds importantes de su ciclo biolégico,

gastrointestinal y muscular, continuando con el estudio de las al_teraciones

. producidas en otros 6rganos, sistemas y aparatos.

* 53.1.1.- FASE GASTROINTESTINAL

En cuanto a ella, las alteraciones se centran en la funcién motora de

. 1a musculatura lisa del intestino, en 1a actividad secretora y en los procesos

‘absortivos y de digestion terminal.

11

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



REVISION BIBLIOGRAFICA

Segiin GOULD (1970 a), existen dieciocho sintomas asociados con

la fase intestinal de 1a trichinellosis en humanos, entre los que podemos

cantidad de agua en la luz Intestinal que supera la capacidad absortiva del
colon, asf como el incremento de la motilidad (CASTRO 1982), con lo cual

decrece €l tiempo de contacto de las soluciones con las paredes intestinales
(CASTRO y BULLICK, 1983). '

grado entre los dfas 3 a 15 pi.

CASTRO y BULLICK (1983), al igual que BECK (1970), indican
que en cobayas fue imposibe encontrar una absorcién normal de Ia ghucosa
tras la infestacién por T.spiralis, siendo el duodeno el segmento intestinal

sufre la accién del pardsito. STPICZYNISKA Yy STARZENSKA (1986),
encontraron una disminuci6n en la absorcién de D-xylosa a nivel intestinal

en ratas infestadas con T.spiralis , en los dias 4, 11 y 27 pi siendo mucho
mds evidente en el dia 4 pi. . ‘

READ (1970), encuentra deficiencias en la absorcién intestinal en
los dos primeros tercios del duodeno, durante los 3-4 primeros dias desde

12
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la infestacién. A partir de los 10-14 dfas postinfestacién observa c6mo las
lesiones descienden hacia el ultimo tercio duodenal, mientras que en la
primera mitad comienza su recuperaci6n, lo cual atribuye a los cambios de
posicién de los pardsitos adultos. CASTRO (1982), expone que sobre las
dos semanas pi, cuando se produce 1a expulsién de los adultos, la motilidad
intestinal y con ella la absorcién, se normalizan.

BECK (1970) y PAWLOWSKI (1983), refiriéndose a las
alteraciones producidas en el trayecto gastrointestinal, hablan de diarrea y
dolor abdominal como sintomas principales de un sindrome abdominal
originado por la reaccién inflamatoria de la mucosa del intestino delgado
ante la presencia de larvas y adultos. PAWLOWSKI, sugiere, que esta
diarrea puede ser de tipo exudativo, debida a la reaccién inflamatoria, o de
tipo osmético, argumentando para esto ltimo la deficiencia secundaria de
lactosa que sufren los hospedadores de Trichinella por la falta de absorcién
de azidcares. Apunta, finalmente, que este sfndrome intestinal puede
producirse, ademds de en los primeros estadios de la enfermedad, entre las
tres y cinco semanas del proceso, como consecuencia de una reaccién de
hipersensibilidad. : '

KAZURA (1982), indica que los signos gastrointestinales se centran
en dolores abdominales, diarreas y nduseas en el hombre, y baja de fluidos
gastrointestinales y malabsorcién en animales.

REINA er al. (1988), observan diarrea, a veces acompaiiada de una
absoluta falta de digestién del alimento entre los 3 y 8 dpi en perros con
T.spiralis.

BOUREE (1980), sefiala que en la fase gastrointestinal los sintomas
son: diarrea febril y anorexia acompafiadas de nduseas, vdmitos,
deshidratacién, dolores abdominales e hinchazén de vientre, asi como
astenia, decaimiento, debilidad e incluso anemia y fiebre, que puede llegar
a los 40°C en la especie humana, viéndose acompafiada de cefaleas e
insomnio. Finalmente indica que la muerte en esta etapa se puede producir
de modo ocasional.
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Por el contrario, otros autores (KASSUR er al., 1981), opinan, que
la fase intestinal en la trichinellosis humana a menudo es asintomética.

REMIG y FROSCHER (1987), en un brote de trichinellosis
humana ocurrido en Bitburg, comprobaron que los primeros signos de
enfermedad aparecian en el dfa 17 postinfestacién, pasando el proceso
desapercibido en su fase entérica.

GRETILLAT y VASSILIADES (1968), describiendo un proceso

de trichinellosis en monos, destacan la buena susceptibilidad de este tipo de
hospedadores, y opinan que los trastornos intestinales correspondientes a la
fase de invasi6n y posteriormente al establecimiento de los adultos no son
muy graves, apareciendo como tnico sintoma destacable un ligero proceso
diarreico.

CASTRO et al.,(1976 a), LE MERCIER er al. (1977),
BESSOUDO et al. (1981), FRAYHA (1981), MURILLO-VELARDE e
al. (1983) y URSELL et al. (1984), observan, en infestaciones naturales en
la especie humana, diarrea, fiebre, vémitos, dolores de cabeza y
abdominales y malestar general.

CASTRO y BULLICK (1983), centran la aparicién de estos
sintomas abdominales entre los tres y cuatro dfas postinfestacién, mientras
BECK (1970), los sitia en el primer dia tras la infestacién de ratas con
T.spiralis.

VAN KNAPEN er al.,(1987) y POLIDORI et al.,(1989), en
estudios experimentales llevados a cabo sobre caballos no observan ningtin
sintoma durante el desarrollo de la enfermedad, similares resultados fueron
los obtenidos por TOMASOVICOVA e al.,(1991), al infestar ovejas con
unas dosis de 3000-7000 larvas de T.spiralis por animal.

Para SMITH et al., (1990), esta primera fase es asintomética en
vacas, en las que después de la administracién de tejido muscular infestado
con Trichinella, s6lo observé rechazo a la comida y a la masticacion,
fenémenos que aparecieron entre los 10 y 30 dfas postinfestacién.

14
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La anorexia es otro de los sintomas mds generalizados en los

‘procesos por Trichinella, y ha sido descrita por BECK (1970), CASTRO
. (1974), KOCIECKA et al. (1978), PRZYJALKOWSKI et al. (1978 a),
CASTRO et al .(1979 a), BOUREE (1980), FRAYHA (1981), STUMPF
‘et al. (1981) y NGWENYA ez al. (1984). '

CASTRO y BULLICK (1983), sefialan la 'éparicién de anorexia a
partir de los 6-7. dias, aprecidndose pérdida de peso entre los 6 y 9.dfas
postinfestacién; por su parte, REINA et al. (1988), encuadran el proceso

anoréxico en perros, entre los 4 y 9 dfas postinfestacion, fenémeno no -

generalizado en todo el colectivo de animales experimentales, mientras no
observa pérdida de peso en ninguno de los perros.

2.3.1.2.- FASE MUSCULAR

" En cuanto a los sintomas producidos en la-especie humana durante

la fase muscular del pardsito, las mialgias constituyen el signo clinico més

observado por los autores consultados (FRAYHA, 1981; KASSUR et al.,
1981; FROSCHER et al., 1982; o URSELL er al., 1984); todos ellos
ademds destacan la existencia de un sindrome febril durante esta fase.

MURILLO-VELARDE et al., (1983), describen esta etapa del
proceso, sefialando la existencia de cefaleas y mialgias de la musculatura
esquelética de la respiracion, de la deglucién y de la masticacion.

BOUREE (1980), también en la especié humana describe este
sintoma, estableciendo su aparicién a los 15 dias de la infestacin,
observando trastornos locomotores, dificultad de masticacion y fiebre. Este

. mismo autor, en caso de infestaci6n experimental en cerdos, sefala el

comienzo de las manifestaciones musculares hacia el dfa 14 postinfestacion,

~ presentando los cerdos signos dolorosos a la palpacién muscular, marcha
. rigida y dificultades de masticacién y deglucion.

LE MERCIER et al. (1977), citan, ademds de las mialgias, dolores

. articulares, al igual que STUMPF er al. (1981), que sobre un foco.de

trichinellosis humana ocurrido en Alemania en 1977, indica que el 95 % de

15

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



REVISION BIBLIOGRAFICA

los afectados presentaron. mialgias, el 64% de los casos con dolores
articulares, la anorexia fue manifiesta en un 48%, asi como debilidad,
postracién, dolor de cabeza o reducida capacidad laboral en un buen
porcentaje de los mismos.

KASSUR et al. (1981), describen también las mialgias como un
sintoma tipico de la trichinellosis humana, destacando que es el dnico que
s¢ presenta como secuela permanente durante muchos meses e incluso afios,
FROSCHER e al, (1988), observan sobre 19 pacientes que hacia entre 2-
42 afios habfan padecido un proceso de trichinellosis aguda, cémo 15 de
ellos presentaban mialgias crénicas acompaiiadas de otras secuelas como
oftalmodinia, dolor de cabeza y fatigabilidad.

REINA e al. (1992), en su estudio retrospectivo del proceso
acaecido en Monasterio (Badajoz) en 1982 detectan como sintomas més
frecuentes dolor de huesos y articulaciones que aparecieron en el 91% de
los individuos diagnosticados; dolores musculares aparecieron en un 75%
de los mismos, siguiendo en porcentajes los trastornos respiratorios, cidtica
y lumbago con un 41 y 33% respectivamente.

Los sintomas que ain hoy dfa, tras 10 afios, siguen siendo m4s
frecuentes en la poblacién afectada son dolores de huesos y articulaciones
y las mialgias.

PAWLOWSKI (1983), en su trabajo sobre aspectos clinicos de la
enfermedad en humanos, describe las mialgias, que se acompafian
usualmente de fiebre, puntualizando que el dolor muscular se presenta sobre
todo en los miisculos de mayor parasitacién. Este dolor se incrementa con
el movimiento, llegando a producir contracturas permanentes en pacientes
no tratados, asi como fibrilaciones profusas y espontaneas.

VIALLET er al. (1986), en observaciones clinicas sobre pacientes
humanos afectados de trichinellosis detectaron mialagias en el 60% de los
mismos y debilidad muscular en el 50%. Los presentan como episodios
relativamente cortos, con un promedio de 5,4 dias para las mialgias y 4,5

dias para la debilidad muscular, en comparacién con un proceso diarreico
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. que Afecté a todo el colectivo y con una duracién de 5,8.semanas de media.

GRETILLAT y VASSILIADES (1968) y KOCIECKA (1981 1),

*en sus. trabajos sobre trichinellosis experimental en monos, manifiestan

haber observado alrededor del dia 30 postinfestacién abatimiento y fatiga
general. Los primeros autores citados observan una hipotermia, y fuertes

- mialgias, al contrario de la gran mayoria de autores consultados, en
. infestaciones experimentales en perro y gato

_ Los dnicos smtomas hallados por CALERO et al (1982), durante
Ia fase muscular de la enfermedad, en ratones infestados con 29 larvas por
gramo, son un intenso. y manifiesto dolor muscular, asf como notorias
muestras de ataxia locomotnz :

._ " MARTINEZ-GOMEZ et al. (1985), describen un manifiesto
" incremerito de la temperatura en trichinellosis experimental canina, valor

que alcanza su mids alta cota (40,5% C.) alrededor de los 30 dpi Estos

- autores no sefialan la presencia de rmalgxas durante su expenencxa en esta -

especie animal.

Por su parte REINA et al. (1988), también en trichinellosis canina,

* detectan a los 20 dpi dolores musculares en un 50% del colectivo

experimental, evidenciados por. la aparicién de cojeras y dolor a la
palpacién y presién. En el mismo grupo de animales, observan un aumento

~-de la temperatura, que se manifiesta a partir de los 3-5 dpi. LLegan a
"-alcanzar temperaturas comprendidas entre 39,8-40,8° C. ‘a los 8-10 dias y
- 26-28 ‘dias postinfestacién, destacando también la temperatura corporal
, alcanzada entre los dias 82-90 p1 con un mz’mmo de 40,5° C.

SOULE etal. (1989) en un estudxo expenmental realizado sobre
tres lotes de caballos a los que se les administré 5000, 20000 o 50000 larvas
de T.spiralis respectivamente, encontraron - desérdenes musculares
transitorios, observados sélo en dos de los caballos infestados con 50000

: larvas y mnguno de los animales tuvo fiebre.

VAN KNAPEN et al. (1987) y POL]])ORI et al. (1989), en sus
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respectivos trabajos sobre trichinellosis experimental en caballos manifiestan
no haber encontrado ningin signo clinico durante el desarrollo de la
enfermedad. También TOMASOVICOVA er al. (1991), comentan la

ausencia de signos clinicos durante un proceso de trichinellosis experimental

llevado a cabo sobre ovejas.

FARRIS et al. (1977), observan en ratones infestados con 400 larvas
de T.spiralis un descenso en la potencia del misculo, asi como la aparicién
de estados tetdnicos tempranos y de fatiga muscular. ‘

STEWART (1983 b), indica que la célula muscular hospedadora de
Trichinella induce una reduccién en la funcionalidad del musculo,
incrementando su estabilidad en comparacién con la célula no parasitada.

STEWART et al. (1974), opinan que el origen de esta reduccién en
la funcionalidad muscular no sélo es debido a la presencia de la larva, sino
m4s bien a la disminuci6n de hasta el 50% de los elementos quimicos que
intervienen en la contraccién del misculo, destacando ATP, fosfocreatina
y mioglobina.

PAWLOWSKI (1983), sefiala que entre los 7 y 21 dias pi tras la
ingestion de larvas, aparecen con frecuencia unos signos agrupados bajo el
epigrafe de vasculitis alérgica, asociados a menudo con procesos generales
como la fiebre. Dichos signos podrian resumirse, por un lado, en la
extravasacion de fluido desde los capilares y vénulas hasta los
compartimentos intersticiales, y por otro en la presencia de hemorragias.
Consecuencia del primero de los signos es la aparicién de edemas, sobre
todo en torno a los ojos (edema palpebral y periorbital) que a veces en
humana puede extenderse por toda la cara. Es igualmente observable el
edema en tejido subcutdneo de la pierna, que desaparece, al igual que el de
la cara, al mismo tiempo que la fiebre.

Gran nimero de los autores consultados.expresan haber hallado este
signo en sus procesos experimentales, entre los que podemos citar 2 BECK
(1970), LE MERCIER et al. (1977), KOCIECKA et al. (1978),
BOUREE (1980), FRAYHA (1981), KASSUR e al . (1981), CALERO
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- CARRETERO er al. (1982), MURILLO-VELARDE et al. (1983)
.. PARKER et al. (1984) o URSELL et al .(1984), entre otros. Todo ello lo
convierte, quizds, en el proceso smtomﬁtlco-lesmnal mzis observado por
todos los autores oonsultados

KOCIECKA etal. (1981) realizan un estudio comparativo entre los
sfntomas hallados en un proceso experimental en monos infestados con
T. spzralzs y con T.pseudospiralis, apuntando en primer lugar que la
‘aparicion de edema quedaba circunscrita, en todos los casos, a los parpados,
* y también a zonas periorales en uno de los grupos infestados con T.spiralis.
Es detectable una mayor prontitud en la aparicién de estos sintomas en los
-animales infestados con T.spiralis, viéndose relegada la aparicién de ellos
en los procesos por 7. pseudospiralis alrededor de una semana: dfa 14 para
grupos mfestados con T splralzs, y dfa 20 para los de T.pseudospiralis.

_ REINA et al (1988), observan este mismo fenémeno en Pperros,
apuntando su comienzo hacia los 15 dfas pi, : ‘ocalizado preferentemente
- en la parte superior de la cabeza, concretamentc en la zona de fusién de los

panetales ~

En cuanto ala segunda consecuencia del proceso vascular, las
* hemorragias, tanto PAWLOWSKI (1983), como PARKER et al. (1984),
. ~asi como MURILLO-VELARDE et al. (1983), estdn de acuerdo en
ubicarlas a nivel ocular. Se han descrito pnmordlalmente bajo la conjuntiva,
‘aunque también -entre pérpados, citando el primero de los autores su
existencia en ufias, pericardio, endocardio y pleura, pudiendo llegar al
cerebro, siendo aqui responsables de sintomas neuroldgicos focales. Estas
.hemorragias, toman una coloracién desde rojiza a amarilla cérea cuando van
desapareciendo. También KRAMER y AITA (1988), describen la presencia
de hemorragias bajo las ufias como fenémeno presente en la trichinellosis
‘humana. ' :

- PAWLOWSKI (1983), describe para la especie humana unas
complicaciones oculares, entre las que, ademds de las ya citadas al hablar
del sindrome de vasculitis alérgica; puede observarse fotofobia, visién
turbia, incluso dolor ‘en el globo ocular. ‘Estas alteraciones pueden ser
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debidas no sélo a procesos vasculares, sino también a migraciones ectdpicas
de larvas, e invasiones intensas de los musculos del globo ocular, lo cual
incrementa la presién intracraneal y afecta a los nervios craneales y centros
visuales. Fruto también de la posible invasién de musculos oculares, es la
aparicién de estrabismo e incluso exoftalmia durante algunas semanas.
Sintomas que concuerdan, en gran parte, con los citados por BOUREE
(1980), afiadiendo ademds este autor la presencia de midriasis y dilataci6n
de la pupila, sintoma detectado también por URSELL et al. (1984).

Ademds de sefialar los edemas palpebral y de extremidades ya
resefiados, KOCIECKA ez al. (1981), en su estudio comparativo de las
alteraciones producidas por T.spiralis y T.pseudospiralis en monos,
describen un claro proceso de conjuntivitis, aparente en el primer caso entre
los dfas 16-36 pi, mientras que en las infestaciones por T.pseudospiralis, es
detectado entre los dias 20 y 36 pi y siempre con una reduccién en la
intensidad de los signos clinicos observados. '

Estos sintomas son descritos también por KRAMER y AITA
(1988), cuando se refieren al cuadro clinico de la trichinellosis humana,
indicando la existencia de conjuntivitis, edema facial y periorbital junto con
un agrandamiento de las gldndulas parétida y sublingual. Adem4s, el edema
palpebral es el primer signo en la fase de invasién muscular, pudiendo
aparecer entre los 7-19 dpi, fenémeno que afecta a un 75% de los pacientes
con trichinellosis clinica. Por su parte, BOURNERIAS et al. (1986),
haciendo referencia a un brote de trichinellosis humana ocurrido en Francia
en 1985, destacan como sintomas cutdneos observados en 125 pacientes, la
presencia de edema facial en el 79% de los mismos; edema de mucosas en
un 10%, conjuntivitis en un 8% y en una menor proporcién otros signos,
como hemorragias sublinguales que sélo fue observada en un paciente.

Son descritas igualmente por PAWLOWSKI (1983), unas
complicaciones neurolégicas que ocurren en un 10-24% de los casos
humanos. Seguin este autor, deben estar originadas por la migracién ectépica
de las larvas, por reacciones de hipersensibilidad del hospedador, asi como
por hemorragias y extravasaciones vasculares. Sefiala PAWLOWSKI que
los sintomas causados por la meningitis y encefalitis en humanos, tales

20

ria. Biblioteca Digital, 2004

idad de Las Palmas de Gran Canal

© Universi



REVISION BIBLIOGRAFICA

B

como cefaleas, insomnio, delirio, apatia o psicosis se superponen en el
tiempo én que la emigracién larval alcanza su méximo nivel y los cambios

vasculares son mds pronunciados. En casos muy graves pueden producirse.
hemiplejfas, afasias, ataxias, paresias o incluso pardlisis.

Al respecto de los procesos neuroiégicos que complican la

- trichinellosis, BOUREE (1980), apunta, ademds de los ya expresados por
'PAWLOWSKI, la posible presencia de vértigos, convulsiones y abolicién .

de reflejos osteo-tendinosos. :

~ Finalmente, este autor, sefiala que muchos de estos trastornos pueden
ser debidos a la oclusién de pequefios capilares por la simple accién
mecénica de las larvas 1 en estos territorios. .

Hablando de complicaciones cardiacas y circulatorias, al ser el

- corazén 6rgano obligado de trdnsito para las larvas de Trichinella,

PAWLOWSKI (1983), manifiesta que estas complicaciones son las mds

frecuentes y las mis serias, siendo su intensidad proporcional a la magnitud

de la infestaci6n y apareciendo en un 20% de los casos como clinicamente
manifiestas. . - - o

- Estas complicaciones se evidencian en la aparicién de trombosis,
como también apuntan LE MERCIER e al. (1977), hipotensi6n extremada

.y edema, ya referido ampliamente. PAWLOWSKI (1983), opina que las

complicaciones cardiacas constituyen el cuadro clinico-causante, con mayor
frecuencia de las muertes acontecidas en los procesos trichinell6sicos.

. BOUREE (1980), siﬁh'embargo, afirma que los sintomas cardiacos

'y respiratorios son casi siempre benignos, no pasando de ligeras taquicardias
~ o bradicardias, dolores precordiales o palpitaciones; pudiendo en algunos

casos presentarse sintomas mds graves, COmo trombosis y embolias, que
aunque raramente, pueden llevar a la muerte a partir del segundo mes
postinfestacién. Este fenémeno debe ser consecuencia de la accién por
‘efecto téxico -de los pardsitos ya que las larvas no se enquistan en
miocardio. . : B '
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: Otros autores describen muy someramente las alteraciones cardiacas
evidenciadas. Asi FROSCHER e al. (1982), hablan de sfntomas cardiacos
crénicos, GREILLAT et al. (1968), refieren arritmias cardiacas como
uinico signo evidenciado, mientras que LE MERCIER et al. (1977, y
URSELL et al. (1984), apuntan la existencia de taquicardia.

KRAMER y AITA (1988), por su parte describen el cuadro
cardiovascular con signos que incluyen miocarditis (presente normalmente
desde la 42 a la 82 semana pi), insuficiencia cardiaca congestiva, trombosis
vascular, embolia pulmonar, hipotensién, dolor retroesternal y efusién
pericdrdica. Estos mismos autores se refieren al compromiso del sistema
respiratorio y.que se manifiesta con disnea, tos, pleuritis, ronquera,
bronquitis, bronconeumonia o embolia pulmonar.

Refiriéndose también a estas complicaciones pulmonares vy
respiratorias, PAWLOWSKI (1983), opina que son poco frecuentes
(menores al 5% de los pacientes hospitalizados) y tienen un fondo
inmunoldgico o circulatorio.

Los signos pulmonares que describe BOUREE (1980), se centran en
disnea, tos, respiracién superficial y dolores tordcicos con expectoraciones
mucosanguinolentas.

BRUSCHI et al. (1989), realizan un estudio sobre la perfusién
pulmonar en monos durante la infestacién con T,spiralis, y comprueban
algunos defectos, particularmente evidentes después del sexto dia pi,
coincidiendo con el tiempo de Ia migraci6n de larvas a través de la sangre
o linfa. Es muy probable que estos defectos de perfusién puedan ser
causados por el paso de los pardsitos a través de los pulmones y que queden
retenidos en este lugar. Esta retencién de larvas puede ser la responsable de
las complicaciones pulmonares observadas en pacientes afectados por este

pardsito.

Bajo el apartado de otras alteraciones PAWLOWSKI (1983),
describe que es posible la observacién de erupciones cutdneas, como finas
miculas que emergen tras la segunda semana de enfermedad y definidas
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como un exantema macopapular. La duracién puede ser muy escasa, 0 bien
durar incluso semanas. PAWLOWSKI indica como causa probable de este

~ proceso la inmunolégica o de hipersensibilidad.

También KOCIECKA (1981 a), observa como unicas alteraciones
cutdneas las erupciones. ‘

" A este respecto, BOUREE (1980), manifiesta también la posibilidad

" de detectar sintomas cutdneos, describiendo ademés de las erupciones,

hipersudoracién, prurito, hormigueos, € incluso trastornos de la sensibilidad
cutdnea. '

 Por su parte MURILLO VELARDE er al. (1983), detectan
reacciones alérgicas en la piel, hallazgo compartido por BOUREE (1980),
que describe un proceso urticariforme debido a reacciones alérgicas

. producidas por toxinas de los pardsitos.

~ STUMPF et -al. (1981), detectan, en-un foco que afecté a 58
personas, la formacién de pdpulas en la piel en un 45% del colectivo
afectado, o

~ PAWLOWSKI (1983), sefiala que pueden evidenciarse, a veces,
problemas urinarios secundarios. BOUREE (1980), detecta oliguria debida
a la deshidratacién provocada por la diarrea, con orina de color rojo por la
presencia de mioglobina, también KRAMER y AITA (1988), comentan la
mioglobinuria como fenémeno raro que puede aparecer entre las 4 y 5
semanas de la infestacién, pudiéndose presentar ademds oliguria, ligera

proteinuria y sedimento urinario normal.

' Finaimente (BOUREE, 1980), se han descrito Sintomas genitales o

- alteraciones del ciclo menstrual, incluso casos de abortos en hembras
. prefiadas. ' i ‘

A la vista'de todo este posible cuadro sintomético y asocidndole

datos epidemiolégicos, se puede inducir el diagnéstico (BOUREE, 1980),

" més habr4 que recoger unos datos analiticos complementarios para poder
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realizar un diagndstico clinico; datos que ayudan mucho en el caso de una
sintomatologia confusa y atipica, como es la producida por Trichinella en
su amplio espectro de especies hospedadoras.

2.3.2.- PARAMETROS HEMATICOS

2.3.2.1.- RECUENTO DE ERITROCITOS

En relacion con el recuento de eritrocitos, KUCINSKAS (1976), en
su trabajo sobre cerdos infestados con T.spiralis, no observa ninguna
alteracién importante en este pardmetro hemitico durante los dos meses de
su experiencia, al igual que NGWENYA e7 al. (1984) en ratones o
HERRERO ALONSO (1975) en ratas. : ‘

En un estudio experimental en perros REINA (1987) y REINA e¢
al. (1989 a), observan que las cifras de eritrocitos no experimentan
alteraciones dignas de consideracidn.

Por el contrario MARTINEZ GOMEZ e; al. (1985), detectan
valores ligeramente inferiores en perros infestados que en los utilizados
como testigos. Los perros control mostraron valores entre 6,5 y 8
millones/ul y los animales problema valores de 5 ,» millones/ul de media a
los 3 dias postinfestacién, volviendo estos valores a limites fisiolégicos
aproximadamente a los 30 dpi.

NGWENYA et al. (1984), trabajando en ratones infestados con 100,
500 y 1000 larvas/animal, observan una reticulocitopenia entre los dias 10
y 12 pi. A partir del dia 15 observé una reticulocitosis, signo de

regeneracién eritropoyética, lo cual concuerda con las observaciones de
MARTINEZ GOMEZ e al. (1985).

También BOUREE y BADJANG (1989), encuentran anemia en un
grupo de ratas infestadas con 2.000 larvas de T.spiralis, pero no en los
grupos infestados con 200 6 1.000 larvas.
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2.3.2.2.- VALOR HEMATOCRITO

Respecto al valor hematocrito, hemos de resefiar el trabajo publicado
por FRAYHA en 1981 a partir de dos casos humanos con una trichinellosis
establecida, en los cuales observé un valor hematocrito del 41% en uno de
los casos y entre-un-32% y un 36% en el otro, lo cual supone un valor
fisiolégico en el primer caso y apreciablemente disminuido en el segundo.

Esto concuerda con lo citado anteriormente para los niveles de eritrocitos
circulantes. ‘ '

v También PRZYJALKOWSKI et al. (1980), observan valores de
hematocrito inferiores a los detectados en los animales control,
observaciones que coinciden con las d¢ HERRERO ALONSO (1975), y no
asi con las de REINA (1987) y REINA et al. (1989 a), en las que no se
aprecian variaciones destacables.

2323.- HEMOGLOBINA = .

" Casi todos los autores consultados coinciden al indicar que los

‘valores - de hemoglobina no sufren alteracién durante los procesos

trichinelldsicos respecto a los valores fisiolégicos (KUCINSKAS, 1976;

) ;MARTINEZ GOMEZ et al., 1985; REINA, 1987 y REINA et al. 1989a).

" NGWENYA et al. (1984), observan ligeros cambios en las

" cantidades de hemoglobina, afiadiendo que éstos no comportan una
significacién positiva. '

2.3.2.4.- RECUENTO TOTAL DE LEUCOCITOS

En: cuanto al recuento total de léucocitos, KOCIECKA (1981 b),

establece que en €l proceso de trichinellosis, se produce una leucocitosis
clara durante el periodo agudo o de invasién, opinién que concuerda con la

'expresac‘ia- por algunos- autores como LE -MERCIER et al. (1977,
' BOUREE (1980) 0o MURILLO VELARDE et al. (1983) en humana, pero

que contrasta con la de otros como LARSH (1968) o KUCINSKAS (1976),
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ya que en sus investigaciones en cerdos y cricetos, respectivamente,
obtienen valores normales en el recuento total de leucocitos durante sus
experiencias.

HERRERO ALONSO (1975) y PAWLOWSKI (1983) detectan un
~ proceso de leucocitosis. Dando este tltimo autor, un niimero de leucocitos
en personas afectadas de trichinellosis, entre 15.000 y 50.000 por ul,
cantidades que se aproximan mucho a las dadas por FRAYHA (1980) y
MURILLO VELARDE e al.(1983), y sin embargo superan las obtenidas
por STUMPF et al. (1981) que las sitian en 10.700 lecucocitos/ul de
media. : '

En ratones, PRZYJALKOWSKI e¢r al. (1980, 1981), encuentran
una clara leucocitosis alrededor de los 30 dfas de la experiencia, con cifras
que oscilan entre los 13.500 y 17.800 leucocitos/ul, cuando los controles
presentaban unos valores cercanos a los 11.000 leucocitos/ul. También
BOUREE y BADJANG (1989), detectan leucocitosis, especialmente
durante la 32 semana postinfestacién en ratas que habfan sido inoculadas
con 200, 1.000 6 2.000 larvas de T.spiralis, alcanzando cifras de 24.000 y
24.400 leucocitos/ul, en los grupos infestados con 1.000 y 2.000 larvas
respectivamente.

FROSCHER e¢: al. (1982), observan, en una infestacién humana,
tras 16-30 afios de la misma una leucocitosis crénica. '

En perros, REINA (1987), encuentra una ligera leucocitosis , que

coincide con la fase de emigracién de las larvas 1 y de penetracién de éstas
en su nicho muscular.

2.3.2.5.- RECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

La eosinofilia, como en casi todas las enfermedades parasitarias, es
un signo importante observado en los procesos trichinell6sicos, y ayuda en
el diagnéstico de esta enfermedad (GOULD, 1945).

Asi, CHODERA er al. (1974), mediante un estudio en conejos
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infestados con 7.spiralis, detectan una eosinofilia entre el 32-42%, teniendo

" una media alrededor del 37%; valor aproximado al dado por BESSOUDO

et al. (1981), que la cifran en un 33% sobre el total de leucocitos. -

GENTILINI et al. (1976), en su estudio sobre dieciocho pacientes

.. afectados por Trichinella en un foco declarado en Paris observaron

porcentajes de eosindfilos entre el 20 y el 49%. BECK (1970), en ratas,
describe un incremento de eosindfilos a partir del 5° dpi. - -

 KARMANSKA (1981), realiza un trabajo dedicado exclusivamente
- - a estudiar los eosindfilos en los diferentes tejidos, érganos y cavidades de

ratones infestados con 7.spiralis. Comienza apuntando el porcentaje medio
de eosin6filos en ratones controles, el cual, es aproximadamentes del 2,5%.
En los ratones infestados el porcentaje de eosinéfilos plasméticos se

~ increment6 sobre el segundo dpi, descendiendo algo entre el octavo y

décimo dpi.

Un seguh_do incremento desde el dia 12 pi, con un pico de 15,6% de

_eosindfilos sobre el dfa 15 pi. Gradualmente este porcentaje disminuy6, no

observéndose valores normales hasta el dia 70 pi. Estos datos concuerdan
con los expresados por TAKADA et al. (1985), al citar la 23.32 semana

‘como el intervalo en el que se producen los picos de eosindfilos en sangre
-y por CALERO ez al. (1982), que sitdan la aparicién de los valores mds
- elevados de eosindfilos entre los 10-22 dpi.

KOCIECKA (1981 a":y b), al igual que KASSUR et al.” (1981),
también describen la eosinofilia como uno de los signos constantes en

 trichinellosis humana. LE MERCIER et al. (1977), detectan un nivel del
'11% en un brote de trichinellosis humana en Francia. PAWLOWSKI

(1983), refiriéndose a la elevacién de la tasa plasmdtica de eosinéfilos,
indica que este signo es uno de los mds tempranos, estables y caracteristicos

~ de todos los que se pueden encontrar en trichinellosis humana. Sefiala
_porcentajes entre el 15 y el 45%., destacando que el aumento puede
-+ aparecer a partir del quinto dpi.. ' :

"KUCINSKAS (1976), en su trabajo sobre recuento diferencial de-
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leucocitos, apunta que la mayor elevacién de eosinéfilos se encontro el dia
21 pi (11,5%) en cerdos infestados con 15.000 larvas, Cuando se
incrementd6 la dosis hasta 30.000 larvas, la eosinofilia alcanzé niveles del
69%, valores que remitieron a los 35 dpi hasta sus cifras normales.

PROKOPOWICZ et al. (1983), asi como PRZYJALKOWSKI er
al. (1978 a, 1980 y 1981), describen también la eosinofilia como signo
evidente, alcanzando a los 20 dpi valores de 13,5 %.

LARSH (1968) y BECK (1970), ubican la elevacién de eosindfilos
circulantes y tisulares, en cricetos infestados, al comienzo de la fase
muscular (16-19 dpi)

MARTINEZ-GOMEZ et al. (1985), en perros, sefialan valores de
hasta el 40%, cifra a la que se llega tras incrementos paulatinos y a partir
~ de la segunda semana. También en perros REINA (1987) y REINA et al.
(1989 a), observan una marcada eosinofilia, que comienza a evidenciarse
a partir del 5° dpi con valores que alcanzan el 6-14% de eosindfilos
circulantes, estas cifras se estabilizan en torno al 10-15% sobre los 8-10
dpi.

A partir de este momento, segiin estos autores, algunos animales
incrementan el porcentaje de eosindfilos, detectindose valores del 17%
sobre el dia 20 pi, del 18% sobre el dia 26 pi, del 23% sobre el dia 33 pi,
0 del 24% sobre el 40 dpi. A partir de este dfa los valores inician un
descenso alcanzando la normalidad alrededor del 77 dpi.

STURROCK et al. (1977), tras administrar oralmente dosis altas de
T.spiralis a babuinos, observan una marcada eosinofilia que permanece
durante 2-3 semanas. Inyectando .intravenosamente larvas infestantes,
aparece rdpidamente el aumento de eosindfilos, el cual no se produce al
inyectar por la misma via sustancias inertes (sepharosa).

Sin embargo LIN er al. (1974), indican que los estadios enterales de
Trichinella son los que pueden producir esta respuesta eosinofilica. Esta
hipétesis queda avalada por DESPOMMIER et al. (1974), al afirmar que
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las inoculaciones parenterales con T.spiralis en ratas no producen aumento
en los niveles de eosinéfilos circulantes. Estos autores, administrando larvas
via oral e impidiendo posteriormente su evolucion hasta adultos, al tratar

con metiridina  las fases evolutivas anteriores a éstos, observan la

inexistencia de eosinofilia, hecho que no se produce cuando el tratamiento

~ con-esta droga se realizé tras la evolucién del pardsito a adulto. Sugieren

pues, que el estado adulto de Trichinella seria el .responsable de la

- eosinofilia, aunque concluyen que esta teoria no debe admitirse como
totalme_nte-esclarecida. .

. PINCUS et al. (1986), estudiaron la eosinofilia en infestaciones

primarias y secundarias en ratones infestados con 7. spiralis. Observaron dos
picos de eosinofilia periférica, el primero de ellos, en infestacién primaria,
apareci6 entre los dias 5 y 9 pi y el segundo, entre los dias 16 y 22 pi. En

infestaciones secundarias el pico inicial fue m4s bajo y el segundo mds alto

-y apareci6 antes.

. El tratamiento con meteridina para eliminar adultos antes de que
éstos produjeran larvas no alteré ni el curso de la: eosinofilia en las
infestaciones primarias ni la distribuci6n bifésica de esta eosinofilia. Segin

‘ésto, concluyen estos autores, los adultos son los responsables de inducir la

eosinofilia. .= =~ - -

, GROVE et al. (1977 b), apuntan que, si bien los eosinéfilos no

. influyen en la expulsion de los adultos, sf que pueden llegar a frenar la
- multiplicacién o la migracién de las formas parasitarias. En efecto, al

inyectar a ratones recién infestados un suero antieosinofilico, el mimero de
larvas detectado en su musculatura fue casi el doble del obtenido en
animales a los que no se les aplic6 este suero. . '

" WASSON et al. (1979), en concordancia con lo sefialado por los
autores anteriores, realizando estudios in vitro, comprobaron c6mo en las
larvas 1 se producen importantes alteraciones tras la adicién de eosinéfilos

* . purificados. Este mecanismo de actuacién lo califican como desconocido
~ pero, sin embargo, intuyen la gran importancia que puede llegar a alcanzar,

utilizado con fines terapeiticos, para ésta, y quizds también para otras
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helmintosis.

Contrariamente a las teorfas manifestadas por los autores ya citados,
MARTINEZ GOMEZ er al. (1985), destacan que la presentacién de

eosinofilia podria ser debida a una reaccién inmunitaria. Esta reaccién de

tipo celular, inespecifica y de actuacién inmediata, se estableceria ante Ia
presencia de sustancias procedentes de las larvas, durante sus fases tanto de
migracién como de penetracién en las células musculares.

Por lo que respecta a estudios experimentales sobre herbivoros, la
eosinofilia no es un signo clinico constante que haya sido observado por
todos los autores consultados. Asi, mientras SOULE er al. (1989) o
POLIDORI et al. (1989), comentan la presencia de eosinofilia en algunos
de los caballos utilizados en sus respectivos trabajos, o SMITH e¢ al.
(1990), sobre vacuno, a partir del dia 7 pi, alcanzando su m4ximo valor
alrededor del dia 30 pi, por el contrario TOMASOVICOVA er al. (1991),
durante el desarrollo de una infestacién experimental en ovejas, indican que
los valores permanecieron dentro de los Iimites fisiol6gicos.

En lo referente a otras células sanguineas hay menos uniformidad en
los valores expresados por los distintos autores, debido probablemente a las
diferentes especies que han sido utilizadas como hospedadores.

CALERO et al. (1982), sobre ratones infestados experimentalmente,
observan una linfocitosis hacia el dia 15 pi y neutrofilia entre los dfas 16 y
20 pi; sin embargo, estos animales no manifiestan variaciones en los
porcentajes de monocitos y baséfilos.

FRAYHA (1981), en su estudio de dos casos de trichinellosis clinica
en humanos detectan un 56% de neutréfilos, 12% de linfocitos yun 3% de
monocitos. BORON y KLIMOVIC (1974), observan un incremento en el
porcentaje de granulocitos en general durante la primera semana.

MARTINEZ-GOMEZ et gl. (1985), detectan en perros valores
normales, o bien ligeramente descendidos en lo que se refiere a monocitos
y neutréfilos sefialando un incremento de linfocitos. Estos resultados no

30

ria. Biblioteca Digital, 2004

idad de Las Palmas de Gran Canal

© Universi

[}



. REVISION BIBLIOGRAFICA

concuerdan con los valores indicados por PRZYJALKOWSKI et al. (1980,
1981) en ratones, en los que encuentran un nimero de linfocitos préximo
al normal que desciende ligeramente sobre los dias 15-20 pi y aumenta algo
su porcentaje entre los 25-30 dpi.

' ‘Estos autores hallan, tanto en infestaciones puras por T.spiralis,

como en infestaciones mixtas por ésta y T.pseudospiralis una considerable -

neutrofilia que alcanzé valores del 39%, esto es, un 10% mds de los valores

_ fisiolégicos para esta especie animal. No obstante, las apreciaciones de
. MARTINEZ-GOMEZ et al. (1985) son coincidentes en su generalidad con

las aportadas por REINA ez al. (1989 a), 'ya que éstos describen una clara
neutropenia acompaifiada de una linfocitosis hasta del 24% en su experiencia

- de trichinellosis inducida de modo experimental en perros..

: R LARSH (1968), en cricetos-y ratones, sefiala una linfopenia (39%)

'y una neutrofilia (54%) que revierten a la normalidad entre los 20-70 dpi.

CABAJ et al. (1979), indican las mismas alteraciones pero fijando su
comienzo a los 19 dpi; simultdneamente a este proceso, los iltimos autores
indicados detectan una’ importante cantidad de macréfagos en_sangre

periférica. BECK (1970), también en cricetos sefiala esta linfopenia,

matizando que dicha alteracién es observable entre la segunda y la quinta

. semana tras la infestacién. -

BOUREE y BADJAN (1989), observan una moderada elevacién de

- los ﬁaséﬁlos circulantes en ratas, tras la infestacién con larvas de T.spiralis.

©2.3.3.- BIOQUIMICA SERICA

233.1.- PROTEINAS TOTALES

" Podemos citar el trabajo de CHODERA et al. (1974), quienes
detectan una . notoria disminucién en los valores ‘proteicos de conejos,
alcanzando niveles entre 3,4-6,2 g/dl al comienzo de la experiencia. Esta

'misma opini6n la expresa BOUREE (1980) en su trabajo en la especie
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humana.

Igualmente BOUREE y BADJAN (1989), encuentran un descenso
en los niveles de proteinas plasmiticas en ratas, disminucién que se hace

mds evidente al aumentar la dosis infestiva, llegando a valores de 4,3 g/dl

en el dia 3 pi 0 5,8 g/dl en el dia 18 pi, en un grupo infestado con 2.000
larvas.

También KOCIECKA (1981 b), observa un descenso en los niveles
de protefnas totales en suero, mientras que KOCIECKA er al. (1981),
encuentran una significativa diferencia en las infestaciones por T.spiralis y
T.pseudospiralis. Las proteinas totales en infestaciones por T.spiralis sufren
un descenso en la 22-32 semana, seguido de un incremento que no superé
los niveles fisiolégicos. Los animales infestados con 7. pseudospiralis, por
Su parte, no mostraron ningin cambio en los niveles de proteinas
- plasmdticas.. '

MORENO et al. (1985), en su trabajo sobre trichinellosis canina,
detectan un incremento en los citados valores, llegando-a alcanzar los 14,3
g/dl el dia 6 pi. A partir de este momento, los valores descienden hasta
niveles fisiolégicos alcanzados alrededor de los dias 9-16 pi. Por el
contrario REINA (1987) y REINA er al. (1989 b), manifiestan una ligera
reduccién durante los 8 primeros dfas de la experiencia, momento a partir
del cual los valores proteicos tienden a estabilizarse hasta aproximadamente
el dia 40 pi, a partir del cual, las cifras aumentan ligeramente hasta alcanzar
limites fisiol6gicos que se mantienen hasta el final de la experiencia.

LARSH (1968), afirma que en los andlisis realizados en ratas, las
proteinas totales del suero se incrementan, desde valores de 4,6-6,4 g/dl el
dia O de la experiencia, hasta cifras comprendidas entre 9,2-12,8 g/dl.
Opinién similar a la expresada por POLIDORI e al. (1989) en su
experimento en équidos.

Por dltimo, tanto READ (1970) como FRAYHA (1981),
refiriéndose a ratas y humanos respectivamente, sefialan la ausencia de
alteracién significativa en los valores de proteinas totales plasmdticas.
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© 2.3.3.2.- FRACCIONES PROTEICAS

_ " En cuanto a la evoluci6n de las diversas fracciones proteicas, parece
.- existir bastante acuerdo entre la gran mayoria de autores- consultados que
. abordan-este tema. - . '

BORON y KLIMOVIC (1974), expresan que el proteinograma en
un estado agudo de trichinellosis muestra una hipoalbuminemia y una
hipergammaglobulinemia que no decrece hasta las 8 semanas, tiempo de
duracién de su experiencia.

HERRERO ALONSO (1975) , €N su experiencia sobré trichinellosis

en la rata blanca, observa las mismas alteraciones en cuanto a las fracciones

proteicas, concretando que la bajada en la albimina resulté ser de un 2,5%
para los machos y un 3,5 para las hembras. Los niveles de globulinas

. ‘sufrieron todos ellos un incremento, estimado en un 5-6% para las
 fracciones a, un 2-2,5% para las 8 y un 0,5% para las v . El cociente

Albtimina-Globulina descendi6 desde 1,6 a un valor de 1_,3.

KOCIECKA (1981 b), detecta, al igual que los autores anteriores,

- una disminucién de la albimina y un incremento en las fracciones
. globulinicas, especialmente las « y 8. También PRZYJ ALKOWSKI e al.
‘(1978 a), en ratones -infestados experimentalmente, estdn de acuerdo en la

aparicién de hipoalbuminemia, as{ como en el aumento de las fracciones o

"y v , pero sin embargo observan una hipo B8-globulinemia.

STUMPF‘et al. (1981),' observan el incremento eh las globulinas a,

. en un 75% de los pacientes humanos investigados, mostrindose las -
globulinas elevadas en un 51% de los mismos. BOUREE (1980), indica un
. -aumento en las o, a3 y ~-globulinas, sin ofrecer més detalles al respecto.

- -VERNES er al. (1975), estudian las variaciones en las fracciones

proteicas séricas de ratones "CBA" y ratas "Wistar", mediante electroforesis

en acetato de celulosa e inmunodifusién radial. Tras las pruebas
experimentales y la evaluacién de los resultados, estos autores sefialan una
disminucién significativa de " las albiminas a partir del cuarto dia
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postinfestacién, que se acentia en el noveno dpi; paralelamente, se
experimenta una hipergammaglobulinemia que se mantiene durante toda la
experiencia, siendo las variaciones en o y 8-globulinas menos netas que las
experimentadas en las y-globulinas y aumentando ambas fracciones entre los
4 y 28 dpi. Citan, por iltimo, que si todas las y-globulinas se encuentran
incrementadas desde el 7° dfa de la infestacién, las IgG e IgA son las que
alcanzan mayores valores manteniéndose éstos hasta el 4° mes
postinfestacién.

PAWLOWSKI (1983), establece dentro del grupo de desérdenes
metab6licos producidos por un proceso de trichinellosis, la
hipoalbuminemia. Esta, en casos graves, ocurre en la segunda semana,
mientras que en otros casos no se manifiesta hasta la tercera semana tras la
infestacién, llegando a los valores més bajos durante la quinta y sexta
semana pi. Ello sugiere que este descenso est4 relacionado con el proceso

“de crecimiento y enquistamiento de las larvas, ya que hay una demanda
proteica y un cambio en el metabolismo del tejido muscular, opini6n ésta
manifestada también por KASSUR ez al. (1981).

En un proceso de trichinellosis canina experimental, REINA (1987)
y REINA et al. (1989 b), comprueban también una manifiesta
hipoalbuminemia a partir de los 8-10 dpi hasta los 20 dpi, momento en el
que los valores comienzan a aumentar alcanzando los limites fisiolégicos,
manteniéndose hasta los 66 dpi, en el que las cifras descienden nuevamente,
presentando el minimo valor al final de la experiencia (90 dpi).
Paralelamente, las o y +v-globulinas no experimentan variaciones
significativas, no asf las B-globulinas que mostraron un claro aumento a lo
largo de la experiencia. El cociente albimina-globulina, debido a estas
variaciones, presenté un apreciable descenso, pasando de un rango entre
1,2-2,1 segin animales y previamente a la infestacién experimental, a 0,9-
1,3 durante el proceso parasitario provocado.

Finalmente, apuntamos los trabajos realizados por LARSH (1968)
y READ (1970), sobre trichinellosis inducida tanto en conejos como en
ratas. En el primero de los hospedadores, ambos autores detectan, a partir
del séptimo dpi, una bajada en los niveles de albimina del 62% al 46%
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sobre las proteinas plasmdticas tbtales, alcanzando los niveles mds bajos

_sobre el dia 75 pi. Las y-globulinas se incrementan entre un 14% y un

24%, a la vez que se produce el descenso de albiimina.

~ Junto a .éstas alteraciones observan una 'hiper a-globulinemia,
pasando de un 13% hasta un 20% de las protefnas séricas totales, asi como

- una hipo 8-globulinemia, descendiendo ligeramente desde un 11% a un

9,9%. A la vista de los resultados hallados, estos autores establecen una
clara variacién en el cociente albimina-globulina, ya que descendi6 desde

1,6:1 hasta 0,8:1, volviendo a los 6,5 meses a alcanzar sus valores

fisiol6gicos.

A excepci(’m de lo descrito, estos autores, trabajando con ratas,
comprueban que, a partir de la infestacién, se puede detectar una elevacion

“enel pbrcen_tajc de albimina, que permanece hasta los 15 dpi, momento en

el que comienza su descenso y se inicia el incremento de las y-globulinas
que permanece en estos valores hasta el dia 25 pi. Por su parte, los niveles
de &, , o, y B-globulina se mantuvieron cercanos a los fisiolégicos.

23.3.3.- GLUCOSA

' En-cuanto a los niveles de glucosa sérica, PRZYJALKOWSKI ez

- al. (1977) y STEWART (1983 a), apuntan que debido a la malabsorcién

de nutrientes que se produce durante la fase enteral de Trichinella, proceso
exacerbado en el caso de los hidratos de carbono y mds concretamente de

- 1a glucosa, la glucemia disminuye durante la primera semana de infestacion.

Esta observacion concuerda con la apuntada por PAWLOWSKI (1983), que
detecta una clara. hipoglucemia en las infestaciones por Trichinella.

| READ (1970);.opina que el ‘l'netabollismo de los hidratos de carbono
puede estar ligeramente afectado .en la trichinellosis y asi, la glucemia

detectada en perro, conejo y en la especie humana por este autor, es normal

0 algo més baja de lo normal, pero siempre con valores muy cercanos a los
fisiolégicos. - ~

| STEWART (1983 b), ‘maniﬁesfa que entre los 14 y 18 dfas
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postinfestacién, en los que se incrementa grandemente el gluc6geno
larvario, los niveles de glucosa sérica se mantienen dentro de los limites
fisiol6gicos, estando esta opinién de acuerdo con la expresada por
HERRERO ALONSO (1975), el cual tampoco encuentra variaciones
significativas en este parimetro.

REINA et al. (1989 c), hablan de una clara hipoglucemia durante
un proceso de trichinellosis experimental en perros. Este descenso en los
niveles de glucosa plasmética, comienza a manifestarse en algunos animales
desde los primeros dias de la experiencia y se hace patente en todo el
colectivo alrededor del dfa 10 pi, en el que ningn animal alcanza los 100
mg/dl de glucemia, situdndose los valores obtenidos entre 86-94 mg/dl.

El dia 14 pi la glucemia oscil6 entre los 64-94 mg/dl. Los valores
mds bajos de glucosa fueron observados a partir del dia 70 pi con cantidades
comprendidas entre los 31-62 mg/dl. Opinan estos autores que las lesiones
producidas a nivel intestinal y hepético durante este proceso juegan un
importante papel en el establecimiento de la hipoglucemia.

También MORENO et al. (1985), en su trabajo sobre trichinellosis
canina aportan datos sobre los niveles de glucosa sérica. Asf entre los dias
3 y 6 postinfestacién observan hiperglucemia con un mdximo de 254 mg/dl,
y entre los dias 9 y 16 pi los valores de glucosa llegaron a descender por
debajo de los fisiolégicos para la especie canina, con un minimo de 23,5
mg/dl a los 16 dpi. Hacia el final de la experiencia (dias 30-37), observan
una tendencia a la normalidad.

En un intento de establecer las razones de estos cambios, opinan que
la hiperglucemia de los primeros difas puede deberse a la intoxicacién
intestinal o a la ligera fiebre producida durante esta fase, mientras que la
hipoglucemia, coincidiendo con las opiniones manifestadas por
DESPOMMIER (1983) y REINA e al. (1989 ¢), puede estar ocasionada
por los trastornos en la absorcién intestinal, asf como por los producidos en
el higado.
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© 2334.:UREA

En cuanto a los trabajos que refieren los niveles plasméticos de urea

“en los procesos trichinellésicos podemos citar los d¢ MORENO et al.
- (1985) o los de REINA (1987) y REINA er al. (1990), referidos a la

especie canina. Los primeros autores indican la existencia de valores
~superiores .a los normales, presentando un pico en el dia 23 pi. Los otros

autores, sefialan un aumento en’los “niveles de. urea durante los 5-10
. primeros dias. Entre los 12 y 16 dfas pi, estos niveles comienzan a
- descender y continiian en un lento y progresivo descenso hasta los 145 dpi,

momento en el cudl los valores de urea vuelven a subir, hasta situarse entre

los 175-183 dpi, en los niveles que tenfan previos a la infestacion.

,_ HERRERO AD_ONSO - (1975), sin embargo, no encuentra
variaciones en este parimetro durante su experiencia con ratas blancas

2.3.3.5.- LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

Segtin GENTILINI et al. (1976), la liberacién enzimdtica como

" consecuencia de la fase muscular en el ciclo evolutivo de Trichinella, se

podia detectar mediante la valoracién de la LDH en esta etapa del proceso
de enfermedad. Los valores medios obtenidos para esta enzima -por este

" autor fueron de 269 U/l, siendo sus limites de 121 y 587 U/L

A este respecto BOCZON (1988), afirma que el incremento en los
niveles séricos de LDH (iso-4 e iso-5), es indicativo de la presencia de
trichinellosis. Los picos aparecen entre las 2-3 semanas de la infestacién,
en infestaciones severas, y en la 42 semana en infestaciones moderadas.

URSELL er al. (1984)', en un estudio en humanos, .dbserva un gran

"aumento de los niveles de LDH en suero, desde valores fisiologicos que

oscilan entre 90 y 200 U/l hasta 2.480 U/L.

No tan grandes alteraciones, pero si de significacién positiva son las

- experimentadas por los niveles de LDH que recoge el trabajo de
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MURILLO VELARDE ¢ al. (1983), ya que, situando el limite superior
de los valores normales en 250 U/l, obtiene valores de hasta 610 U/1.

GEORGIEVA et al. (1980), infestan cobayas con dosis elevadas de
T.spiralis, y detectan una elevacién inicial de los niveles de LDH en suero,
con un descenso posterior. Esta elevacién se debe al incremento de la
isoenzima LDH-5 hasta el dfa 30 postinfestacién. Posteriormente comienza
a descender, alcanzando los niveles minimos varias horas antes de
producirse la muerte.

Autores como BOUREE (1980), STUMPF er al. (1981), o
PRZYJALKOWSKI er al. (1985 a), realizan una ligera alusién a los
niveles de LDH en suero de humanos y de ratones, existiendo unificacién
en sus criterios sobre la elevacién de los valores plasmdticos de esta enzima.
STUMPF et al., concretan ademds que los niveles ascienden hasta 366 U/l
en un 76% de los casos estudiados. También BECK: (1970), en cricetos,
REINA (1987) y REINA ez al. (1988) en perros, SOULE et al. (1989) y
POLIDORI e al. (1989) en caballos, detectan un aumento en esta enzima.

NOVOSELSKA er al. (1978), comprueban que los niveles séricos
de LDH aumentan en comparacién con los controles, mientras que en
musculatura descienden durante los primeros 14-28 dfas. Sugieren que
podrian explicarse estos hallazgos, bien por un descenso en la sintesis de
enzimas, bien por un incremento en la permeabilidad de la membrana que
provocaria un flujo de LDH hacia el torrente sanguineo, o bien por ambas
razones.

2.3.3.6.- CREATINQUINASA (CK)

Respecto a la enzima CK parece existir, al igual que con la LDH,
un criterio comiin entre los autores que la estudian en el sentido de la
elevacion que sufren los niveles séricos de dicha enzima.

Comenta PAWLOWSKI (1983), que el mayor incremento
enzimdtico en un proceso de trichinellosis se produce en la CK, pudiendo
alcanzar este incremento, a partir del dia 18 pi, entre 2 y 150 veces el valor
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- fisiolégico normal para la especie.

" Autores .como FRAYHA (1981), GENTILINI er al. (1976),
BOUREE (1980), MURILLO VELARDE er al. (1983) o PAWLOWSKI

- (1983), detectan la elevaclén de la CK en pacientes humanos.

URSELL et al. (1984), encuentran la CK con un nlvel de 100 U/1.,

' éuando 1a normalidad se sitia entre 0 y 50 U/1., mientras que GENTILINI

et al. (1976), encuentran valores entre 18 y 528 U/l., con una media de 86
U/l.. Estos hallazgos son muy similares a los obtemdos por MURILLO
VELARDE er al. (1983), que extraen de su experiencia valores
comprendldos entre 65 y- 575 U/l

- También STUMPF et al. (1981), obtienen valores muy aproximados

. a los resefiados, observando un incremento en los niveles séncos de esta

enz1ma en un 86% de los casos, con valores de hasta 232 U/l..

- Podemos citar el trabajo de STEWART (1983 a), que observa
incrementos en los niveles séricos de CK hasta de 2,5 veces el valor

fisiolégico, o los trabajos de REINA (1987) y REINA er al. (1988), que

también observan un claro incremento de esta enzima durante la fase

_muscular -del proceso desarrollado en perros

STWART et al. (1982), sefialan un aumento de la CK cuando se
evidencia la llegada de larvas a musculatura con la correspondiente
Ppresentacién de miositis, ‘datos citados igualmente por TAKADA et al.
(1985). Estos autores apuntan que el aumento de esta enzima se produce por

- el dafio que el proceso provoca en la musculatura, lo cual induce seriamente

a pensar en el papel de la miositis en las alteraciones de pardmetros
ﬁsmpatoléglcos

Por otro lado GOMEZ CEREZO et al. (1989) sobre 10 pacientes

humanos con trichinellosis, ‘estudian la posible correlacién entre las

alteraciones electromiograficas y las alteraciones en la CK, encontrando que

" la. electromiografia revelaba miopatfas en todos los pacientes, y que los
' mveles de CK sdlo - estaban incrementados en 6 de ellos. Terminan
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afirmando que la correlacién entre estos dos test es baja.

Igualmente POLIDORI et al. (1989), observa una elevacién de esta
enzima sobre los niveles fisiol6gicos en su estudio experimental en caballos,
los cuales describen que la mayorfa de las alteraciones séricas que venimos
comentando ocurren entre las 4 y 9 semanas postinfestacién. Estos autores
postulan que los cambios en los pardmentros bioquimicos sefialados pueden
ser debidos a lesiones musculares inflamatorias inducidas por la invasién de
las larvas; también a mecanismos inmunes debidos a la infestacién; a la
inflamacién del intestino delgado, particularmente del yeyuno y a la accién
de otros factores no relacionados directamente con la infestacién.

La excepcidn a todas estas referencias es la de HERRERO
ALONSO (1975), que manifiesta no haber encontrado variaciones
significativas, tanto en los niveles de CK como en los de LDH, destacando
la amplia dispersién de los valores obtenidos. ' "

2.3.3.7.- ASPARTATO AMINOTRANSFERASA (AST)

Esta enzima como indicativa de dafio hepético o muscular, se
encuentra alterada durante los procesos de trichinellosis, sufriendo, segiin
la mayoria de autores consultados, un incremento en sus niveles
plasmaticos. :

El trabajo d¢ PRZYJALKOWSKI ez al. (1985 a), expresa una
elevacin en los niveles de AST tras trabajar con ratones experimentalmente
infestados con larvas de Trichinella, pero sin indicar hasta dénde ascienden
estos valores, al igual que POLIDORI e: al. (1989), en caballos.

READ (1970), BOUREE (1980), FRAYHA (1981), STUMPF et
al. (1981), MURILLO VELARDE e al. (1983) o URSELL e al. (1985),
sefialan un incremento en los niveles séricos de AST, tras andlisis realizados
sobre casos humanos. Este incremento alcanza cifras de 400 U/1 (URSELL
et al., 1984), de 100 U/l. (FRAYHA, 1981) o entre 32 y 156 U/l
(MURILLO VELARDE et al., 1983), situdndose los valores normales en
tomo a las 40 U/l. READ (1970), apunta que estos cambios se producen
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- durante las cuatro primeras semanas, para retornar a los valores fisiolégicos
- alrededor de la séptima semana.

- TOMASOVICOVA ez al. (1991), estudian la actividad de la AST

y ALT como indicadoras de dafio muscular, en un proceso de trichinellosis

experimental en ovejas, comprobando que el miximo valor en ambos
parémetros fue alcanzado el dia 19 pi, pero que durante toda la experiencia

los mveles permanecwron dentro de los limites ﬁs1016glcos

También REINA (1987), REINA ef al. (1988) y REINA er al.
(1992 b), hablan de las variaciones que esta enzima sufre durante la fase

. muscular de T.spiralis‘eri perros, indicando que la AST duplica en algunos
- -animales el valor previo a la infestacién en-el dfa 40 pi, descendiendo

progreswamente hasta valores mfenores alos 1mclales sobre los dias 82-90
pi. : -

2.33; 8 ALAN[NA AMINOTRANSFERASA (ALT)

Aparte del trabaJo de TOMASOVICOVA et al. (1991) ya

| comentado, podemos citar los de BOUREE (1980), STUMPF et al. (1981)
'y MURILLO-VELARDE et al. (1981), que comentan el incremento que

la ALT presenta en la especie humana, citando MURILLO-VELARDE er
al. valores entre 101 y 334 U/l, cuando los valores ﬁs1016g1cos no

' sobrepasan las 45 U/l

Por su parte REINA (1987) y 'REINA et al. (1992 b) observan que

 laALT igualmente se ve incrementada en algunos perros experimentalmente

infestados, sobre los dias 5-8 pi en los que esta enzima llega a alcanzar

" niveles-tres veces superiores a los iniciales. Con ligeras oscilaciones los

valores se matienen altos hasta los 58-60 dpi, momento a partir del cual

- éstos: descienden llegando mcluso a ser mfenores a los previos a la
infestacién.

' También PRZYJ ALKOWSKI e al. (1985 a), séﬁalan este aumento

en ratones convencionales y libres de gérmenes.
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2.3.3.9.- FOSFATASA ALCALINA

Son muy escasos los trabajos que hacen referencia a los niveles
séricos de fosfatasa alcalina, de los cuales podemos destacar los de BECK
(1970), READ (1970), FRAYHA (1981), PRZYJALKOWSKI et al. (1985
a) y POLIDORI et al. (1989), en los que indican el aumento que sufre esta
enzima en los procesos trichinellésicos. FRAYHA (1981), comenta que,
mientras los valores fisiolégicos para esta enzima en la especie humana
oscilan entre 20 y 85 umol/min. y litro, los obtenidos en pacientes con
Trichinella alcanzaron los 150 umol/min. y litro.

Contrariamente a lo expresado por estos autores BORGERS e ql.
(1975), REINA (1987) y REINA et al. (1988), en perros, comprueban una
tendencia al descenso en los niveles séricos de fosfatasa alcalina durante la
primera semana, seguido por una ligera recuperacién de los niveles, para
posteriormente descender de nuevo, llegando, al final de la experiencia, a
niveles inferiores a los detectados previamente a la infestacién, apuntando
en sus experimentos que dicho descenso puede deberse a un incremento de
esta.enzima en el hipertrofiado sistema "T" tubular (Reticulo endopldsmico
liso) que circunda interiormente al sarcolema. Dicha enzima jugaria un
importante papel en el intercambio de moléculas a través de la célula
muscular hospedadora, la cual nutreala L1 de T.spiralis en ella instaurada.

2.3.3.10.- POTASIO

La mayoria de autores que hacen referencia a los niveles séricos de
potasio en procesos trichinellésicos, indican un descenso en dichos niveles,
asociado con alteraciones cardiacas. Asi, CHODERA er al. (1974) o LE
MERCIER et al. (1977), en conejos y humanos respectivamente
comprueban hipocaliemia y junto a ella alteraciones electrocardiogréficas.
PAWLOWSKI (1983), coincide con la opinién dada por estos autores y al
igual que CHODERA er al. comprueba la normalizacién del
electrocardiograma y con €l, de la funcionalidad cardiaca, tras la inyeccién
de iones potasio.

También REINA (1987), encuentra alteracién en los niveles de
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potasio, manifestada por una disminucidén de la caliemia, seguida por un
aumento de la misma hacia el final de la experiencia. ’

~ Opinién diferente expresan HERRERO ALONSO (1975) y
POLIDORI et al. (1989), ya que si bien observan alteracién en los niveles -
. plasméticos de potasio, esta alteracién es contraria a la detectada por los

autores anteriores, denotando un incremento en los niveles séricos de este

_elemento, que aunque no importante, s resulté estadisticamente .

significativo, en la experiencia de HERRERO ALONSO (1975)

12.33.11.- HIERRO

* Respecto a los valores de hierro, THEODOROPOULOS y GREVE
(1986), expresan que en principio no se observan cambios en el hierro

- sérico, asi como- tampoco en la capacidad de los cerdos infestados para

captar este. mineral. En estos animales, se observé a su vez, un descenso en
los niveles hepéticos de hierro y un aumento en los niveles esplénicos,

aumentados los niveles tanto hepdticos como esplénicos.

mientras que en animales infestados e inoculados con hierro se encontraron

Una evolucién distinta a la descrita con respecto al hierro sérico la

' manifiesta REINA (1987), para la especie canina, quien detecta un
considerable aumento de la sideremia desde los primeros dfas
postinfestacion hasta los 20-22 dias, fecha en la que los niveles descienden

hasta valores normales, manteniéndose éstos hasta el final de la experiencia

(90 dias).

© 23.3.12.- OTROS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Realmente son muy ¢scasos los trabajos qixe citen la evolucién de

 otros pardmetros bioquimicos a parte de los ya referidos.

REINA (1987) completa, su trabajo experimental en perros con €l

- “estudio de otros elementos séricos ademds de los ya mencionados como son
* Magnesio, Calcio, Fésforo, Fosfatasa 4cida, Bilirrubina, Creatinina y Sodio.
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Comenta este autor que durante la experiencia no encontré alteracién
significativa en los niveles de Fésforo, Bilirrubina o Fostatasa 4cida.

La Creatinina experimenté un incremento durante los 10 primeros
dias de la infestacién en pricticamente todos los animales, incremento
comprendido entre 0,07 y 0,36 mg/dl, a partir del dfa 12 y hasta el final de
la experiencia la creatinina sérica alcanza valores inferiores a los que los
mismos animales mostraron antes de la infestacién. Igualmente POLIDORI
et al. (1989), detectan esta tendencia en su experimento en caballos.

Con respecto al Sodio, indica que coincidiendo con la llegada de las
larvas a la musculatura (dfas 16-20-22), los valores séricos descienden entre
11,9 y 27,7 mEq/l. A partir del dia 26 pi, los niveles de sodio se
incrementan en la totalidad de animales. Asi, sobre este dia, el rango de
valores hallados oscila entre 114,5 y 157,8 mEq/l, siendo a partir del dia
66 cuando los niveles llegan a exceder el limite superior de los valores
fisiolégicos de la especie, llegando incluso a 173,6 mEq/] el dia 77 pi.

El Magnesio sufre a partir- del dia 16 pi un ligero incremento en
algunos animales, que se ve generalizado en todo el colectivo a partir de los
dias 26-28 pi, alcanzando valores hasta el final de la experiencia que, si
bien no superan los limites fisiolégicos propios de la especie, sf son
significativamente superiores a los que este colectivo tenfa antes de la
infestacién. '

Finalmente y refiriéndose a los niveles séricos de Calcio, comprueba
una clara hipocalcemia, que comienza a evidenciarse en algunos de los
animales a partir del dia 16 pi, alcanzando cifras de 4,4-7,9 mEq/l, cuando
los niveles previos a la infestacién eran de 10,2-14,4 mEq/l. Opinién
contraria a ésta la expresan BOUREE y BADJANG (1989), que sin
especificar los dias en que acontece, indican que el incremento en la
calcemia es proporcional a la dosis infestante, apuntando que obtuvieron los
cifras mayores en el grupo inoculado con 2.000 larvas de T.spiralis, que en
los grupos de ratas inoculados con 200 6 1.000 larvas.
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2.3.4.- ANALITICA EN ORINA -

~ FRAYHA (1981), revela en humana la presencia de elementos
_ celulares en orina, asi como una ligera proteinuria, alcanzando ésta un nivel
de 240 mg/dl. También en algiin caso observo la presencia de leucocitos y
-eritrocitos. . -

‘Contraria opinién expresa BOUREE (1980), al exponer que la orina
extraida de personas con procesos trichinellésicos no contiene albiimina,
mientras ‘que, en la misma linea, el resto de pardmetros no presentan
alteraciones de consideracién. '

LARSH (1968), sefiala en cricetos la existencia de una poliuria’

. inicial que dura tres semanas, a partir de las cuales desciende hasta llegar
a la oliguria. También sefiala una reduccién en la excrecién de creatinina,

- posiblemente debida a la rotura del catabolismo tisular o incluso a la
patologfa originada en el tejido muscular.

. Sobre la excrecién de creatina, READ (1970), sefiala que los
cricetos manifiestan un incremento en la excrecién de 4cido trico y creatina
entre los 7 y 17 dias postinfestacién, manteniéndose elevada entre los30y
60 dpi, mientras que se manifiesta de acuerdo con LARSH (1968), sobre
el detrimento en la excrecién de creatinina. '

ROGERS (1942), expone que la excrecién de urea y nitrégeno total
en ratas infestadas con Trichinella se incrementa inmediatamente tras la
~ infestacién, posteriormente declina, para aumentar de nuevo alrededor de

~ los 13 dpi.

. ‘Finalmente' REINA (1987), concluye que los procesos ocasionados

por Trichinella, cursan con la presencia de diferentes cantidades de

protefnas en orina, que para el caso de los perros utilizados en su

~ experimentacién no sobrepasaron los 30 mg/dl, alteracién corroborada
' histopatolégicamente al observar cilindros hialinos en la luz de los tibulos
renales. ' '
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2.4.- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Segin WEATHERLY (1983), Trichinella spiralis tienen unas
peculiaridades que pueden acentuar la dificultad de la interpretacién de las

alteraciones histopatolégicas que produce, ya que se trata de un organismo

complejo con una cuticula externa relativamente resistente, que cumple
durante su ciclo evolutivo una fase de emigracién y ofrece diferentes
métodos de alimentacion segin se trate de preadultos, adultos, larvas recién
nacidas o larvas enquistadas. Todos estos factores afectan a la naturaleza de
la enfermedad y muchos de ellos no estdn totalmente conocidos.

Comenzaremos revisando el efecto de Trichinella sobre los 6rganos
por los que tiene predileccién durante su ciclo biolégico, como son aparato
digestivo y tejido muscular estriado, haciendo finalmente mencién a otros
6rganos que pueden verse afectados como consecuencia de las migraciones
que realiza el pardsito.

2.4.1.- APARATO DIGESTIVO

2.4.1.1.- ESTOMAGO

GOULD (1970 a), describe que fueron observadas hemorragias y
erosiones en la mucosa géstrica de conejos infestados con larvas de
Trichinella, conejos que murieron como consecuencia de la infestacién
experimental, no encontrdndose adultos en esa localizacign. GURSCH
(1949), si describe la presencia de adultos en estémago de ratas que habian
sido infestadas 15-16 dias antes con 5.000 larvas, considerando que esta
presencia puede ser debida a un retorno desde el intestino. En general, la
mayoria de las mds recientes revisiones sobre trichinellosis no mencionan
el desarrollo de larvas o adultos en el estémago.

2.4.1.2.- INTESTINO DELGADO

En el intestino delgado es donde se produce, en la mayorfa de
especies hospedadoras, el asentamiento de las larvas 1 recién liberadas. En
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esta -localizacién .y macroscépicamente, se -Observa un Pproceso de
inflamacién (enteritis) (RACE et al., 1974; WEATHERLY, 1983). Como
consecuencia de la penetraci6n de larvas infestantes en la mucosa se
producen tlceras diminutas, hiperemia, petequias en scrosa, edema a lo
largo de todo el tracto intestinal, excesiva secrecién mucosa e incluso
débiles hemorragias (WEATHERLY, 1983; CASTRO y BULLICK,

'1983).

En ratones .Swiss RACE et al. (1974), encontrardn, tras el
establecimiento de unos 150-300 adultos, la presencia de un ligero infiltrado
celular intestinal y de un incremento de células plasmdticas y linfocitos.

I.os mismos autores, a los 6 dpi observaron una suave reaccién
inflamatoria con aglomeracién focal de un moderado niimero de células
plasméticas, eosindfilos, neutréfilos y linfocitos en ratones no

‘inmunodeprimidos (RACE er al., 1974). Esta reaccién se acentua

especialmente sobre el dfa 10 postinfestacién, mostrando el tejido una
considerable infiltracién celular con hasta un 50% de eosinéfilos y una
reaccién mucosa muy apreciable. :

A partir de este momento 'y coincidiendo con la eliminacién de
adultos, dfa 14 pi, comienza una inflamacién que puede ir de subaguda a
crénica. A partir del dfa 22 postinfestacién, cuando la gran mayoria de los
pardsitos han sido eliminados, la reaccién tisular diminuye gradualmente,
quedando sélo una discreta inflamacién en la que predominan linfocitos y
células plasméticas sobre neutréfilos y eosindfilos. Esto nos indica la
existencia de una inflamacién de tipo crénico.

En un continuo descenso inflamatorio, al dia 16 pi, los niveles de
células plasmdticas.y linfocitos se normalizan y a los 40 dpi se reestablece
la - arquitectura normal de la mucosa intestinal. En los animales
sensibilizados esta reconstruccién comienza algunos dias antes, sobre el 36
dpi (RACE et al., 1978).

la hiStopatoldgl’a del ‘ir'ltestino délgado es indéntica en ratones

‘inmunizados. o no con la sola diferencia de su cronologia, ya que en los

47

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



REVISION BIBLIOGRAFICA
—— —— e -

primeros todas las fases se realizan con mayor celeridad (RACE et al.,
1978). Asi, la inflamacién en este tipo de animales comienza a las 24 horas
pi, alcanzando su méximo nivel entre los 4 y 8 dpi. En esta fecha comienza
la expulsién de adultos, disminuyendo la inflamacién, que se mantiene de
una forma moderada hasta el 15 dpi, y reestableciéndose definitivamente la
arquitectura intestinal sobre el dia 36 pi. )

Estos autores afirman que los animales de experimentacién que
mejor desarrollan respuesta inflamatoria entérica, son aquellos en los que
se produce un proceso de sensibilizacién o inmunizacién y no se someten
a inmunodepresién. En los inmunodeprimidos, tras un tratamiento involutivo
de dreas timodependientes, no se observa respuesta inflamatoria alguna,
permaneciendo los par4sitos hasta el dfa 38 en las células intestinales. Este
hecho explica, a su vez, la dependencia timica de la expulsién.

PRZYJALKOWSKI y PYKALO (1988), estudiaron las alteraciones
histopatoldgicas producidas en intestino delgado en ratones CV y GF
(convencionales y libres de gérmenes), en infestaciones simples y mixtas
con T.spiralis y T.pseudospiralis. En estos experimentos la mayor reaccion

a nivel intestinal se produjo en ratones CV infestados con T.spiralis entre
los dias 10-15 pi.

En la mucosa intestinal observaron infiltraciones de monocitos y
focos con numerosos leucocitos, la mayoria eosinéfilos y menos neutréfilos.
También fueron observados abcesos intranodulares formados por
concentraciones de leucocitos en la luz y fondo de las criptas glandulares,
encontrando también adultos en la luz intestinal. Entre los dias 15 y 20 pi
en estos ratones el nimero e intensidad de las infiltraciones disminuy6 y
sobre el dia 25 pi la membrana mucosa present6 una arquitectura normal.

En ratones GF sobre el dia 10 pi se desarrollé un infiltrado celular
similar al observado en ratones CV pero con mucha menos intensidad, no
apareciendo los abcesos intranodulares. En ratones CV infestados con
TI.spiralis y T.pseudospiralis, entre los dias 10 y 15 pi, aparecieron
numerosos focos de monocitos y leucocitos en intestino, observindose
también en este grupo los llamados por ellos abcesos intranodulares. En
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ratones GF esta infestacién mixta provocé s6lo algunos focos de leucocitos
en intestino. 4 _

El proceso 6riginado enel intesﬁno, segun BOUREE (1980), es una

inflamacién catarral con engrosamiento de la mucosa y pequeiias
hemorragias. :

En ratas infestadas, segin LEONARD y BEAHM (1941) cit.
WEATHERLY (1983), se encuentra una copiosa secrecién de mucus y

- células, la mayoria de ellas polimorfonucleares. La reaccién de la mucosa
 varfa entre una descamacién superficial moderada y una intensa inflamacién

intersticial. A veces, segin los mismos autores, puede producirse
colapsamiento de gldndulas y degeneracién en células mucosas.

En submucosa pueden observarse varios grados de inflamacion,

" desde una ligera hiperemia con infiltracién de piocitos, hasta una intensa

infiltracién de polimorfonucleares. Segiin CASTRO y BULLICK (1983),
se produce un aumento de enterocitos, asf como de la secrecién de mucus,

- creyéndose que se trata de una inflamaci6n de naturaleza catarral.

| - En muscular de la mucosa se evidencian cambios Simila:cs, pero en
niveles decrecientes desde la luz hacia el interior. Segin CASTRO y

'BULLICK (1983), se produce un fuerte cambio en la tinica muscular, ya
_que aumenta de grosor, no conociéndose bien si este cambio es debido a

edema, hiperplasia o hipertrofia, pero sabiendo que se instaura a los pocos
dias tras la infestacién (3-7). Concluyen que en reinfestaciones, las

~ alteraciones observadas son siempre mucho menores.

ISMAIL y TANNER (1972) y WILCKES et al. (1984), encuentran

_A.una fuerte infiltracién eosinofilica en las primeras porciones del intestino
‘delgado, aproximadamente a los: 6 dpi; estos eosindfilos nunca se

encontraron alrededor de los parasitos. Concluyen estos autores que la

 infiltracién eosinofilica no estd relacionada con la respuesta inflamatoria

general, ya que ésta comienza a observarse el dia 6 pi, y en los dias 10-12

pi, experimenta su punto dlgido; la respuesta eosinofilica, en ese momento,
~se éncuentra notoriamente descendida. R
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DUNN et al. (1985), no encuentran eosinéfilos en contacto con el
nematodo, pero sf asociados a células dafiadas de Ia mucosa, por lo que su
actividad debe relacionarse mds con células muertas que con el propio
pardsito. Igualmente la respuesta eosinofilica es siempre anterior a la
respuesta inflamatoria general entérica, Yya que se observan estos elementos
formes a los 8 horas pi en la luz intestinal.

KARMANSKA (1981), en un estudio sobre los eosinéfilos en
diferentes tejidos de ratones infestados con T.spiralis, observaron a nivel de
yeyuno que los animales no infestados mostraron un nimero de eosindfilos
por mm? que oscilaba sobre los 13, valor que no se vi6 incrementado tras
los primeros dfas de observacién en los animales infestados. Sin embargo,
el valor fue incrementdndose desde el sexto dia, cuando se detectaron 33
eosinéfilos/mm?, mostrando el nivel m4s alto (199/mm?) el dia 16 pi,

decreciendo sobre el dia 18 a la mitad aproximadamente.

En un estudio en conejo TANNER (1968), no observa,
contrariamente a lo descrito por los anteriores autores, eosinofilia en el
tejido intestinal de estos animales,

Por su parte, RUITENBERG y ELGERSMA (1980 a) y
RUITENBERG er al. (1979, 1980 b), en sus estudios sobre cinética de
leucocitos en el epitelio intestinal, observan una notable proliferacién de
mastocitos y leucocitos en la mucosa intestinal, relacionando 1la intensidad
de estos aumentos con el grado de infestacién. Estas poblaciones son
independientes, concluyen RUITENBERG y ELGERSMA.

Los mastocitos se distribuyen uniformemente a través del estroma de
las vellosidades, mientras que los leucocitos migran a través de Ia
membrana epitelial, situdndose primeramente en las criptas intestinales y
base de las vellosidades, y posteriormente en una posicién intermedia en
estas ultimas. Esta proliferaci6n se observa: desde el dia 7 pi hasta el dia 18
pi, con valores mdximos los dias 13 y 17 pi, siendo siempre mayor la
proliferacién de leucocitos que la de mastocitos.

RICHARDSON e al. (1974), MANSON-SMITH ez al. (1978),
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TEPPEMA et al. (1981) y DUNN ez al. (1985), estudian la respuesta
histopatolégica de la fase intestinal de T.spiralis en ratones, observando

- grandes cambios respecto a animales no infestados. Asf, la mucosa se

presenta muy achatada y con poca profundidad de la cripta, debido a la
pérdida de la zona apical de la vellosidad. A este hecho se suma la

hiperplasia sufrida por las criptas, descrita por MANSON-SMITH e al.

(1978). Todo lo cual redunda en una menor longitud de la superficie de

- absorcién de la mucosa intestinal (CASTRO y BULLICK, 1983).

" Este descenso de la sﬁpérﬁcie llega a producir un fenémeno de

" malabsorcién intestinal de nutrientes, sobre todo de glucosa, cuyo descenso

plasmdtico, acentuado por el incremento de la absorcién de este azicar por
parte de los estadios enterales de T.spiralis, (STEWART et al., 1986),

. puede ocasionar una pérdida de peso del hospedador. Este proceso comienza

el dia 4 pi, tiene su méximo entre los dias 10 y 12 pi y permanece durante

" la segunda semana pi, comenzando una fase de restablecimiento entre los

16 dpi y la 3 semana, coincidiendo, a su vez, con la expulsién de los
adultos. - = - : '

" Ademds del acortamiento de las vellosidades y 1a hiperplasia de las

- criptas, se originan procesos de fusién de estas cortas vellosidades = 1o largo

de algunos tramos de la superficie mucosa, lo que hace que la luz .:testinal

" de los animales inféstado_s sea-mucho mds grande (WEARTHERLY, 1983).

. CATTY (1969), aporta que en cobayas el dafio debido a la invasién
de 1a mucosa intestinal y los movimientos de larvas y adultos en ella, puede
llegar a provocar necrosis tisular.. En 1990 RENIER ez al., describen el
proceso de necrosis intestinal como una complicacién de un proceso de

- trichinellosis en una paciente humana.

Otra de las lesiones que pueden evidenciarse en la fase entérica de

la infestacién por Trichinella, es el incremento. notorio de las placas de
~Peyer, como apuntan SINSKI e al. (1983) al infestar ratones albinos con

200 larvas de T.spiralis. 3

" Igualmente, REINA (1987) y REINA er al. (1992 a), evidencian
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hiperplasia e hipertrofia de placas de Peyer en perros infestados con
T.spiralis, junto con procesos descamativos de la mucosa a nivel de
duodeno, lesiones que generalmente van acompafiadas, en la porcion

yeyunal, por un aumento de células caliciformes, configurando una enteritis .

catarral y la presencia en algunos de los animales de un proceso
granulomatoso con abundantes esinéfilos en mucosa y submucosa. A partir
de los 26 dpi, las lesiones histopatoldgicas que encuentran son similares a
las anteriormente descritas, haciéndose m4s notoria la hiperplasia de placas
de Peyer, observada hasta los 60 dpi, siendo en esta dltima fase mucho
menor el proceso descamativo. A partir de esta fecha comienza la
regeneracion de la viscera.

Estos cambios ocurren en todo el intestino delgado, pero
fundamentalmente y con mayor intensidad en las primeras porciones
(CASTRO y BULLICK, 1983). Junto a ellos, también se producen
cambios en las células intestinales. Asf, mientras que los animales controles
presentan unas cé€lulas cilindricas propias de este epitelio con gran cantidad
de citoplasma, las células de animales infestados se muestran achatadas, con
apariencia cihbica y con mucho menos espacio  citopldsmico
(WEATHERLY, 1983), presentando en ocasiones picnosis nuclear (DUNN
et al. 1985).

Debido al proceso de instauracién en su nicho intramulticelular, se
produce fusién de las células del epitelio intestinal, convirtiéndose este
conjunto en una estructura de tipo sincitial. DUNN er al. (1985), afirman
que pueden verse células multinucleadas libres en la luz intestinal,
tratindose posiblemente de células previamente ocupadas por nematodos.

LARSH y RACE (1975), unifican las hipétesis que relacionan la
histopatologia en el intestino con la expulsién de adultos del tracto intestinal
de sus hospedadores. En este intento se concluye que hay una asociacién
clara entre los grados de infestacién y la sensibilidad del hospedador con el
tiempo e intensidad de la inflamacién, asi como una correspondencia entre
la expulsi6én de los adultos y la remisién del proceso entérico. Igualmente
afirman que la respuesta inflamatoria no sélo se produce por la accién
mecdnica del pardsito sobre las células y tejidos, sino también por una
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“respuesta ‘celular' inmune de hipersensibilidad de tipo tardio.

Sobre el 6rigeh de esta respﬁesta-,-EVRANOVA y EVRANOVA
(1974) sefialan que gran parte de los procesos alterativos, morfoldgicos y

. “funcionales acontecidos en la pared intestinal, son debidos a un efecto téxico
 provocado por las larvas.’ : :

2.4.13.- INTESTINO GRUESO

En cuanto a la histopatologia en el intestino grueso, pocos trabajos

~ acometen los cambios acontecidos en esta zona.del tubo digestivo. Segun
- WEATHERLY (1983), los cambios quizds sean similares a los que ocurren

~ en el intestino delgado, aunque mucho mds leves, debido al escaso nimero
de pardsitos que asientan en estos territorios. Concluye WEATHERLY que

' no existen estudios microscépicos sobre estos cambios en el intestino

grueso.

2.4.2.- TEJIDO MUSCULAR ESQUELETICO

Algunos autores como BOUREE (1980) o PAWLOWSKI (1983),

. hablan de alteraciones macrocépicas describiendo los misculos como

edematosos y flexibles, con cambio del color normal del miisculo afectado

en un rango entre rojo grisiceo hasta marr6n rojizo. Durante la quinta

semana postinfestacién el musculo manifiesta pequefias estriaciones
grisdceas, que tras 2-3 meses pi cambian a pequefias motas blanquecinas.

" Este moteado ‘blanquecino',‘se incrementa tras los 6-18 meses pi,

" cuando las larvas enquistadas se calcifican. GOULD (1970 a), describe los
~muculos tras la infestacién por Trichinella como correosos y duros.
. Contrariamente a estas opiniones REINA (1987); no encuentra en Su

experiencia ninguna alteracién macroscdpica ni en cuanto a la consistencia
ni-a la coloracién de la musculatura..

_ Microscépicamehte, las alteraciones que se producen en el miisculo
afectado son muy significativas, coincidiendo la mayorfa de autores en la
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presencia de un proceso inflamatorio granulomatoso. Asf, GOULD (1970
b), describe degeneracién hialina, degeneracién hidrépica, inflamacién
intersticial e incremento del nimero de nicleos de la célula. Como
consecuencia de este proceso inflamatorio, gran nimero de larvas son
destruidas. Se produce, asi mismo, una rotura de capilares con las
consiguientes pequefias hemorragias y acumulaciones de polimorfonucleares,
linfocitos y un tejido histiocitario presente en los espacios conectivos
intersticiales. '

REINA (1987) y REINA er al. (1988), observan un proceso
granulomatoso a partir del dfa 8 pi, y que se hace m4s evidente a partir del
dia 25 pi. Dicho proceso lo definen como miositis granulomatosa. Estos
granulomas est4n representados por un centro rico en células histiocitarias,
rodeado de una corona de células linfocitarias, cuyo limite con las células
musculares adyacentes, es bastante impreciso. En estos granulomas se hallan
también células gigantes localizadas preferentemente en la zona central.

Similares observaciones apuntan BLOTNA-FILIPIAK et gl. (1980),
al infestar ratones Swiss con T.spiralis y T.pseudospiralis, observando en
primer lugar que se origina una inflamacién mds inténsa que cuando se
infesta con una especie sola, con la aparicion, a partir de la cuarta semana,
de numerosos linfocitos. Puede observarse que la aparicién de este infiltrado
es mds tardio que en las infestaciones por T.spiralis solamente, ya que, si
bien en la infestacién mixta pueden existir larvas en musculatura desde los
10 dpi, no es hasta el dia 25 pi cuando se produce una fuerte infestacién
muscular, con lo cual el proceso inflamatorio e infiltrativo se retrasa.

BECK (1970), manifiesta que en cricetos esta miositis es observable
desde el dfa 14 pi, manteniéndose de forma moderada entre los 26 y 40 dpi.

Por su parte FROSCHER e al. (1982), estudiando cinco pacientes
humanos que habian sufrido infestaciones por Trichinella entre 16 y 35 afios
atrds observan, ademds de sintomas neuroldgicos, dolores musculares de
tipo crénico y notables focos inflamatorios o de miositis.

DRACHMAN y TUNCHAY (1965), comentan que tanto €l dafio en
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la fibra muscular como el infiltrado inflamatorio se incrementa grandemente

después del dia 20 pi. A su vez, se observa una perivasculitis prominente

con acimulos intersticiales de polimorfonucleares y linfocitos. Apuntan

_ estos autores que a los 25 dpi la inflamacién perivascular es menos

evidente, y hay menor acimulo de células inflamatorias; a los 32 dpi
algunos' quistes - se encuentran totalmente libres de tejido inflamatorio
circundante, mientras que otros aun tienen infiltrados inflamatorios focales.

Las publicaciones de GABRYEL et al. (1967, 1969, 1970 y 1978),

" sobre los cambios morfol6gicos que se producen en el muisculo estdn en

buena medida en concordancia con lo expresado por los autores anteriores;
asf describen que, incluso 1 6 2 dias antes de la invasién de la fibra
muscular, puede presentarse una reaccién celular inflamatoria, y la llamada
transformacién basofflica focal del misculo, sin la cual, la larva no puede
desarrollarse y muere. - : ’ '

Esta transformacién no es mis que una marcada basofilia

 citoplasmética que rodea a la larva, pero que también puede aparecer en

ausencia de ésta. Segiin apuntan dichos autores la degeneracién basofilica

»puede extenderse hacia fibras vecinas. Por ello en los primeros estadios la

cantidad de fibras transformadas basofflicamente es mucho mds numerosa

que la cantidad de larvas encontradas en ella.

GUTOWSKA er al. (1969), estudian también los cambios

- .--producidos en la fibra, definidos como degeneracién basofilica. Segiin estos
~ autores existe desde una gradual desintegracién de las miofibrillas hasta una
- . obliteracién de la estructura fibrilar estriada, con incremento de su afinidad
. por los colorantes bésicos. Todos estos cambios en la fibra son interpretados
- como.una reaccién del hospedador ante una hipotética sustancia segregada
_por el parésito, de ahi que puedan comenzar incluso antes de la llegada de

_ las larvas a musculatura.

" Esta basofilia tipica, rodeando a la larva y en fibras ausentes de

* parasitacién, es también observada por GUTOWSKA et al. (1980), entre
" los 10 y 14 dias tras la infestacién de ratas Wistar con T.pseudospiralis,
detectando que no son considerables las diferencias de accién patégena de
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cada especie de Trichinella sobre distintos hospedadores.

Por otra parte PRZYJALKOWSKI y PYKALO (1988), comparan
las alteraciones histopatoldgicas musculares en ratones CV y GF tanto en
infestaciones simples como mixtas con T.spiralis Yy T.pseudospiralis,
indicando que el tnico hecho comin en la fase muscular fue la
transformacién basofilica de las fibras musculares tanto en ratones CV como
GF en las tres formas de infestacién.

WEATHERLY (1983), en ratones CBA, coincidiendo con
GUTOWSKA et al. (1980), observa los primeros cambios en el diafragma
sobre el dia 10 pi, y en el misculo gastronemio sobre el dfa 15. En este
tiempo comienzan a observarse discretos focos de inflamacién, con un
exudado de células inflamatorias compuesto por eosindfilos, neutréfilos,
linfocitos y macréfagos, no encontrando normalmente células plasmdticas.

El nimero de eosindfilos desciende a partir del dfa 30 pi, si bien los
valores se mantienen por encima de los normales hasta el dia 50 pi.

GROVE et al. (1977 a), sefialan el hallazgo en ratones Swiss
hembras de un marcado infiltrado muscular a las 4 semanas pi, que persiste

a las 8 semanas, mostrando un descenso considerable entre las 14 y 40
semanas.

PURKENSON et al. (1974), afirman que la célula infestada es
rodeada primeramente por fibroblastos y capilares, observdndose también
algunas células inmunocompetentes cercanas a la célula hospedadora.
Describen también la presencia de una matriz acelular que separa la parte
no parasitada de la célula hospedadora de la porcién parasitada, apareciendo
una zona fibrosa cercana a esta iltima que es sintentizada por la célula
durante los primeros estadios de la infestacién muscular.

El incremento en la vascularizacién de las fibras afectadas,
(PURKENSON er al., 1974), fue ya observado en 1952 por HUMES y
AKERS, al estudiar histolégicamente los miisculos humanos y de ratén en
la necropsia, y de cricetos mediante biopsia, incluso antes de que se
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produjesé el encapsulamiento. No se conoce totalmente la razén de este
fenémeno, que puede deberse a la dilatacién de los vasos existentes y a la

- formacién de nuevos vasos, la mayorfa capilares, como respuesta del
endotelio vascular capilar. LARSH (1968), apunta que este proceso puede
_ comenzar sobre el dia 9 pi, y prorrogarse hasta 280 dias. '

- STEWART et al. (1982), concluyen qué la miositis trichinellésica

. comienza- en el diafragma alrededor de los 13 dpi, elevdndose

frecuentemente hasta el dfa 24 pi y comenzando a declinar entre éste y el
dia 30 pi. Estas observaciones son totalmente coincidentes con las

. expresadas por WEATHERLY (1983) y notablemente similares a las
- expuestas por PROKOPOWICZ er al. (1983), que observa fuertes

reacciones granulocfticas a partir del da 10 pi. En el interior de este

' infiltrado leucocitario pueden encontrarse con relativa frecuencia larvas 1
‘de Trichinella. : .

Al mismo tiempo que comienza el proceso de encapsulamiento se

inicia la disminucién del proceso inflamatorio. Tras la formacién de los

quistes se puede observar en la periferia células gigantes tipo Langhans.

. Con. frecuencia (WEATHERLY, 1983), las células gigantes se ven

asociadas a fibras musculares, conteniendo larvas muertas que no estin

“encapsuladas. En algunas circunstancias, pocas semanas después de la

infestacién se observan gruesas células concentradas en los polos del quiste,
asf como acimulos grasos (BOUREE, 1980).

2.4.3.- OTROS TEJIDOS

En este apartado -incluimos las alteraciones histopatoldgicas de
aquellos otros 6rganos, tejidos o cavidades que pueden verse afectados de

- alguna manera, tanto por el paso de las larvas como por la acci6én de

sustancias ‘quimicas producidas por ellas. :
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2.4.3.1.- MUSCULATURA CARDIACA

En musculo cardfaco también se presentan alteraciones dignas de
mencién. WEATHERLY (1983), observa un proceso degenerativo, con

alteraciones de la coloracién que van desde amarillo pélido hasta marrén

rojizo. También son frecuentes los granulomas intersticiales compuestos por
neutréfilos, eosinéfilos, linfocitos, macréfagos e histiocitos, observacion
confirmada por gran cantidad de autores entre los que podemos citar a
GABRYEL e al. (1970), LE MERCIER e; al. (1977), KASSUR et al.
(1981), PARKER e al. (1984), URSELL et al. (1984) 0 REINA (1987),
entre otros. En sus trabajos detectan la presencia de una miocarditis, que es
una de las complicaciones m4ds frecuentes en cualquier proceso
trichinellésico, y que PAWLOWSKI (1983), define como miocarditis
eosinofilica.

En este proceso puede observarse el mencionado infiltrado
inflamatorio en todo el miocardio, tanto perivascular como intersticial
difuso. Ademds, este iltimo autor declara la presencia de miofibrillas
reducidas e hipercromdticas y finalmente, procesos de miocitolisis que
pudieran llegar a necrosis tisular, no observdndose en ninglin momento
presencia de larvas. '

BERNARD y SUDAK (1960), apuntan que, la infestacién por
T.spiralis produce en el miocardio de todos los animales susceptibles a esta
parasitacién similares alteraciones en cuanto a morfologia celular,
organizacién tisular, e incluso fisiologia cardiaca, alteraciones que
prontamente vuelven a la normalidad al no encapsularse las larvas en este
tejido. Apunta PAWLOWSKI (1983), que la miocarditis es un proceso
frecuente sobre todo entre las 42 y 82 semana pi, apareciendo normalmente
cuando los sintomas generales han cesado y han comenzado a remitir los
musculares, constituyendo una recaida que puede llevar a la muerte de las
personas.

WEATHERLY (1983), cita que la cavidad pericdrdica puede
observarse con tintes hemorrdgicos o con fluido de color amarillento, en el
cual pueden evidenciarse larvas 1. Tanto el pericardo como el epicardio se
encuentran hiperémicos, pudiendo presentar granulomas intersticiales
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compuestos por neutréfilos, eosindfilos, linfocitos, macréfagos e histiocitos.
Estos granulomas se presentan también con frecuencia en el endocardio,

~.pudiendo hallarse - en - buen nimero de ocasiones extravasaciones

hemomiglcas en esta capa endocdrdica.

REINA (1987), encuentra edemas penvasculares en perros

sacnﬁcados a los 5 dpi, y focos de micro hemorragias a los 8 dpi sin
- embargo, -estas lesiones no las conceptia como 1mportantes ni por su

intensidad, ni por su extensién.

‘Contrariamente a estas descnpcmnes GABRYEL er al. (1981 a),
aﬁrman no encontrar lesiones, ni siquiera s1gno alguno de reaccién orgénica

 en estos territorios.

2432 HIGADO

"REINA (1987) y REINA et al (1989 ¢), respecto al cuadro lesional

‘observado en el higado indican que el parénqmma hepético muestra

bésicamente dos procesos histopatolégicos: degenerac16n glucogénica y
presencia de granulomas de pequefio tamafio dispersos por la totalidad del

. parénquima, granulomas constituidos’ principalmente por histiocitos y
,eosméﬁlos No. observan estos autores aumento del tamario de la v1scera en

mngun momento

MIKHAIL et al (1978), descnben en el d1a 4 pi lesmnes hepéttcas

~ --en ratas infestadas con T.spiralis. En este dia el tracto portal presenta vias
 de migracién de larvas, mostrando una densa infiltracién linfocitaria
- proporcional al nivel de la infestacién. Hacia el décimo dia el parénqulma

muestra 4reas de -gruesa degeneracién focal y -de necrosis, que
posteriormente evolucionan en proceso de regeneramén con la aparicién de

_- zonas de fibros1s

PAMBUCCIAN ‘y CIRONEAU (1961), describen dreas
hiperémicas, a veces de gran intensidad, observando al 1gua1 que BECK

(1970) un aumento de tamano del 6rgano
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Gran similitud existe entre estas descripciones y las realizadas por
GABRYEL et al. (1981 a), que también observan procesos infiltrativos
tanto linfocitarios como de polimorfonucleares y macréfagos, ocupando las
dreas portales y los acinis glandulares. También describen estos autores los
procesos degenerativos y de necrosis sufridos en el parénquima,
concretamente en los hepatocitos. Comentan que la reaccién inflamatoria
aumenta entre los 3 y 60 dias, decreciendo gradualmente hasta los 8-10
meses. Finalmente definen la inflamacién producida como una hepatitis
reactiva no especifica.

A estos trabajo debemos unir la aportacién de EVRANOVA y
EVRANOVA (1974), que apuntan la fuerte influencia téxica de la larva,
provocando cambios morfolégicos y alteraciones en los procesos
metabélicos. Igualmente REINA (1987), manifiesta esta opinién acerca de
la influencia téxica de las larvas de Trichinella, a 1a que este autor atribuye
las alteraciones vasculares observadas en perros infestados con T.spiralis.

2.4.3.3.- RINON

GABRYEL er al. (1981 a), SITPRIJA er al. (1980) y
WEATHERLY (1983), describen como proceso lesional tipico en la
trichinellosis una glomerulonefritis mesangio-proliferativa, con incremento
de células mesangiales, aumento de su matriz y penetracién de aquéllas en
la luz de los capilares. GABRYEL et al. (1981 a), opinan que los primeros
signos de este proceso comienzan sobre el 3° dfa postinfestacién, llegando
a ser muy intensos sobre el 60 dpi, y manteniéndose atin a los 8-10 meses
pi. SITPRIJA er al. (1980), observan depdsitos de inmunoglobulinas en el
drea mesangial. Se producen depésitos de material hialino en la pared
arteriolar, no observandose cambios en el intersticio tubular.

También pueden observarse hemorragias focales e infartos
(WEATHERLY, 1983). Este mismo autor concluye que todas estas lesiones
pueden tener su origen en la invasién de un pequefio nimero de larvas, o
bien en un proceso inmunitario de tipo sensitivo debido a inmunocomplejos.

REINA (1987) y REINA et al. (1990), ademis de glomerulonefritis
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mesangio-proliferativa observa la presencia de cilindros hialinos y celulares

" en.la luz de los tibulos, posiblemente como consecuencia del paso de
- inmunoglobulinas ‘0 inmunocomplejos = al espacio : glomerular, Yy
" posteriormente a los tibulos. Indica este autor también, la presencia de
" edemas intertubulares, y de una nefritis intersticial crénica.

o " TODOROVA er al. (1988, 1990), confirman el papel de los
~ inmunocomplejos en la patogénesis de las alteraciones renales en los
. procesos trichinellésicos. Describen estos autores. el desarrollo de una

glomerulonefritis proliferativa en ratas infestadas con Trichinella, siendo
ésta mucho més severa entre los dias 30 y 50 pi, coincidiendo con los

" méximos niveles de inmunocomplejos circulantes. Mediante técnicas de
inmunofluorescencia detectan depésitos de inmunocomplejos en la zona

glomerular principalmente en membrana basal y mesangio, alcanzando el
méximo de fluorescencia a los 56 dpi.

' 2.4.3.4.- BAZO Y GANGLIOS LINFATICOS

" GABRYEL er al. (1981 a), 'observan'hinchazén y engrosamiento
esplénico entre los dias 13 y 60 pi, opinién compartida por WEATHERLY
(1983) y TAKADA et al. (1985). Segiin estos iltimos también es posible

~ la presencia de zonas hiperémicas. GABRYEL e al. (1981 a), describen
 foliculos linfoides muy alargados y con marcados centros bl4sticos.
Posteriormente se observa un detrimento en el tamaiio de la viscera,

comenzando a normalizarse todas las estructuras de este 6rgano.

_ Estos autores coinciden en que estas alteraciones se deben al proceso
inflamatorio general producido en el organismo infestado, asi como a un

~ proceso de tipo inmunitario desencadenado en el hospedador durante la
~ infestacién. - . :

REINA (1987), detecta la presencia de un bazo de éstasis sobre el
8° -dia tras la infestacién, mostrando la existencia de una esplenitis

_ hiperplésica. En el mismo estudio y sobre gdnglios linfiticos observa una
- activa hiperemia, constatando un aumento del mimero de nédulos linfaticos

a nivel de corteza, los cuales estaban constituidos por una zona central
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amplia, representada por células histiocitarias y linfobldsticas, y una corona
delgada de linfocitos, dicha corona estaba relacionada con el tejido linfoide
internodular, constituyendo un cuadro tipico de linfoadenitis hiperpldsica.
A nivel medular encuentra nédulos linfiticos muy pequefios pero con amplia
zona germinativa, constituyendo la lesién mds importante a este nivel la
descamacién de células reticulares con abundancia de linfocitos encontrada
en los senos linfaticos medulares.

FAUBERT y TANNER (1974), tras infestar 60 ratones Swiss con
100 larvas/animal, estudian los génglios linfiticos mesentéricos, braquiales
e iliacos, encontrando un incremento de tamafio de estos gdnglios durante
el curso de la infestacién. Esta alteracién es la dnica descrita por BOUREE
(1980), que la cita como tumefaccién de gadnglios mesentéricos.

Los génglios mesentéricos incrementan su tamafio rdpidamente,
- concretando el dfa 7 pi, como el primero en el que se observa este aumento
y presentando el mdximo el dia 30 pi. Los braquiales e ilfacos
posteriormente aparecen infartados, permaneciendo esta hipertrofia también
por mds tiempo, observindose aiin incrementados hasta el dia 90 pi.

Los génglios de ratones infestados muestran lesiones tanto en el
centro germinal como en la zona paracortical, siendo significativo que
dichas lesiones aparecen con la hipertrofia ganglionar, desapareciendo
paulatinamente cuando ésta remite. Opinan, finaimente, estos autores que
este fenémeno no es dosis-dependiente.

2.4.3.5.- PULMON

Ya en 1904, OPIE, segin cita WEATHERLY (1983), observé
focos hemorrdgicos en el pulmén de cobayas a la cuarta semana de su
infestacién, denotindose la presencia de fibrina, leucocitos y ligeras
granulaciones eosinéfilas acumuladas en la periferia de dichos focos. Al
tiempo, describe dilataci6n de los capilares alveolares con engrosamiento de
sus paredes, asi como un trasudado hemorrigico desde los alveolos,
presentando éstos un epitelio descamado y con tejido fibroso de
reemplazamiento. En el centro de estos nédulos fibrosos los eosinéfilos se
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: enéuentran en gran cantidad, llegando a describir este autor un tejido con
* . una coloracién rojiza casi homogénea.

También, y citando a ASKANAZY, "WEATHERLY (1983),

~ describe, en conejos infestados, hemorragias diseminadas debajo de la
pleura y en pulmones, detectando, como OPIE, focos hemorrédgicos en

pequeiios bronquios y grupos de alveolos. Estos focos hemorrdgicos son
debidos, posiblemente, a la rotura de capilares alveolares a causa de las

- ‘obstrucciones provocadas por las larvas en estas localizaciones (GOULD,

1970ayb).

. a URSELL et al. (1984), describen sinépticamente la presencia de un

_claro edema pulmonar y un proceso broconeuménico en las infestaciones

'pdr Trichinella en %Ja{gecie humana, coincidiendo sus afirmaciones con las
apuntadas por BO E (1980) y KASSUR et al. (1981).

‘Por su parte 'PAWD(-)WSKI (1983), describe la presencia de
infiltraciones focales en la base de los pulmones, que pueden producir
reaccién pleural o bien un sindrome pulmonar de graves consecuencias.

-Finalniente, REINA (1987), describe como lesién més significativa

la que se produce en el parénquima pulmonar alrededor del dfa 26 pi,

caracterizada por un infiltrado celular interseptal, representado por
histiocitos y algunos linfocitos, lo que da lugar a la presentacién de la
consiguiente neumonitis. Este infiltrado se acompania de cierto edema
perivascular, especialmente a nivel de arteriolas. Asi mismo, el infiltrado
provoca un colapsamiento de la cavidad alveolar, observando amplias dreas
atelectdsicas. o ‘

© 2.4.3.6.- SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

| "wEATHERLY (1983), al igual que PAWLOWSKI (1983), citan
la presencia de encefalitis y meningoencefalitis en infestaciones graves en
humana, pudiendo observarse larvas en el fluido cerebroespinal, lesiones

‘similares a las descritas por BECK (1970) en cobayas. -
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Microscépicamente el tejido cerebral se encuentra edematoso e
hiperémico, pudiendo observarse hemorragias tanto corticales como
medulares (URSELL et al., 1984; REINA, 1987), llegando a detectar los
primeros autores infartos en la corteza cerebral, asf como zonas isquémicas
rodeadas por halos hiperémicos hasta hemorrégicos. Lesién similar es
detectada por WEATHERLY (1983), al hablar de zonas de necrosis
central, rodeadas de tejido infiltrativo granulomatoso.

Continia WEATHERLY describiendo la existencia de infiltrados
perivasculares compuestos de linfocitos, neutréfilos, eosinéfilos, fibroblastos
y células plasmdticas, que pueden distribuirse de forma difusa por todo el
parénquima del 6rgano cerebral. Segiin este mismo autor, son detectables
con notoria frecuencia astrocitos y células de la microglia, opinién también
compartida por REINA (1987).

PARKER et al. (1984); URSELL ez al. (1984) y REINA (1987),
describen las lesiones detectadas como una involucién general del sistema
nervioso central.

Por ¢l contrario, GABRYEL e al. (1981 a), no detectan ningiin
cambio en el cerebro, manifestacién similar a la realizada por KASSUR et
al. (1981), al expresar que el S.N.C. raramente se encuentra involucionado.

Estas lesiones producidas en cerebro se atribuyen a la presencia de
las larvas y su metabolismo, y no al efecto de toxinas producidas por el

parésito.

En cuanto a la médula 6sea, ningiin autor consultado describe
lesiones a este nivel, apuntando \inicamente FOLDES (1953), la presencia
en la especie humana de larvas en esa localizacién.

Segin WEATHERLY (1983), se han observado larvas en
pricticamente todos los 6rganos, tejidos o fluidos corporales, tales como
pancreas, placenta, gléndula mamaria, cavidades pleural y peritoneal, orina,
leche, bilis e incluso piel.
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2.5.- ESTUDIO INMUNOLOGICOQ; METODO ELISA

. Desde los trabajos de GOULD (1945 y 1952) o LARSH (1968), en
los que se- estudia la estructura antigénica, respuesta inmunitaria, etc.,
muchos son los articulos que refieren aspectos inmunolégicos en las
parasnacmnes por T. sptralls

- Los métodos de detecmén de Trichinella en ‘sus orgamsmos
hospedadores, han pasado por distintas etapas a lo largo de su historia. En

el estudio inmunolégico de la trichinellosis muchas técnicas han sido

probadas, desde aglutinaciones con latex o bentonita, hasta las técnicas de
precipitacién circunlarval o de fijacién de complemento. .

Con la introduccién de los marcadores, como el isotiocianato de
fluorescefna o la peroxidasa para las técnicas de inmunofluorescencia 0
ELISA respectivamente, la sensibilidad diagndstica ha aumentado
grandemente (RUITENBERG et al 1983).

: Las técmcas inmunoenzimdticas son, en general consideradas las
mds sensibles de todas, capaces de detectar infestaciones inferiores alLPG

(GAMBLE y MURRELL, 1987). Su sensibilidad puede ser de 10° a 10°
. Veces supenor a las técmcas de pre<:1p1tac16n (LJUNGSTROM 1983).

| Sélo es comparable con la que posee el radlommunoensayo pero no
participa de los inconvenientes de éste (SANCHEZ VIZCAINO y
CAMBRA ALVAREZ, 1981). Es por esto que centraremos nuestra

B revisi6n en la técnica ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay); toda
vez que éste ha sido el método empleado por nosotros en nuestra

experimentacion. .

" En los trabajos consultados, parece existir cierto acuerdo .a la hora
de manifestar la prontitud con la que esta técnica detecta la presencia de

antlcuerpos en suero en los procesos por Tnchmella

LARSH (1968), sefiala que los antlcuerpos séncos se pueden

detectar por el método ELISA a partir de los 14 dpi, indicando, ademads,
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que la concentraci6n de anticuerpos es directamente proporcional a la dosis
infestante. La misma cronologifa en la aparici6n y capacidad de deteccién
de anticuerpos es manifestada por LTUNGSTOM (1974), RUITENBERG
y VAN KNAPEN (1977 b), RAPIC (1980), KOCIECKA (1981 b), VAN
KNAPEN et al. (1976 b y 1981 b) y TAKADA e al. (1985), que
establecen dicha aparicién entre los 10 y 11 dpi. Por su parte SERRANO
(1991) y NAVARRETE et al. (1991), detectan una clara respuesta
seroldgica a partir del dia 16 pi.

KOCIECKA (1981 b), indica ademds que el aumento de anticuerpos
estd intimamente relacionado con la elevacién del nimero de eosinéfilos
presentes en sangre.

BOUREE (1980), marca un retraso en la aparicién de la serologfa
positiva, que detecta a 1a 3% semana tr4s la infestacién de los animales.

Otros autores como KAZURA (1982) y VAN KNAPEN e al. (1981
a'y 1984 a), establecen que la aparici6n de anticuerpos en suero se produce
con posterioridad, citando el primero de ellos que ésta deteccién, en
ratones, se produce a la 42 semana de la infestacién.

VAN KNAPEN er al. (1984 a), seiialan que, en el caso de
infestaciones con pequefias dosis de indculo los anticuerpos tardan
considerablemente en aparecer, aument4ndose asf mismo el tiempo en el que
se incrementan sus niveles plasm4ticos.

Asi, en cerdos infestados con 150 larvas/animal las inmunoglobulinas
no alcanzan niveles detectables hasta las 4 semanas, pero tan sélo en
porcentajes del 5-6%. En el caso de infestaciones con 50 larvas/animal, la
deteccion no es efectiva hasta las 12 semanas. Sin embargo, en infestaciones
con 1.500 larvas/animal la seroconversién se detecté a partir del dia 17 pi,
alcanzando a los 28 dpi porcentajes de positividad del 75-85%.

Esta relacién dosis/seroconversién es sefialada igualmente por
GAMBLE et al. (1983), los cuales demuestran diferencias apreciables en
la deteccién de anticuerpos en sangre entre animales infestados con 500 y
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_En el mismo sentido se manifiesta SERRANO (1991) vy
NAVARRETE et al.” (1991), apuntando que dichas diferencias se
manifiestan fundamentalmente segiin el nimero de larvas musculares
establecidas, el cual no siempre guarda una relacién directa con la dosis
infestante. '

~ RUITENBERG e al. (1974), tras la experiencia realizada en cerdos
a los que infestan con 5.000 larvas/animal, indican que el momento de la

detecci6n por ELISA de anticuerpos especificos se produce el dia 3 pi, dato

que no concuerda con los referidos hasta el momento, y que nos demuestra

. la sensibilidad de esta técnica.

- Respecto a la evolucién de los niveles de anticuerpos en sangre,
KAZURA (1982), citando a CRANDALL y CRANDALL (1972), sefiala

que los niveles mds altos de anticuerpos se detectaron en la especie humana

“entre las 4 y 7 semanas desde el establecimiento de la enfermedad, no

declinando estos niveles hasta los 2-3 meses. Sefiala este autor que el 25%

" de los sujetos objeto de este estudio muestran anticuerpos dos afos después
-de haber superado el proceso agudo. ‘

 LJUGSTROM (1974), sefiala que el méximo nivel de anticuerpos

~ en-la especie humana ocurre entre las 4 y 7 semanas siguientes a la
 instauracién de los sintomas clinicos, descendiendo estos niveles

transcurridos dos o tres meses a partir de la aparicién de los picos de

-elevacién. A los 12 meses el 50-80% de los sueros de los pacientes
~ presentan an titulos positivos. Este porcentaje desciende al 20%, en 5 de
~ los 25 pacientes estudiados, a los dos afios de aparicién de la enfermedad.

A este respecto NAVARRETE e al. (1991), aprecian el mismo

. :-nivel’de anticuerpos sobre el dia 34 pi, manteniéndose en niveles muy altos
."al menos hasta el 82 dpi. ' :

. la pérsist‘encia de los distintos tipos de Ig en él hombre parece estar

-en.relacién. con la gravedad de la infestacién. En términos generales, las Ig
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aparecen dos o tres semanas después de la aparici6n de los sintomas y tras
un aumento durante uno o dos meses, descienden levemente durante varios
meses. La IgG persiste incluso uno o dos aiios, la IgM persiste entre unos
cuatro meses y un afio y la IgA se presenta durante unos tres meses, salvo
en casos graves (LJUGSTROM, 1974; VAN KNAPEN er al., 1982;
LJUNGSTROM et al., 1989).

RAPIC (1980), en su trabajo llevado a cabo en cerdos naturalmente
infestados con objeto de comprobar la fiabilidad y sensibilidad de la técnica
ELISA, indica que a los 14 dpi ya pueden aparecer niveles detectables de
anticuerpos. Sefiala que a los 28 dpi todos los animales fueron positivos,
alcanzandose los titulos mds altos a los 49 dpi.

En perro REINA er al. (1987), citan una gran precocidad en la
respuesta serolégica detectable mediante un sistema micro-ELISA indirecto,
detectando titulos positivos durante m4s de seis meses tras la infestacién con
T.spiralis. "

SMITH y SNOWDON (1987 b), infestando tres équidos con 1.000,
5.000y 25.000 larvas de T.s.spiralis, obtienen resultados positivos a los 24
dpi con las dosis més altas, resultindoles con densidad éptica (DO)
negativa, con las m4s bajas.

Otros trabajos detectan la respuesta de Trichinella spp. a las dos
semanas en équidos, y tras unos valores maximos hacia los dos meses, los
anticuerpos pueden desaparecer a las 20-40 semanas, cuando ailn existen
larvas viables en musculatura (SOULE e¢ al., 1989; POLIDORI e al.,
1989) especialmente con T.s.nativa, que produce resultados negativos,
aunque sélo en infestaciones leves con menos de 10 LPG (SOULE er al.,
1989).

TOMASOVICOVA er al. (1991), en un estudio de trichinellosis
experimental en ovejas, encuentran anticuerpos anti-Trichinella mediante la
técnica de aglutinacién en ldtex, con titulos 1:8 y 1:32 a los 11 dpi,
alcanzando los madximos titulos de 1:256 a los 35 dpi, alrededor del dia 50
pi, estos valores decrecen hasta 1:64, permaneciendo asf hasta el final de

68

naria. Biblioteca Digital, 2004

idad de Las Palmas de Gran Cal

© Universi



A

L

B

“ REVISION BIBLIOGRAFICA

J

" 1a experiencia. En este mismo estudio y utilizando el método ELISA

‘determinan a los 11 dpi titulos de 1:50, siendo el mdximo observado de

- "1:1600 a los 35 dpi, en un animal infestado con 7000 larvas de T.spiralis.

. Esta répida produccién de anticuerpos y los. titulos alcanzados fue

- proporcional a la dosis infestiva y al nimero de larvas musculares halladas
- - en la necropsia. a ' - -

En el estudio experimental realizado con porcinos blancos € ibéricos,
por convenio del equipo de parasitologia de la Universidad de Extremadura
y el Ministerio de Sanidad 'y- Consumo y la Consejeria de Sanidad de la
Junta de Extremadura, con el objeto de llevar a cabo la estandarizacién del

~ método ELISA indirecto con vistas a ser reproducido en un futuro en
" condiciones de matadero, siguiendo las recomendaciones delaC.EE. yla

O.M.S. a través de la Oficina Europea (Dres. Mantovani, Papasopoulos y

 Scorziello), asesores ~de dicho proyecto, SERRANO (1991) y
'NAVARRETE e al. (1991), demuestran que la sensibilidad de la técnica
. .ELISA, empleando dosis infestantes de 50-250 larvas/Kg p.v., es muy
similar sea cual sea el origen del antigeno empleado, incluso cuando se

ensayan mezclas antigénicas. . - :

No obsiante, “sin Vdiferencias estadisticamente significativas, los
mejores -resultados -fueron obtenidos con un antigeno integrado a partes
iguales (1/3 +-1/3 + 1/3) por tres aislamientos hispanos de diverso origen

: 'y encuadrados por POZIO ef al. (1989 a y b), en la poblacién denominada

Trichinella spiralis sensu stricto.

o Igualmenté evidéncian» la bondad del método ELISA al comprobar

densidades. 6pticas elevadas tras 14-15 meses postinfestacion, fecha en la
cual se aprecia una dréstica reduccién de los niveles de parasitacién
muscular. ~ : -

. - Otro aspecto a tener en cuenta es la influencia de otras parasitosis en
la seroconversién evidenciada. NAVARRETE e al. (1991), demuestran
que la presencia -de Ascaris suun 'y especialmente Ascarops strongylina,
tiene una leve influencia en los valores de DO, indicando que no es

suficiente para provocar reacciones falsamente positivas, siempre que el
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limite diagnéstico se establezca correctamente.

LJUNGSTROM e al. (1974) indican que los resultados obtenidos
con el método ELISA son similares a los obtenidos por hemaglutinacién
pasiva o inmunofluorescencia indirecta, indicando no obstante Ia mayor
sensibilidad del método que nos ocupa, que ademds presenta ventajas tanto
cualitativas como cuantitativas.

RUITENBERG er al. (1983), comentan que las técnicas de
inmunofluorescencia indirecta y ELISA proporcionan definitivamente los
datos m4s fiables para cualquier ensayo epidemiolGgico sobre Trichinella.

Similar opinién expresan STUMPF e al. (1981), tras probar
diferentes técnicas serol6gicas para el diagnéstico y deteccién de
Trichinella. Asf la aglutinacién con latex ofrece en su experiencia sélo un
20,5% de positividad sobre casos conocidos de parasitacién. La fijacién de
complemento obtiene un 22,7% de positividad, coincidiendo solamente el
50% de los positivos entre una y otra prueba. La técnica de inmunodifusién
en gel de agar ofrece unos porcentajes de positividad notablemente mayores,
Ya que detecta un 79% de los casos positivos. Dentro de las técnicas que
cstos autores consideran con nivel aceptable para el diagnéstico de
Trichinella, se citan la hemaglutinaci6n indirecta, Ia inmunofluorescencia
indirecta, la microprecipitacién circunlarval y la técnica ELISA, con
fiabilidades del 86, 94, 98 y 100% respectivamente.

Finalmente queremos concretar las conclusiones que VAN KNAPEN
y colaboradores (1980, 1981 b, y 1984 a), obticnen en distintos trabajos
realizados en diferentes paises de la C.E.E., para comprobar la sensibilidad
y fiabilidad de la técnica ELISA frente a otros métodos serolégicos y
directos de diagnéstico en cerdo. En los dos primeros se comparan los
resultados obtenidos por la técnica ELISA frente a los obtenidos por
triquinoscopia, digestién e IFL, y en el de 1984, \inicamente frente a los dos
métodos directos de control. Las conclusiones extraidas fueron las
siguientes: :

- Las técnicas serol6gicas ofrecen como resultado un mayor
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porcentaje de posmv1dad que los métodos directos.

- En cerdos mfestados con escaso nimero de larvas, los

. métodos serolégicos se distancian ain mds de los directos en cuanto a
porcentaje de positividad se refiere. :

- Durante los primeros dfas de mfestac16n el método ELISA

“es el dnico capaz de detectarla o al menos el que mayor sensibilidad ofrece

para la deteccién de bajos niveles de antlcuerpos circulantes.

- La persistencia de los anticuerpos puede demostrarse con

'- ELISA durante mds tiempo que con IFIL.

- Una vez detectada la seroéonversién por IFI y ELISA, la

fiabilidad de ambas técnicas es semejante.

- Ei'método de micro-ELISA ofrece ain mayor sensibilidad

- que la misma prueba realizada en tubo (macro-ELISA).
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3.- MATERIAL Y METODOS

 3.1.- HOSPEDADORES. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

-~ Como animales de experimentacién hemos utilizado 12 cabritos (7
machos y 5 hembras), variedad majorera pertenecientes a la Agrupacion

Los animales prbcedi’an de un lote homogéneo de cabras lecheras que

" fueron sincronizadas mediante un tratamiento a base de progestativos

vehiculizados en esponjas vaginales.

Los animales fueron desparasitados con ivermectina a razén de 0,2

* mg/kg de peso a los 30 dias de su nacimiento.

"El estado clinico fue comprobado continuamente mediante la

 observaci6n de los animales y 1a correspondiente analitica de sangre y heces

hasta el comienzo de la experiencia, hecho que se produce cuando los

.animales contaban 2 meses de edad y un peso vivo medio de 10 kg.

3.2.- ALOJAMIENTO

‘ ‘Los animales se mantienten durante toda la experiencia en un
habitdculo especialmente preparado en las dependencias de la Facultad de
Veterinaria de Las Palmas de Gran Canaria, anulando, précticamente, los

riesgos de infecci6n o infestacion.

.- En todo momento se extreman las medidas higiénicas y de limpieza
“del hébitat de nuestros animales, quedando asf el alojamiento en adecuadas
condiciones para el desarrollo de la experiencia.
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3.3.- ALIMENTACION

Los animales fueron alimentados con lacto-reemplazante comercial.

La leche reconstituida se distribuy6 con tetina en dos tomas diarias hasta los

30 dfas de edad, y en una toma diaria hasta el destete a los 45 dfas.

A partir de los 15 dfas de edad dispusieron, ademds del lacto-
reemplazante, de pienso y paja picada ad libitum. Tras el destete y hasta el
sacrificio, los cabritos se alimentaron de la misma manera, suprimiendo el
lacto-reemplazante.

La composicién del pienso era: 50% maiz, 20% torta de soja, 25%
de salvado y 5% de corrector vitaminico-mineral. Este pienso aportaba 1
UFL/Kg, 120 g. PDI/Kg, 10 g. Ca/Kg, 4 g. P/Kgy 5 g. sal/Kg.

3.4.- PARASITOS

La experiencia se ha realizado utilizando como material infestante un
aislado sinantrépico de 7.spiralis, denominado "LASQ", obtenido de cerdo
doméstico en Ciudad Real y mantenido en ratén en laboratorio. Este
aislado, posefa conocidas caracteristicas y buen asentamiento en cuantos
animales se ha administrado. Ha sido tipificado segiin las normas de la
I.C.T. (International Comission on Trichinellosis), como T1 (POZIO e al. ,
1989).

Esta cepa fue mantenida en el laboratorio mediante pases en ratén
"Swiss NBC", que proporcionaron una concentracién suficiente de larvas
1 infestantes.

Las dosis administradas via oral en los primeros pases, mediante
intubacién, fueron de 500-600 larvas por rat6n, en una concentracién de 100
larvas por 0,15 cc., suministrando un volumen total de inéculo entre 0,75
y 0,90 cc.
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Pasadas 6 semanas de la infestacién y tras el sacrificio se procede a

la obtencién de su tejido muscular. -

» Con la trituracién de este tejido se obtiene una escasa y homogénea
.~ cantidad del mismo, que se somete a digestion artificial 4cido-pépsica, con
~ objeto de conocer la cantidad de larvas por gramo existentes en la
" musculatura del ratén. Tras comprobar que la parasitacién de todos los

ratones. es similar, se prepara como inéculo la cantidad de misculo

'necesaria para conseguir el niimero de larvas establecido.

3.5.- DOSIS INFESTANTE

- Una vez obtenido el inéculd a partir de tejido muscular parasitado
de ratones tipo Swiss NBC, se procedi al célculo de la cantidad del mismo

" necesaria para infestar a cada animal. Estableciéndose como dosis infestante

1000 larvas/Kg de p.v. Dicha dosis se disefia como intermedia entre la
disparidad de larvas/g de p.v. que la bibliografia aporta para las

" infestaciones experimentales. "Asi por ejemplo, MARTINEZ-GOMEZ

'(1974), sefiala como in6culo adecuado para carnivoros 6,5+0,5 larvas por
gramo (6.000-7.000 larvas/Kg de p.v.), mientras que TOMASVICOVA et

. (1991), en su trabajo experimental en ovino sefialan una administracion

de 107-212 larvas/g de p.v., lo que hace un total de 3.000 a 7.000 larvas

- por ovino adulto de 28-33,8 kg de peso vivo.

" 3.6.- MEDIOS INSTRUMENTALES

" 3.6.1.- MICROSCOPIA OPTICA

- _Microscopio estereoscépico NIKON SMZ-2 con sistema episcépico
y diascépico de viluminac}ién.
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-Microscopio estereoscépico NIKON SMZ-10 con fuente de luz fria
de iluminacién episcépica y ldmparas halégenas para iluminacién

diascépica.
-Microscopio de ultragrancampo NIKON-OPTIPHOT.

-Microscopio NIKON-OPTIPHOT de contraste interferencial de
Nomarsky.

Todos ellos con sistema automitico de fotografia NIKON-HFK-II.

3.6.2.- HISTOLOGICOS

-Procesador de tejidos SHANDON DUPLEX-PROCESSOR.
-Dispensador de parafina SELECTA DISPENSER 496,

-Microtomo LEITZ Mod. 1512.

-Bafio termostitico de recogida de cortes SELECTA Mod. 101932.

3.6.3.- ANALISIS Y OTROS MEDIOS DE LABORATORIO

-Balanza electrénica de precisién AND, Mod. FX-320.
-Estufa SELECTA Mod. 210.

-Agitador orbital BRAUN CERTOMAT-R.

-Cabina de incubacién BRAUN CERTOMAT-HK.
-Digestor artificial TRICHOMATIC 35. Type 10500

-Analizador hematol6gico semi-automatizado COULTER COUNTER
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CBCS.

- -Analizador autométlco de bioquimica HITACHI 717 (Boehringer
-Mannheim). '

-Arcén congelador -80°C. KOTERMANN Mod. 2621.

-Centnfuga refngerada JOUAN BR 3.11.

| 7‘-Microcent1"1‘fuga ALC.'Mod. 4204,

-Centrifuga ORTO Mo, TORNAX. |

' Centrifuga de eppendorf ALC micro CENTRIFUGETTE 4204,
§ -Cubeta de electroforesis S-60 A/N de ATOM. |

‘-Alimentador de electroforesis BIO-RAD ‘ 1000/500.

-Fotodensitémetro para electroforesis ATOM-434.

Placas micro-ELISA de poliestireno BIOREBA, INOTECH.

-Microlavador de placas TITERTEK MICROPLATE WASHER 120

Flow lab.

_ Lector de placas de ELISA BIO-TEK EIA.‘ READER, EL 307.

_ --Plpetas autométlcas -monocanales = de varios “volimenes
_ TRANSFERPE’ITE GILSON y MENARINI y multicanales

TITERTEK, MENARINI y EPPENDORF.
-Arcén congelador JOUAN VX-350. |

-Autoclave con microprocesador PENTA 30 L.
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-Peachimetro METEOR Mod. 996.

-Reactivos: Kitts de Laboratorios Boheringer Mannheim, Menarini
y Atom.

3.7.- DISENO EXPERIMENTAL

3.7.1.- INFESTACION

El tejido muscular infestado se suministré a los cabritos mediante

sonda esofdgica y tras un dfa de ayuno con objeto de facilitar el proceso de
infestacién.

3.7.2.- DESARROLLO DE LA EXPERIENCIA

Para el desarrollo experimental dividimos nuestro trabajo en tres
etapas o fases, para las que dispusimos los animales en diferentes lotes.

-12 Fase: INTESTINAL (dias 1-7 postinfestaci6n)
n° animales: 2 (lote n® 1)

objetivo: Estudio de la enfermedad en la fase intestinal del

parésito.
observacién clinica y toma de muestras (sangre): diaria

sacrificio: dias 5 y 7 postinfestacién.
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- =22 Fase EMIGRACION (dias 7-30 postinfestacion)
n® animales: 2 (lote n® 2)

objetivo: Estudio de 1a enfermedad en la fase de emigracion
de larvas 1’

. observacién ch’nicay toma de muestras (sangre): cada 3 dias

sacrificio: dfas 20’y 30 postinfestacién.

3% Fase: MUSCULAR (dias 30-90 postinfestacién)
| n° anirﬁales: 4'ﬂoie n° 3) ‘

objetivo: Estudio de la enfermedad en la fase muscular del

- pardsito (larva 1)
" observacién clinica y toma de mﬁ‘estras (sangre): semanal

sacrificio: dfas 45, 60 y 90 postinfestacién. Un animal de este
lote muri6 el dia 23 postinfestacién.

- "-Un 4° lote formado por dos animales se utilizé como lote testigo
durante toda la experiencia, realizdndose la observacién clinica, asf como
la toma de muestras con la misma periodicidad resefiada en las distintas

‘fases. El sacrificio de estos animales se ‘realiz6 los dias 20 y 90
postinfestacién, al objeto de disponer de testigos histopatolégicos una vez
superada la fase de emigracién y llegadas algunas larvas a miisculo (dfa 20
pi) y al final de la experiencia, momento en el que todo el daiio tisular
posible se ha debido. realizar.
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-Dos animales (lote n° 5) se utilizaron para comprobar la posibilidad
de un aumento en la respuesta orgdnica a la infestacién por Trichinella
cuando al animal se le provoca previamente una inmunosupresién, para ello,
a este lote durante los 4 dias previos a la infestacién se les adminstrs via
intramuscular 1 mg/dfa y animal de dexametasona. Uno de los animales fue
infestado y el otro no, siendo utilizado como control de este lote. Estos
animales se sacrificaron a los 90 dfas del comienzo de la experiencia,
realizindose la observacién clinica y toma de muestras durante toda la
experiencia y con la periodicidad descrita en las distintas fases.

3.8.- METODOS PARASITOLOGICOS

3.8.1.- ANALISIS COPROLOGICOS

Se utilizan métodos de enriquecimiento por concentracién de
elementos de diseminacién de pardsitos en heces, ratones y cabras. Su
objetivo fue el control de los mismos que, de alguna manera, pudieran
tergiversar la observacién de los cuadros patolégicos y de las tasas de

anticuerpos (por presencia de inmunidad inespecifica) a lo largo de toda la
experiencia.

3.8.2.- TRIQUINOSCOPIA

Este método directo se utiliza para evidenciar 1a parasitacién en
todos los animales de laboratorio utilizados para mantener la cepa de
Trichinella y obtener el inéculo para los cabritos, objeto de nuestro estudio.
También se usa para la observacién de la musculatura de los cabritos en las
fases musculares de la enfermedad.
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3.8.3.- DIGESTION ARTIFICIAL

_ Utiiizada a lo largo de toda nuestra expériencia para obtener larvas

"1 libres de sus quistes y proceder posteriormente a nuevos pases €n ratones

o ratas, al igual que para detectar la ‘concentracién larvaria en las ratas antes
de 1a infestacién de los cabritos y el grado de infestacién de los mismos en

" 1a fase muscular de la experiencia.

. Para determinar el grado de infestacién en los animales de nuestra

‘experiencia, inmediatamente después del sacrifico se toman muestras de

distintos musculos (musculatura cardiaca, lengua, maséteros, diafragma,

- intercostales, flexores y extensores) que COnservamos en glicerina para su

conservacién hasta el momento de su estudio.

- Para la realizacién de esta técnica  hemos utilizado el digestor
automatico TRICHOMATIC 35. Type 10500( N. Foss-Electric - Denmark),
que permite la digestién y separacién de las larvas de Trichinella en 10
minutos, este equipo estd basado en el método de digestién pépsica y

- presenta como ventaja respecto a los métodos tradicionales, su rapidez y
fiabilidad. (POLIDORI et al., 1988; KELNER y MATKY 1990).

Para cada preparacién de muestra son necesarios un filtro de

~ policarbonato transparente (14 ), un sobre de pepsina TM 35, una ampolla
"de solucién de 4cido clorhidrico (8,5%) y 400 ml. de agua. Después de la

digestién, la suspensién es filtrada, y el filtro examinado al microscopio,

. procediéndose al recuento-larvario. - :

3.9.- METODOS CLINICOS Y BIOPATOLOGICOS
3.9.1.- PARAMETROS CLINICOS -

Con la cronologia descrita en "Disefio experimental ", se procede a
la observaci6n clinica general de los animales.
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3.9.2.-DETERMINACIONES HEMATICAS Y BIOQUIMICA SERICA

Con la periodicidad descrita anteriormente se realiza la toma de
muestras mediante puncién en la vena yugular utilizando agujas y jeringas
desechables. De esta forma se extraen 10 ml. de sangre que dividimos de
la siguiente manera:

-2,5 ml se depositan en tubos de poliestireno con EDTA tripotdsico
como anticuagulante, estas muestras nos servirdn para el estudio de los
pardmetros hemdticos.

-7,5 ml se depositan en tubos de poliestireno con grénulos
incorporados (Serotub) para la separacion del suero, centrifugando durante
10 minutos a 3000 r.p.m., inmediatamente después de la obtencién de la
sangre. El suero asf obtenido se separa en partes alicuotas y es congelado

'a -80°C. hasta el momento de su utilizacién en Ia determinacién de la
bioquimica sérica asi como en el método ELISA.

DETERMINACIONES HEMATICAS

3.9.2.1.- RECUENTO DE ERITROCITOS

Se ha realizado utilizando la cdmara de‘Thoma y liquido isot6nico
(Isoton II) como diluyente. Los resultados se expresan en millones/pul.

3.9.2.2.- VALOR HEMATOCRITO

Este valor lo determinamos utilizando tubos capilares para
hematocrito y centrifugando en microcentrifuga especifica. Con la ayuda de
un lector, obtenemos los resultados que s€ expresan en tantos por ciento.
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' 3.9.2.3.- HEMOGLOBINA . -

La determinacién de este valor se ha realizado utilizando el contador

: hematoldgico Coulter Counter CBCS, empleando como reactivo hemolizante

y de Ciano-hemoglobina ZAP-OGLOBINA, que hemoliza rdpidamente los

‘hematies dejando los leucocitos y desprendiendo la hemoglobina. Mediante

E 'férmula:

~ ténica fotométrica este contador mide la Cianometahemoglobina formada.

Los resultados se expresan en gr/dl. de sangre.

3.9.2.4;- INDICES HEMATIMETRICOS DE WINTROBE

" Una vez obtenidos los pardmetros hemdticos, realizamos la

. determinacién de tres indices hematimétricos:

o ‘fVoiumén 'Corpgscular Medio (VCM), obtenido siguiendo la

Valor hematocrito x 10

VCM =
Recuento de eritrocitos (x 10%)

| ~ Este indice qiieda expresado en u° o femtolitros (fl).
_. _-‘Hemoglobiria Corpuscular Media (HCM), obtenida siguiendo la
férmula: , S :

" Cantidad de hemoglobina (g) x 10

HCM =
: Recuento de eritrocitos (x 10°)

S Esteindice queda expresado en picograinos (pg.)-
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-Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM),
obtenida siguiendo la férmula:

Cantidad de hemoglobina (g.) x 100

CHCM =
Valor hematocrito

Este indice queda expresado en g/dl.

3.9.2.5.- RECUENTO DE LEUCOCITOS
Para el recuento de gl6bulos blancos utilizamos el contador
hematolégico Coulter Counter CBCS, utilizando como liquido diluyente

solucién isoténica (Isoton II), Yy como reactivo hemolizante ZAP-
OGLOBINA. Los resultados se expresan en miles/ul.

3.9.2.6.- RECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

El recuento diferencial de leucocitos se hace sobre extensiones de
sangre utilizando el método de tincién Panéptico rédpido que emplea tres
soluciones preparadas comercialmente:

-Solucidn 1: solucién metilica de triarilmetano

-Solucién 2: solucién tamponada de xanteno

-Solucién 3: solucién tamponada de tiazina

Una vez seco el frotis sanguineo se introduce durante 8 segundos en
cada una de las soluciones consecutivamente, se lava con agua abundante
y queda listo para su examen.

Los resultados se expresan en tantos por ciento.
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BIOQUIMICA SERICA

Las determinaciones séncas las hemos realizado utlhzando el sistema

-automético Hitachi® 717 (Boehrmger Mannheim), empleando Kitts

comerciales de reactivos de los Laboratorios Boehringer Mannheim y
Menarini (para el Magnesm) '

Como calibrador y control de cahdad hemos utilizado el

o correspondiente para sistemas autométicos, Precinorm U y Precipath U
(Boehringer Mannheimm).

' 39.27 PROTEINAS TOTALES .

-Reactivos: HlCO Protemas totales (TP) compuesto por dos solucxones

1.- Reacuvo para blanco (NaOH 0 40 mol/l K-Na-tartrato: 64
.mmol/l). '

2.- Reactivo bviur‘et. (NaOH;'0,4,0 mol/l; K-‘Na-tarti'éto:O,64
mmol/1; KJ:61 mmol/l; sulfato de cobre:24,3 mmol/l).

-Fundamento: En solucién alcalina, las protemas forman con los iones de
cobre un complejo coloreado : :

Los -resultados se expresan»en g/dl.
3.9.2.8 - FRACCIONES rkomCAs

El estudlo de las dlferentes fracciones proteicas se realiza mediante

. electroforesis en acetato de celulosa y posterxor cuantificacién
_densitométrica. : :

~Reactivos: L
1.- Solucidén Tampén (Veronal sédxco 0,04 M-Dletllbarbxturato

- sédico 8,24 g/l ).
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2.- Colorante Negro Amido 10B (0,5 gr en 45 ml. de metanol +
45 ml. de agua + 10 ml. de 4cido acético).

3.- Decolorante Negro Amido 10B (47,5 ml. de metanol + 47,5 ml.
de agua + 5 ml. de 4cido acético).

4.- Solucién transparentadora A (870 ml. de metanol + 30 ml. de
ciclohexanona); B (4cido acético). En el momento de su uso se
mezclan las soluciones A y B en la proporcién 9:1.

-Método: Utilizamos el procedimiento de semimicroelectroforesis,
empleando com base para la emigracion tiras de "Cellogel" sobre puente de
8,5 cm. y un voltaje de 200 V. durante 35 minutos.

El procedimiento realizado se resume como sigue:
1.- Inmersién de las tiras en el tampén durante 15 min.
2.- Montaje de las tiras sobre el puente de electroforesis.

3.- Aplicaci6n de los sueros sobre las tiras de cellogel con aplicador
miiltiple SEMI-MICRO.

4.- Conexi6n a la corriente eléctrica en las condiciones ya expuestas.
5.- Coloracién con Negro Amido 10 B durante 10 min.

6.- Decoloracién efectuando 3-4 bafios bajo agitacién con solucién
decolorante.

7.- Deshidratacién en bafio de metanol durante 1 min.

8.- Trasparentado de las tiras con la mezcla trasparentadora durante
un maximo de 2 min. y extensién de las tiras sobre una placa de
vidrio, finalizando €l proceso a temperatura ambiente hasta una
trasparencia completa.
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. -Fundamento: . |

9.- Cuantificacién mediante fotodensitometria, evaluando tanto el
coeficiente Albimina-globulina como los porcentajes de cada una

- de las fracciones proteicas.

3.9.2.9.- GLUCOSA

~ _Reactivos: Gluco-quant’ Glucosa compuesto por dos.soluciones:

1.- Tampén fosfato: 70 mmol/1, pH 7,7; Mg?*: 4 mmol/l; ATP: 1,3
mmol/l; NADP: 1,3 mmol/l. :

2.- Ta:hpén fosfato: 70 mmol/l, pH 7,7; Mg**: 4 mrhbl/l; HK =
8,3 U/ml; G6P-DH = 15 U/ml. A

: HK
Glucosa + ATP

> G-6-P + ADP

o G6P - DH
G-6-P + NADP* —————> pgluconato-6-P + NADPH + H*

Las unidades se expresan en mg/dl.

3.9.2.10.- UREA
_Reactivos: Urea (BUN) compuesto por dos soluciones:

1.- Tampén Tris/succinato: 150 mmoV/1, pH 8,0; ADP: 1,5 mmol/l;
NADH: 0,23 mmol/]; GLDH = 0,70 U/ml; a-cetoglutarato: 13,8
mmol/l. ) : 3

2.- Tampén Tris/succinato: 150 mmol/l, pH 8,0; ADP: 1,5 mmbi/l;
ureasa = 35 U/ml..
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-Fundamento:

ureasa
Urea + H,0

> 2 NH; + CO,
GLDH

2 a-cetoglutarato + 2NH** + 2NADH > 2 L-glutamato + 2 NAD* + 2 H,0

Las unidades se expresan en mg/dl.

3.9.2.11.- LDH
-Reactivos: LDH opt. compuesto por dos soluciones:

1.- Tampé6n fosfato: 52 mmol/l, pH 7,5; NADH: 0,22 mmol/l.

2.- Tampén fosfato: 52 mmol/l, PH 7,5; piruvato: 3,64 mmol/l.

-Fundamento:

Piruvato + NADH + H* <==——====> lactato + NAD*

Los valores se expresan en U/l.

3.9.2.12.- CK
-Reactivos: CK NAC activado compuesto por dos soluciones:

1.- Tampén imidazol: 0,11 mol/l, pH 6,7; glucosa: 21,5 mmol/I;
acetato Mg: 11 mmol/l; EDTA: 2,15 mmol/l; ADP:2,5 mmol/i;
AMP: 6,1 mmol/l; diadenosinpentofosfato: 12 pmol/l; NADP: 2,5

mmol/l; N-acetilcistefna: 25 mmol/l; HK = 3,1 U/ml; G6P-DH >
1,8 U/ml.
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Creatinfosfato + ADP <

~ -Fundamento: -

2.- Creatinfosfato: 186 mmol/l; .tampén imidazol: 0,11 mol/l;
glucosa: 21,5 mmol/l; acetato Mg: 11 mmol/t; EDTA: 2,15 mmol/l.

-Fundamerito: o
R CK .

> creatina + ATl"

Glucosa + ATP < —> glucosa-6-P + ADP

G6P-DH. .

Glucosa-6-P + NADP* < > gluconato-6-P + NADPH + H*

Los valores se expresan en U/l

© 3.9.2.13.- AST -

-Reactivos: HiCo ASAT/AST/GOT compuesto por dos soluciones:

1.- Tampén Tris: 400 mmol/1, pH 7,8; L-aspartato: 1200 mmol/l;
NADH: 0,91.1_nmolll; MDH = 2,1 U/ml; LDH = 3,0 U/ml.

2. 'a-cetogllutarato: 75 r;imol/l.

.~ GOT . .
a-cetoglutarato + L-aspartato <==> L-glutamato + oxalacetato

MDH

oxalacetato + NADH + H* <: > L-malato + NAD*

‘Los valores se expresan en U/l
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3.9.2.14.- ALT
-Reactivos: HiCo ALAT/ALT/GPT compuesto por dos soluciones:

1.- Tampén Tris: 280 mmol/l, pH 7,3; L-alanina: 1400 mmol/l;
NADH: 0,53 mmoV/l; LDH > 3,5 U/ml.

2.- o-cetoglutarato: 94 mmol/I.

-Fundamento:
GPT
a-cetoglutarato + L-alanina <===> L-glutamato + piruvato

LDH
Piruvato + NADH + H* <=—=> lactato + NAD*

Los valores se expresan en U/l.

3.9.2.15.- FOSFATASA ALCALINA
-Reactivos: HiCo Fosfatasa alcalina opt. compuesto por dos soluciones:
1.- Tampén dietanolamina: 4',08 mol/l, pH 9,8;MgCl,: 2,04 mmol/l.

2.- Tamp6n dietanolamina: 1,02 mol/l, pH 9,8; MgCl,: 0,51
mmol/]; p-nitrofenilfosfato: 61 mmol/l.

-Fundamento:

fosfatasa alc.
p-nitrofenilfosfato + HO ———— 5 fosfato + p-nitrofenol

Los valores se expresan en U/l
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3.8.2.16.- BILIRRUBINA - :
-Reactivos: HiC.o Bilirrubina (f-BH,) compuesto por dos solucionés:
1.- Acido clofhfdrico:- 200 mmol/l; detergénte.
‘ ‘2.-}Sa1 de 2,5-dic10rofeni1diazonio: 6,0 mmol/l; 4cido clorhidrico:

200 mmol/l; detergente. :

. :Fundamento: La bilirrubina total s'e\ copula con ﬁn cdmpueéto diazonio a
la correspondiente ‘azobilirrubina. El detergente libera la bilirrubina
indirecta. : - .

 ‘Los valores se expresan en mg/dl. -

N .

3.8.2.17.- CREATININA

-Reactivos: .Creatin‘ina PAP (CREA) compuesto por dos soluciones:

. 1.- Tampén fosfato potdsico: 100 mmol/l, pH 7,9; ferrocianuro
-potdsico: 5 pmol/l; 2,4,6-tribromo-3-4cido hidroxibenzoico: 8,6
mmol/l; detergente: 0,3 %; 4-aminofenazona: 0,8 mmol/l; creatinasa
> 20 U/ml; sarcosina-oxidasa = 12 U/ml; peroxidasa = 1 U/ml;

ascorbato oxidasa > 10 U/L. | :
2.- Tampéxi'fosfat'o potéswo 20 mmol/1, pH 7,9; detergente: 0,3%;
creatinasa = 123 U/ml. . ‘

g -F\ind_amento_'; |

creatininasa -
> creatina

Creatinina + H,0

- , _ creatinasa . _
- Creatina + H0 ———> sarcosina + urea
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sarcosina-oxidasa

Sarcosina + H,0 + O, > glicina + HCHO + H,0,

peroxidasa

H,0, + deriv.fenélico + 4- aminofenazona >colorante rojo de benzoquinonimina

Los resultados se expresan en mg/dl.

3.9.2.18.- y-GT
-Reactivos: HiCo v-GT nuevo compuesto por dos soluciones:

1.- Tampén Tris: 492 mmol/], pH 8,25; glicilglicina:492 mmol/l.

2.- L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida: 17,7 mmol/I.

-Fundamento:

¥GT
L-'y-Glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida+glicina ——> L-y-glutamilglicilglicina + 5-amino-2-

nitrobenzoato
Los resultados se expresan en U/,

3.9.2.19.- CALCIO
-Reactivos: Calcio (Ca) compuesto por dos soluciones:
1.- 2-amino—2—metilpropanol-(1): 1,5 mol/1, pH 10,7.

2.- o-cresolftaleina-complexona: 0,18 mmol/1; 8-hidroxiquinolina:
13,8 mmol/l; 4cido clorhidrico: aprox. 60 mmol/].
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-Fundamento: En solucién alcalina, el Ca?* forma un complejo violeta con
o-cresolftalefna-complexona. '

Los 'rc:shltado’s se expresan en mg/dl.

3.9.2.20.- FOSFORO
~Reactivos: Fésforo inorgdnico (PHOS) compuesto por dos soluciones:

" 1.- Reactivo para blanco: 4cido sulfirico: 0,36 mol/l; cloruro sédico:
150 mmol/l; detergente. - '

- 2.-'.. Reactivo fosfato: ' Molibdato aménico: '3,5 mmol/l; 4cido
sulfdrico: 0,36 mol/1; cloruro sédico: 150 mmol/l. '

-Fﬁndamento: En solucién 4cida, el fosfato inorgﬁnico forma un complejo

de fosfomolibdato de amonio. -

Los resultados se expresan en mg/dl.

© 3.9.2.21.- HIERRO .

_Reactivos: Hiérro sin desproteinizacién (Fe) compuesto por dos soluciones:

 1.- Acetato s6dico: 170 mmol/l, pH 5,5; ‘detergentes/ﬁcido
ascorbico. | o

2.- FerroZine': 16 mmol/1.

-Fundamento: El Fe3+ es seﬁarado de la transferrina por medio de una

. mezcla de detergente en un medio pH ligeramente 4cido, y es reducido a
'Fe** con 4cido ascérbico. El Fe** forma un complejo de color con
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FerroZine".

Los resultados se expresan en pg/dl.

3.9.2.22.- SODIO, POTASIO y CLORO

El sistema de medicién es por potenciometria directa.

Los resultados se expresan en mEq/1.

3.9.2.23.- MAGNESIO

-Reactivos: Menagent Magnesio 60 s€g. compuesto por dos soluciones:

1.- Cromégeno: Calmégite: 0,35 mmol/l; EGTA, DMSO y
conservantes. .

2.- Tampén: Agentes coaligantes en un Tamipén a pPH 11,6 y
tensoactivos.

-Fundamento:
OH .
Calmagite + Mg**t —> complejo Mg** - Calmagite

Los resultados se expresan en mg/dl.
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" 3.9.3.-DETERMINACIONES EN ORINA

Dada la dificultad que la especie caprina presenta para la obtencién
de orina mediante sondaje, la toma de muestras se realizd mediante
cistocentesis en todos los animales en el momento del sacrificio.
Procediendo inmediatamente a su andlisis. .

-Densidad: Su determinacion se realizé utilizando un refractémetro.

El resto de las determinaciones se realizan mediante tiras reactivas

" Combur-9-para la deteccién de 9 pardmetros:

_-Leucocitos
Nitritos
-pH '
: ‘-Prbteinas
- -Glucosa
:-Cuefpos ceténicoé
-I:Jrobil‘inége;ﬁo‘-
Bilirrubina
,-S'angfe
a El examen,bmi-croscjépico dei sedimento urinario lo realizamos “en
fresco" previa centrifugacién de las muestras a 1500 r.p.m. durante 5 min.,

decantando €l sobrenadante y colocando una gota del sedimento entre un
porta y un cubreobjetos para su observacién microscopica.
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N

3.10.- METODOS HISTOPATOLOGICOS

3.10.1.-NECROPSIA

El sacrificio de los animales se realiza mediante inyeccién en la vena
yugular de Tiopental (Tiobarbital 1 g), tras lo cual se les practica necropsia
reglada y completa, observando macroscopicamente todos los 6rganos,
tejidos y aparatos. -

3.10.2.- TOMA DE MUESTRAS

Para el estudio estructural se toman muestras de 1 cc. de tamaiio (las
cuales se fijan en formaldehido al 10%), de distintos érganos (Intestino
delgado, Intestino grueso, Higado, Pulmén, Bazo, Giénglios linfiticos,
Rifién, Sistema nervioso central y Coraz6n) y miisculos (lengua, maseteros,
diafragma, intercostales, flexores y extensores). .

3.10.3.- METODOS PARA MICROSCOPIA OPTICA

Las muestras fijadas en formaldehido al 10% se incluyen en parafina
y se efectiian cortes histol6gicos en secciones de 2-3 pm. de grosor. Dichos

cortes se recogen en un bafio termostitico y se fijan al portaobjetos en
estufa a 60° C.

Para la tincién de dichos cortes se utiliza, basicamente, el método
de hematoxilina-eosina, acudiendo a técnicas m4s especificas, como P.A.S.
(Acido Periddico de Shiff), Tricrémico de Masson, Picrofuscina de Van
Giemsom, Azdn de Gomori o Azdn de Heidemheim para la determinacién
de alteraciones m4s concretas.
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' 3.5.- ESTUDIO INMUNOLOGICO

3.5.1. RECOGIDA DE MUESTRAS

‘A los animales de la experiencia, incluidos los controles y los

" inmunodeprimidos, se les extrajo sangre, segin cronologia expuesta en el

capitulo 3.7.2., parte de la cual fué desuerada con el objeto de ser utilizada

‘en un estudio serolégico complementario a la evolucién del proceso

patolégico experimentalmente inducido en los animales de estudio. Dicha
cronologfa incluye tomas de sangre los dias -7, -4, 0,1,2,3,4,5,6,7,

- 10, 13, 16, 20, 23, 26, 30, 37, 44, 51, 58, 65,-72, 75, 79 y 90 pi.

El estudio serolégico realizado para conocer la evolucién de los

anticuerpos anti-Trichinella durante el experimento se realiz6 mediante la

técnica inmunoe_nzimitica ELISA, que segiin la prictica totalidad de autores
(ver capitiulo 2.5.) se erige como la més id6nea y sensible para estudios
como el presente. '

© 3.5.2. TECNICA ELISA. REACTIVOS' |

TAMPON CARBONATO 0.1 M CON 0.02% DE AZIDA SODICA .

Na, CO;. 10HO .. ... A .28.6 8.
CNEN, + e N BRI 0.2g.

TH,Odestilada . .. ... iieaeeiee et ... C.5.P 1000 ml

Ajustar el pH'2 9.6 y conservar a 4°C.

BSA AL S

BSA: Seralbiimina bovina, Fraccién V (Sigma Chemical Company).

BSA ........ P B 1g.
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P.B.S. 0.01 M

NaCl ... 26.3 g.
Na, HPO, . 2H,0 . ...........cvun 4.1g.
NaH,PO, . 1H,0 . .................... .. ... . 0.956 g.
HOGdestilada . .......................... c.s.p 3000 ml.

Ajustar el pH a 7.2-7.3 y conservar a 4°C.
P.B.S.- TWEEN 20 (PBS-Tw20)

PBS.0OIM ... ... ................ ... .. 1000 ml.
TWEEN-20 ...... ... . i 0.5 ml.

TAMPON CITRATO-FOSFATO

Acidocftrico (1 H0) . ....................... .. .5.85¢g.
Na,HPO,.2H,0 ..................... ... .. 11.07 g.
HOdestilada . . ..................... .. .. c.s.p 1000 ml.

Ajustar el pH a 5 y conservar a 4°C.

SO, H, 3N
SO, Hyconcentrado . . .................... .. .. . 80 ml.
HOdestilada . . ....................... . . . c.s.p 500 ml.
ANTIGENOS

Hemos utilizado antigenos. larvarios brutos salinos, siguiendo las
pautas del grupo de trabajo sobre triquinelosis de la CEE (RUITENBERG
et al., 1976). El proceso de obtencidn es el siguiente:

- Obtencién de larvas musculares mediante digestion pépsica
estdndar, a partir de ratones infestados con la cepa LASO, de
caracteristicas biolégicas conocidas y ya comentadas.
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- Tamizado y seleccién de las larvas: las Jarvas obtenidas en el paso
anteriof se colocan en un aparato Baerman con solucién fisiolégica
a 37°C una hora, de tal forma que sélo las larvas infestantes y
activas logran atravesar la malla de gasa y legar al final del tubo de
goma pinzado. ‘ ' '

e Lavadd de las lafvas varias veces en PBS.

- Homogeneizacién con potter manual en tampdn carbonato con
‘azida sédica al 0.02% a 4°C, comprobando microscépicamente el
grado de trituracion. -

- Agitacién del homogeneizado durante 48 horas, siempre a 4°C.

- Centrifugaci6n a 45.000 g durante una hora a 4°C y recuperacién
- del sobrenadante, despreciando la fraccién insoluble.

’ - Valm-acién de 1a concentracién de proteinas mediante el método de
. Lowry. ' ' '

" Estos antigenos son congelados de forma fraccionada, para evitar

- descongelaciones 'y recongelaciones innecesarias, hasta el momento de su

uso a -80°C. -

INMUNOCONJUGADO ANTIESPECIE

, Inmunoglobulinas de conejoénti-IgG (Molécula completa) de cabra,
conjugadas con peroxidasa de rdbano picante (A-3540 de SIGMA

CHEMICAL Co.). , /

SUSTRATO

OPD: 1,2 - Fenilenediamina diclorhidrato (Dakopatts A/S, S2000) (Sigma

Chemical Company, No. P-1526)
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OPD ... 200 mg.
Tampén citrato-fosfato .. .............. ... .. . .. 100 ml.
H202 30 VOl .................................. 30 ﬂl.

Disolver la OPD en el citrato-fosfato no antes de una hora de su uso,
evitanto la luz y el contacto con metales. Afiadir el agua oxigenada
inmediatamente antes de su uso.

3.5.3. METODOLOGIA

Hemos empleado el método de micro-ELISA indirecto de dobles
anticuerpos, que describimos a continuacién:

Se utilizan placas de poliestireno de micro-ELISA, de 96 pocillos de
fondo plano y 350 ul de capacidad. En cada pocillo se depositan 100 ul de
antigeno a la concentracién adecuada, disuelto en buffer carbonato con
azida s6dica al 0.02 %. A continuacién las placas se someten a un periodo
de incubacién de 3 horas a 37°C, para permitir la adsorcién del antigeno a
las paredes del pocillo. Dicha incubacidn se establece como éptima tras la
unanimidad existente sobre el particular en trabajos anteriores
(NAVARRETE et al., 1989; SERRANO, 1991).

Tras este periodo el exceso de antigeno no fijado es arrastrado por
un lavador automético mediante una serie de tres lavados de 10 segundos
cada uno, con una solucién PBS-Tw20. A continuacién se realiza un cuarto
lavado de mayor duracién (60 segundos). Seguidamente las placas son
sacudidas enérgicamente sobre un papel de filtro para eliminar las gotitas
del liquido de lavado que puedan quedar en los pocillos.

Con objeto de tapizar perfectamente las zonas de los pocillos que no
han sido recubiertas por el antigeno y evitar asf posteriores adsorciones no
especificas de inmunoglobulinas u otras proteinas, se depositan
seguidamente 200 ul de BSA al 5% incubdndose las placas media hora a
37° C. Inmediatamente después se someten a un nuevo proceso de lavado,
idéntico al anterior.
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Las vplacas con el antigeno y postapizadas con BSA, se mantienen
a -80°C hasta el momento de su uso. Para ello se introducen en bolsas de

pléstico que son selladas herméticamente por calor.

o - U-na _vez’ déscongéladas las placas a temperatura ambiente, cada

pocillo es rellenado con 100 ul de suero a la dilucién deseada en

PBS-Tw20.

| Tras la incubacién a 37°C, durante 1/2 h., ‘la'placé es sometida a
un nuevo proceso de lavado con el objeto de eliminar los anticuerpos que
no han reaccionado con el antfgeno.

- | Séguidamente, se afiaden 100 ul de inmunoconjugado antiespecie por

”vp.ocillo, en nuestro caso la anti-IgG porcina conjugada con peroxidasa,

diluido en PBS-Tw20 a la concentracién idénea. La placa es de nuevo

" incubada media hora a 37°C, tras lo cual se realiza un tltimo proceso de

lavado, igual a los anteriores, para eliminar las inmunoglobulinas marcadas
que no hayan reaccionado con el complejo antigeno-anticuerpo.

o ’Terminado ‘éste, se afiaden 100 pl de 3ustrét6, elaborado como

" . méximo una hora antes de su uso dada la poca estabilidad del preparado. El
sustrato es incubado a temperatura ambiente en- una cdmara oscura,

frendndose la reaccion trascurrido este periodo de incubacién con 50 ul de
SO,H, 3N. ) '

La solucién de sustrato, prdcticamente incolora o con una ligera

. tonalidad amarillenta, en presencia de peroxidasa, se torna de color

anaranjado intenso o rojizo, con una intensidad proporcional a la cantidad

- de anticuerpos fijados al antigeno.

La lectura de la coloracién se realiza a simple vista, espécialmente

_ para detectar errores o coloraciones anormales. Posteriormente se realiza

'una lectura de la densidad 6ptica a 490 nm en un lector automético.

_ fara-comprbbar que todos los pasos de la técnica han sido realizados

" correctamente, es necesario reservar unos pocillos en cada placa para
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‘

realizar los siguientes controles:

- Control de sustrato: En una serie de pocillos no se depositan ningiin tipo
de suero ni conjugado, para comprobar la coloracién de fondo debida al
sustrato. En estos pocillos la coloracién es inapreciable a simple vista,
indicando lo contrario que el sustrato se encuentra en mal estado.

- Control del inmunoconjugado: Se realiza en una serie de pocillos sin suero
problema, siendo éste sustituido por PBS-Tw20 solamente. Este control nos
puede dar informacién sobre numerosos errores de procedimiento (procesos
de lavados inadecuados, reactivos en mal estado, etc.).

- Control positivo: Debido a la imposibilidad de utilizar sueros de cabra de
positividad contrastada frente a Trichinella, se utiliza como referencia una
mezcla de sueros de las cabras infestadas en nuestro experimento y
mantenidas hasta el final del mismo, etapa ésta en la que, teGricamente al
menos, el nivel de anticuerpos debe ser mayor.

- Controles negativos: Se utiliza una mezcla de sueros de los animales
experimentales, previamente a la administracién de] in6culo infestante. Al
igual que el control positivo, la repetitibilidad de su lectura garantiza la
correcta realizacién de la técnica.

3.5.4. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA

Con el objeto de determinar las condiciones en las que el método
ELISA proporciona los mejores resultados en nuestras condiciones
laboratoriales, conociendo que en ningiin caso la bibliograffa consultada
recoge la infestacién de cabras con el agente nosdgeno utilizado por
nosotros, hemos realizado varias experiencias, estudiando algunos factores,
como son las concentraciones de antigeno, suero e inmunoconjugado, asf
como el tiempo de incubacién del sustrato, dentro de los mérgenes usuales
utilizados con este tipo de técnicas (SANCHEZ, VIZCAINO y CAMBRA-
ALAVAREZ, 1987).
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Asf, énsayamos varias concentraciones de antigenos, oscilantes entre
1 y 20 pg/ml, concretamente 1, 5, 10 y 20 ug/ml, y de suero a diluciones

dobles a partir de 1:80 y hasta 1: 10240; igualmente la concentracion idénea -
_de conjugado fué comprobada ensayando las de 1:1000, 1:2500, 1:5000, .

1:10000, 1:15000 y 1:20000, a las que adicionamos las concentraciones de
1:8000 y 1:12000 en una segunda prueba. '

. Finalmente, el tiempo 6ptimo de parada de reaccién fué probado a
30¢ y posteriormente a 60°‘, no deteniendo por tanto la reaccién con
sulfirico y midiendo el valor de extincién, sélo en este caso, a 450 nm, con
lo que obtuvimos unos valores de DO menores en todos los casos, ya que
la adicién de sulfiirico incrementa, en su caso, el color de la reaccion.
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temperatura de todo el colectivo permaneci6 dentro de estos limites.

TEMPERATURA RECTAL

41

405/

ol NNN-
se.s||

38.6 gl

dpi

Bl controles SN intestado L-& I

Grifico 1: EVOLUCION DE LA TEMPERATURA EN EL ANIMAL PREVIAMENTE
TRATADO CON DEXAMETASONA E INFESTADO (LOTE 5) Y TEMPERATURAS
MEDIAS EN LOS ANIMALES CONTROL A LO LARGO DE LA EXPERIENCIA.

Es a partir del dia 10 pi cuando observamos las primeras
variaciones, concretamente el animal infestado del lote 5 alcanza los 40,5
°C, llegando a los 40,8 °C en el dia 13 pi. Entre los dfas 16 y 20 pi hay
un ligero incremento de la T2 que afecta a todo el colectivo y que alcanza
los 39,9 °C de media, llegando algiin animal a los 40,4 °C el dia 20 pi,
momento a partir del cual no se observa ninguna elevacién por encima de
los 39,5 °C, salvo el animal infestado del lote 5 que permanece con una
temperatua elevada y que alcanza los 40,5 °C los dias 30 y 37 pi,
descendiendo paulatinamente a partir de este dfa y alcanzando temperaturas
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4.1.- SINTOMAS

. El cuadro clinico observado a lo largd de nuestra experiencia ha sido

" leve, para la mayoria de animales que componen el colectivo experimental.

Entie los dias 9 y 12 postinfestacién (pi), observamos la aparicion
de un proceso anoréxico que afecta al 100% de animales infestados.

~ Sobre los dfas 14-15 pi, algunos animales de nuestro colectivo
(33%), presentaron un proceso diarreico, viéndose también afectado un

" animal del lote testigo. Andlisis coprolégicos demostraron la presencia de

ooquistes de Eimeria spp., por lo que decidimos el tratamiento de todos los
animales con Amprol 20% a razén de 0,5 g/kg de peso, durante 5 dias via
oral. Tras este tratamiento la diarrea desaparece en los animales afectados,

~excepto en uno .de ellos que continué .con diarrea persistente y
empeoramiento en su estado general con fiebre, conjuntivitis, exudados

nasales y oculares, anorexia y pérdida de peso. Este animal empeord

. progresivamente y ante una muerte inminente lo sacrificamos el dia 23 pi.

~ Otro animal que presentd una acusada sintomatologfa fue el infestado

d_él lote ‘5 (tratado con dexametasona), que ademds del proceso diarreico

antes mencionado, presenté, a partir del dia 11 pi, un cuadro de

 conjuntivitis con abundante exudado seromucoso. En dfas sucesivos continu6

acompafiado - de exudado nasal mucoso (Fig. 40), disnea, tos y cierta

“intolerancia al ejercicio, manteniéndose en estas condiciones hasta el final

de la experiencia.

" El proceso de éonjuntiviﬁs con abundante exudédo Seromucoso

: apareCié también en otro animal del grupo experimental sobre el dia 27 pi
y continu6 hasta los 90 dias postinfestacién (dpi). '

‘Los pardmetros clinicos observados fueron temperatura, frecuencia
respiratoria y frecuencia cardiaca. ‘ '

~ - Con :éspecto a la temperatura, antes de la infestacién nuestro grupo

-de animales present6 un temperatura rectal entre 38,2 y 39,3 °C. -
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similares a las obtenidas previa inoculaci6n, al final de la experiehcia.

. Los animales que integran el lote testigo, al igual que el del lote 5
-y no infestado, mantienen durante toda la experiencia una temperatura que

- oscila entre los 38 y 39,5 °C. En el gréfico 1 aparecen los valores medios
"de temperatura obtenidos a lo largo de la experiencia en el lote testigo ast
como en el animal previamente tratado con dexametasona e infestado (lote

5).

v En relaci6n a la frecuencia respiratoria los valores normales en
cabras adultas se sitdan entre los 25 y 35 resp/min, siendo mds alta esta
frecuencia en animales jévenes que en adultos (SMITH, 1990). En nuestro
colectivo experimental encontramos antes de la infestacién - frecuencias
comprendidas entre 32 y 52 resp/min. L

~ _ No encontramos variaciones significativas durante los diez primeros

dfas de la experiencia: Es a partir del dfa 13 pi cuando observamos alguna
alteracién, concretamente en el animal del lote 5 e infestado evidenciamos
una ligera taquipnea que alcanza 56 resp/min. Esta misma frecuencia fue
observada en dos animales del lote 3 entre los 16 y 30 dpi. Pero el
incremento més significativo se produce en el animal del lote 5 e infestado,
a partir de los 44 dpi, con una frecuencia de 76 resp/min en ese dia,
llegando a alcanzar 124 resp/min a los 58 dpi, y manteniendo frecuencias
superiores a las 75 resp/min hasta el final de la experiencia.

El resto de animales infestados, no muestra variaciones tan elevadas
aunque destacamos. las obtenidas sobre el dfa 51 pi, con 71 resp/min de
media. A partir de este momento y hasta el final de la experiencia los
valores se mantienen préximos a las 50 resp/min. - :

‘ En los animales que componen el lote testigo la frecuencia
respiratoria oscil6 entre las 32-44 resp/min. ‘
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En el grifico 2 se muestran las frecuencias respiratorias registradas
a lo largo de la experiencia en el lote control, en el infestado del lote 5 , asi
como en el animal del lote 3 sacrificado a los 90 dpi.

FRECUENCIA RESPIRATORIA

resp/min

[+] 0 13 30 44 51 58 72 20
dpi

El controies Infestado L-3 infestado L-6

Grifico 2: FRECUENCIAS RESPIRATORIAS EN 10S ANIMALES CONTROL,
INMUNODEPRIMIDO E INFESTADO Y EN EL INFESTADO SACRIFICADOA LOS 90 dpi.

La frecuencia cardiaca en cabras adultas oscila entre 70 y 90
lat/min (SMITH, 1990). Antes de la infestaci6n, establecemos en nuestro
colectivo un rango fisiolégico ligeramente superior debido a la edad de
nuestos animales y comprendido entre 100 y 144 lat/min.

Los animales testigo mantuvieron durante toda la experiencia una
frecuencia cardiaca comprendida entre 84 y 130 lat/min.
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~ En algunos de los animales del colectivo experimental, se observaron
en algunas fases de la experiencia frecuencias mds altas que las que éstos
presentaban antes de la infestacién. Este hecho fue observado en dos
animales, que entre los dias 30y 51 pi, mostraron una frecuencia cardfaca
elevada hasta en 22 y 36 lat/min respectivamente, de 142 y 124 lat/min el
dia 0 a 164 y 160 lat/min en estos dfas. A partir de este momento y hasta
los 90 dpi, en el ltimo animal sacrificado, observamos una disminucién
progresiva en la frecuencia cardiaca hasta alcanzar valores incluso
ligeramente inferiores.a los que tenia al comienzo de la experiencia.

FRECUENCIA CARDIACA

lat/min -

7 7 7 777
o 80 387 44 61 &8 656 72 70 .90
’ dpi .

Grifico 3: 'EVOLUCION DE LA FRECUENCIA CARDIACA EN EL ANIMAL
SACRIFICADOA LOS 90 dpi. LA ZONA PUNTEADA REFLEJA EL RANGO DE VALORES
_ FISIOLOGICOS. .

No todos los animales infestados muestran estas alteraciones,
concretamente €l tercer animal integrante del lote 3 presentd una frecuencia
cardiaca practicamente constante hasta los 45 dpi en que es sacrificado, esto

109

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004




RESULTADOS

mismo fue observado en el animal del lote 5 e infestado que presentdé una
frecuencia cardiaca muy constante durante el proceso experimental.,

En el grifico 3 se refleja la evolucién de la frecuencia cardfaca en

el animal infestado del lote 3 y sacrificado a los 90 dpi.

4.2.- PARAMETROS HEMATICOS

4.2.1.- RECUENTO DE ERITROCITOS

La bibliografia consultada en nuestra revisién muestra una gran
variacién en los niveles fisiolégicos de eritrocitos en cabras, indicando los
-distrintos autores valores comprendidos entre 8 Yy 20 millones/ul,
(CASTRO, et al. 1977, EDJTEHADI, 1978; SCHAILM, ez al. 1981 y
FERNANDEZ DEL PALACIO, 1987). De estos autores quien hace
referencia a cabras de edad similar a las de nuestro colectivo experimental
es EDJTEHADI (1978), quien establece el limite fisiolégico en cabras de
2-6 meses de edad entre 15,7 y 20,9 millones/gl.

En nuestro trabajo, antes de la infestacién, los valores se situaron
entre 15 y 18 millones/gl.

A lo largo de la experiencia hemos observado una tendencia a la
disminucién de estos niveles y que comenzamos a detectar a los 5 dpi. En
este momento, uno de los animales integrantes del lote 1 y sacrificado ese
dia mostré 13 millones/ul de hematies, cuando desde antes de la infestacién
y hasta los 3 dpi su nivel de eritrocitos era de 16 millones/ul y ligeramente
inferior a los 4 dpi con un nivel de 15 millones/pul.

En el otro animal integrante de este lote, 1a reduccién la observamos
a los 6-7 dpi, cuando el nivel de hematies fue de 14,1-14,5 millones/ul,
siendo en este animal el nivel eritrocitario desde el comienzo y hasta los 5
dpi cercano a los 16 millones/pl.
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o A los 7 dpi, momento en el que comenzamos.el .control a los
animales que integran el lote 2, es manifiesta la'disminuci6n de eritrocitos

. observada en uno de estos animales, ya que en este dia mostraba un cifra .

de 13,5 millones/ul, cuando en este animal el nivel de eritrocitos antes de
la infestacién fue de 15,5 millones/ul. En dias sucesivos y hasta los 20 dpi,
la reduccién eritrocitaria continué-de forma progresiva y asf el nivel de
" hematies fue de 12,5 millones/ul a los 10 dpi, 11 millones/pl a los 13 dpi

~ y en torno a los 10,5 millones a los 16-20 dpi. En el gréfico 4 se representa
la evolucién de eritrocitos que comentamos en este animal. :

Igualmente hemos observado reducciones en la cifra de eritrocitos
en el otro animal integrante del lote 2. Este, antes de la infestacion
" mostraba una tasa de eritrocitos de 17 millones/p], mantuvo este nivel hasta
los 13 dpi y a partir de los 16 dpi, comenzd a descender, siendo en este dia
de 16 millones/ul. A los 26-30 dpi, el nivel fue de 14,1 millones/pl. .

A los 30 dpi, también en las cabras que integran el lote 3 la tasa de
eritrocitos fue sensiblemente inferior al nivel eritrocitario que estos animales
mostraron al comienzo de la experiencia. Asi, en una de -estas cabras la
- cifra inicial fue de-18 millones/ul, y a los 30 dpi, el nivel eritrocitario fue
de 12,7 millones/ul. Importantes disminuciones se observaron también este
dia en los otros dos animales de este lote; en ellos, antes de la infestacién
‘la cifra de eritrocitos fue de 17 y 15,4 millones/ul respectivamente, siendo
a los 30 dpi esta cifra de. 14 y 11,4 millones/pl. '

En dfas sucesivos y a lo largo de esta iltima fase experimental los
" valores sufren un ligero incremento, pero no alcanzan en ningiin mormento
niveles préximos a los que detectamos al comienzo. Asi, la cifra que estos
animales mostraron en el momento de su sacrificio fue de 15,5 millones/ul
a los 45 dpi; 14,8 millones/ul a los 60 dpi y 13 millones/pul a los 90 dpi. En
el gréfico 4 queda reflejada la evoluci6n de este pardmetro a lo largo de la
- experiencia en este tltimo animal.

Por otra parte, en el animal inféstado del lote 5, el nivel mds bajo
fue detectado a los 23 .y 58 dpi con 15,4 millones/ul de hematies, cuando
.al comienzo el nivel fue de 17,6 millones/pl. :
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En el lote control, durante toda la experiencia, la tasa se mantuvo
entre 13,3 y 15,2 millones/ul de hematies. Los valores de eritrocitos de este
lote quedan igualmente reflejados en el gréfico 4.

ERITROCITOS

millones/yl

" 18

0 7 % 13120 30 87 44 8 6 85 72 79 80
dpl

sacr. 20 dpl sacr.90dpi N controIeTI

Grifico 4: RECUENTO DE ERITROCITOS A LO LARGO DE LA EXPERIENCIA EN LOS

ANIMALES SACRIFICADOS A LOS 20 Y 90 dpi, ASI COMO EN LOS ANIMALES
CONTROL.

4.2.2.- VALOR HEMATOCRITO

La evolucién que hemos observado en nuestra experiencia para el
valor hematocrito es paralela a la encontrada para los niveles de eritrocitos.

Al comienzo, los valores quedaron comprendidos entre el 30% y el
37%, estas cifras coinciden con las expresadas por EDJTEHADI (1978),
como fisiolégicas en cabras de 2-6 meses de edad Y que establece entre el
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30,5% y e 39,6%.

: Igual que comentamos en el caso de los eritrocitos, la primera
" reduccién fue observada a los’5 dpi. El animal sacrificado este dia mostraba
un hematocrito del 27%, siendo inferior este valor respecto al del comienzo,
en un 5%. - ' :

A los 7 dpi, el hematocrito descendi6 un 4% (de 34% a 30% y de
' 32% a 28% respectivamente en el animal sacrificado a los 7 dpi y en uno
del lote 2). En este iltimo, igual que ocurri6é con los eritrocitos, el
hematocrito descendié progresivamente hasta los 20 dpi alcanzando el 22%
ese dfa. ' ‘ '

En el otro animal integrante del lote 2 el descenso fue paulatino
siendo la disminucién mds acusada sobre los 26-30 dpi, con una minoracién
de un 6% con respecto al valor inicial (de 35% a 29%).

~ A los 30 dpi, la reduccién de hematocrito en el lote 3 se fij6 entre
un 6% y un 11% (de 35% a 29%, de 37% a 26% y de 35% a 26%,
A respectivamente en los animales sacrificados a los 45, 60 y 90 dpi).

A partir de los 30 dpi, y siguiendo la tendencia observada con los
glégulos rojos, el hematocrito experimenté ligeras -€levaciones, pero sin
‘alcanzar los valores obtenidos antes de la infestacién. Asi, en estos
animales, a los 45 dpi el hematocrito fue del 33%; a los 60 dpi fue del 30%
y del 29% a los 90 dpi.

En el animal infestado del lote 5, también observamos una ligera

‘reduccion que llegé a ser del 4% alos 23y 58 dpi (de 33% a 29%).

_En el lote control el hematocrito fue mds constante, quedando
- comprendido entre el 30% y el 33%, sin embargo, en uno de los animales
“no infestados y sin continuidad en el tiempo el hematocrito llegé a ser del
27%, lo que representé un descenso de un 3%.
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En el gréfico S se reflejan el valor hematocrito de los animales
sacrificados a los 20 y 90 dpi.

HEMATOCRITO

45

18"

'OLLL
0 7 0 13 8 20 230 37 44 5 88 s
dpi

72 719 90

sacr. 20 dpi X sacr. 90 api '

Grifico 5: VALOR HEMATOCRITO EN LOS ANIMALES SACRIFICADOS A LOS 20 Y 90

dpi. LA ZONA PUNTEADA REFLAJA LOS LIMITES FISIOLOGICOS EN NUESTRA
EXPERIENCIA.

4.2.3.- HEMOGLOBINA

Con respecto a la hemoglobina, hemos observado Ia misma tendencia
que en los pardmetros anteriormente descritos.

Al comienzo de la experiencia los valores estuvieron comprendidos
entre 8,4 y 10,6 g/dl, lo que los sitija dentro del rango fisiol6gico 7,5-11,5
g/dl, segiin EDJTEHADI, 1978).
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Las reducciones son minimas durante las primeras etapas,
suponiendo una minoracién de 0,5-1,5 g/dl en algunos animales a los 5-7
Cdpi. -

HEMOGLO_BINA

g/l

T2z T Z Iz
Z va P A A A S S 4 Vo  a  av o

4'<
O 7 % 13 % 20 30 37 44 61 65 65 72 79 90
) T dpl .

M sacr. 20 dpi sacr. 90 dpl. I

- " Gréfico 6: NIVELES DE HEMOGLOBINA EN LOS ANIMALES SACRIFICADOS A LOS 20
"~ Y 90 dpi. LA ZONA PUNTEADA REFLEJA LOS LIMITES FISIOLOGICOS EN NUESTRA

EXPERIENCIA.

. -~ Sin embirgo, la méS-impdrtantg fue detectada a los 16 dpi en el que
un animal del lote 2 tuvo ese dfa un valor de 6 g/dl lo que supone una
- reduccién de 3 g/dl con respecto al valor inicial. '

. También importantes reducciones fueron observadas a los 30 dpi, en
el que la hemoglobina descendié entre 1,5y 2,9 g/dl (de 9,7 g/dl a 8,2
-g/dl, de 10,6 g/dl a 7,7 g/dl 'y de 9,1 a 7,2 g/dl respectivamente en los
animales integrantes del lote 3. A partir de ese dia los valores aumentaron

- pero sin alcanzar los obtenidos antes de la infestacién.
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En el lote control la cantidad de hemoglobina estuvo comprendida
mayoritariamente entre 8 y 9,2 g/dl, salvo en uno de los testigo en el que
la hemoglobina llegé a ser de 7,6 g/dl sobre los 30 dpi, lo que supuso un
descenso de 1,2 g/dl con respecto al valor observado antes de la infestacién
en este mismo animal.

En el grifico 6 se refleja la evolucién de hemoglobina en los
animales sacrificados a los 20 y 90 dpi. ~

4.2.4.- INDICES HEMATIMETRICOS DE WINTROBE

Durante toda la experiencia ninguno de los indices hematimétricos
experimenta variaciones significativas con respecto a los valores obtenidos
antes de la infestacién.

Asi, el volumen corpuscular medio (VCM) oscil6 entre 19 y 21 43
lo que concuerda con los valores indicados por los autores consultados
(15,5-24,5 4°, EDJTEHADI, 1978).

Para la hemoglobina corpuscular media (HCM) los limites
fisiolégicos estdn comprendidos entre 5,25y 6,5 pz (EDJTEHADI, 1978),

siendo los valores hallados por nosotros antes y durante la experiencia entre
5,8y 6,9 pg. '

Finalmente, la concentracién de hemoglobina corpuscular media
(CHCM) oscilé durante toda la experiencia entre 25,8 y 32 g/dl, muy
cercanos por tanto, a los valores fisiolégicos expresados en la bibliografia

que hace referencia a cabras jévenes (26,3 y 32,4 g/dl, EDJTEHADI,
1978). ' :

4.2.5.- RECUENTO TOTAL DE LEUCOCITOS

El limite fisiolégico que la mayorfa de autores consultados citan,
queda establecido entre 4.000 y 14.000 leucocitos/ul (CASTRO, et al.
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1977, SCHAIM e al. 1981 y FERNANDEZ DEL PALACIO 1987).

Por otra parte, EDJTEHADI (1978), en referencia a cabras de 2-3

‘meses de edad, lo establece en 19.750 + 2.570 leucocitos/ul. En nuestro .

trabajo, los niveles de leucocitos circulantes que las cabras muestran antes
de la infestaci6n osc1lan entre 9.800 y 24 400/ul, el valor medlo fue de
16.200/pl. -

~ A partir de estos valores hemos observado algunas vanacxones en
ciertas fases de la experiencia que comentaremos refiriéndonos a valores
~ medios, debido a que en los animales que componen nuestro colectivo
hemos. observado la misma tendencia al aumento o a la disminuci6n
coincidiendo en el tiempo, por esto, al hablar de valores medios reflejamos
a tendencxa observada en el colectivo respecto a este paré.mentro

Durante la fase intestinal, observamos un aumento progreswo de
estos niveles, pues partiendo de unos valores medios de 13.820 leucocitos/pul
 antes de la infestacién , se alcanza el dfa 7 pi, un nivel medio de 18.233
' leucocnos/ pl, en los tres animales mfestados que fueron.controlados ese dfa.

En el desarrollo de la s1gu1entc fase de emigracién larvaria nos
encoriramos con una disminucién progresiva del nimero de leucocitos que
alcanzan el dfa 13 pi un nivel medio de 10.600 leucocitos/ul, para aumentar
de nuevo llegando a los 19.000 leucocitos/u1 a los 26 dpi, momento a partir
del cual y hasta los 65 dpi, los niveles se estabilizan pr6x1mos a los 16.000
leucocitos/ul. :

.. Entre los- 72 y 90 dpi, los valores son 51m11ares alos obtemdos antes
de la mfestacuin

: Por su parte, los animales’ testxgo muestran en todo momento valores
o comprendldos entre 10 100 y 13 400 leucocitos/pl.

: Enel gréﬁco 7 se muestran los valores: medlos obtenidos en este
- parémetro La zona punteada refleja los valores obtenidos en el lote testigo.
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RECUENTO TOTAL DE LEUCOCITOS

VALORES MEDIOS

X 10.000/u
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Grifico 7: NIVELES MEDIOS DE LEUCOCITOS. LA ZONA PUNTEADA REFLEJA LOS
VALORES FISIOLOGICOS EN NUESTRA EXPERIENCIA.

4.2.6.- RECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

A lo largo de nuestra experiencia, hemos observado una gran
variabilidad en cuanto a los porcentajes de neutréfilos segmentados y de
linfocitos tanto en animales infestados como en los testigo.

Asf, en los animales no infestados el porcentaje de neutréfilos oscila
entre el 30%-67%, y el de linfocitos éntre el 33%-60%, valores proximos
a los referidos en la bibliografia consultada (30%-51% de neutréfilos y
35%-70% de linfocitos, CASTRO, er al. 1977; EDJTEHADI, 1978;
SCHALM, et al. 1981 y FERNANDEZ DEL PALACIO, 1987).
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'FiECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

NIVELES MEDIOS
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Grifico 8: VALORES MEDIOS DE NEUTROFILOS, LINFOCITOS Y BEOSINOFILOS

. En el colectivo de animales infestados, los valores son similares a
los obtenidos en los controles, oscilando entre el 38%-71% los neutréfilos
'y entre el 31%-65% los linfocitos, sin variaciones “individuales que
‘representen continuidad en el tiempo y por lo tanto podamos atribuir algin
significado. fisiopatolégico. .

Para eosindfilos, baséfilos y monocitos los valores fisiolégicos en la
cabra estdn comprendidos entre el 0%-8% en el caso de los eosinéfilos,
hasta el 4% los monocitos y hasta el 2% los baséfilos (CASTRO, et al.
- 1977; EDJTEHADI, 1978; SCHALM, et al. 1981 y FERNANDEZ DEL

PALACIO, 1987). . - ' ,
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En nuestra experiencia, con respecto a los eosindfilos, los animales
muestran al comienzo de la misma, niveles comprendidos entre 0 y4%.

Sobre los 20 dpi estos niveles se incrementan ligeramente,

detectdndose valores medios del 8% entre los 20 y 30 dpi, llegando en un
animal a observarse un 12% a los 20 dpi y un 17% a los 30 dpi, sin
embargo, el nivel medio es del 10% el dia 37 pi, aunque es en este
momento cuando hallamos el valor més alto en un animal que presentaba el
20% de eosindfilos. Desde este dfa y hasta el final de la experiencia los
niveles se mantienen entre el 7 y el 9%. .

En los animales control el porcentaje de eosinéfilos oscilé entre el
Oyel4%. s

Los niveles de monocitos detectados en la fase experimental de
nuestro trabajo, no muestran diferencias apreciables, oscilando el porcentaje
entre €l 0 y el 4% sobre el total de leucocitos.

Los baséfilos estdn ausentes durante toda nuestra -experiencia.

En el grifico 8 aparecen los valores medios obtenidos en nuestra
experiencia para neutréfilos, linfocitos y eosinéfilos.

4.3.- BIOQUIMICA SERICA

4.3.1.- PROTEINAS TOTALES

Los resultados obtenidos de proteinas séricas no mostraron
variaciones sensibles durante el desarrollo de la experiencia, oscilando los
niveles proteicos entre 5,16 y 7,46 g/dl, dentro siempre del rango
fisiolégico (4,7-8,2 g/dl, KANEKO, 1980; FERNANDEZ DEL
PALACIO, 1987 y LAVIN e al. 1989).
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. 4.3.2.- FRACCIONES PROTEICAS

- Hallamos las siguientés fracciohes electroforéticas: albiiminas, o, 8;,
. B,y y-globulinas.

~ Las: proporéiones relativas de albiminas obtenidas antes -de la
~ infestaci6n estuvieron comprendidas entre 44,1% y 55,5%.

 Enla bibliograﬁ’a consultada,- se reflejan valores similares, quedando
el rango fisiolégico comprendido entre 43 y 57% ( KANEKO, 1980;
FERNANDEZ DEL PALACIO, 1987 y LAVIN et al. 1989).

Durante ¢l desarrollo experimental observamos un descenso en el
porcentaje de albyiminas entre los 20 y 51 dpi. Esto lo observamos en todo
el colectivo de animales infestados aunque no con la misma intensidad en

 todos ellos, y asf por ejemplo, el dia 20 pi, la albimina descendié entre un
minimo de 1,7% (del 47% al 45,3%), y un mdximo del 13% (de 54,6% a
 41%), en el animal infestado perterneciente al lote 5.

o Sobre el dfa 30 pi el descenso es mds acusado, encontrando un
minimo de un 6% en dos animales, y siendo el méximo observado en ese
dfa, de un 15,8% en el animal del lote 5. En ese momento, la albimina era
- de un 38,8% en ese animal.

En dfas posteriores ain encontramos niveles de albimina inferiores,
~ con valores medios del 40%, siendo entre los 37 y 51 dpi, cuando hallamos
los niveles m4s bajos. Asi, a los 37 dpi, el valor de albimina mds bajo fue
 del 35,3%, lo que supuso en ese animal una minoracién del 12%; el dia 44
" pi el nivel mds bajo lo alcanz6 el animal- del lote 5, con un 33,9% de
albimina, lo que representa un 16% menos de albimina que al comienzo
de 1a»experienc'ia; el dia 51 pi otro animal del lote 3 mostraba un 38,5% de
albimina, lo que equivale a un 16,9% menos que antes de la infestacion.

" A partir del dfa 51 pi y hasta el final de la experiencia los valores

~ paulatinamente van alcanzando niveles similares a los que existian al
* comienzo del proceso experimental.
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La fraccién a-globulina mostré unos porcentajes previos a la
infestacién comprendidos entre 6,6% y 11,7%. Los niveles fisiol6gicos
expresados por los autores consultados nos los ofrecen comprendidos entre
6,5% y 11% ( KANEKO, 1980; FERNANDEZ DEL PALACIO, 1987 y
LAVIN et al. 1989). En nuestra experiencia, hay una tendencia general al
mantenimiento de estos valores, si bien en un animal existieron ligeros
aumentos sobre los 51-65 dpi con porcentajes de 17% y 14,8%
respectivamente en estos dias, lo que supuso un incremento de un 10,4% y
un 8,2%. Esta observacién no se hizo extensiva al resto del colectivo.

Respecto a la fraccién B,-globulina, obtuvimos, previamente a la
infestacién, unos porcentajes comprendidos entre 9,1 y 12,8% respecto a las
- proteinas séricas totales, similares a los valores fisiolégicos descritos en la

bibliografia consultada (KANEKO, 1980 y FERNANDEZ DEL
PALACIO, 1987). .

A lo largo de la experiencia hemos observado un ligero incremento
de los niveles de esta fraccién globulinica, que comenzamos a evidenciar

sobre los 7 dpi. En este momento la media en animales infestados es de
12,7%.

En dias sucesivos hay un leve pero continuo incremento y a los 20
dpi el nivel medio de esta fraccién es de 15,3%, lo que supone incrementos
individuales entre 1,8% y 7,6% respecto al valor que estos animales
presentaban antes de la infestacién. El incremento méximo fue observado
a los 30 dpi, en el que dos animales mostraban un 16,6%.

A partir de los 65 dpi los valores descienden a niveles préximos a
los detectados antes de la infestacién y experimentan una ligera subida
(13,5%) en los dltimos controles de la experiencia.

La fraccién B,-globulina antes de la infestacién mostré unos
porcentajes entre 5,1% y 9,4% que también se incluyen dentro del rango
fisiol6gico (4,6-9,3% , KANEKO, 1980 y FERNANDEZ DEL PALACIO,
1987), y se mantienen dentro de estos limites durante el desarrollo
experimental.
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" FRACCIONES PROTEICAS
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Grifico 9: EVOLUCION DE LAS FRACCIONES ALFA, BETA 1 Y GAMMAGLOBULINAS

DURANTE LA EXPERIENCIA. NIVELES MEDIOS.

Coh'réspecto a la fraccién v-globulina, la bibliograffa consultada

 ofrece unos valores bastante dispares, sefialando algunos autores unos

porcentajes situados entre 14% y 46% (KANEKO, 1980), mientras otros
establecen unos valores medios en cabras jévenes de 28% (LAVIN, e al.

1989; FERNANDEZ DEL PALACIO, 1987).

" Previamente a la infestacién el porcentaje de v-globulinas oscilé
entre 21% y 28,3%. En lineas generales no observamos una clara tendencia
a la variacién de esta fraccién globulinica, si bien, en el animal que
'habfamos tratado con dexametasona, detectamos a partir de los 44 dpi un
sensible aumento de la fracci6n y-gloubulina con un 42,2% y disminuyendo

progresivamente alcanza valores fisiol6gicos al final de la experiencia.
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La evolucién de las fracciones proteicas «, 8, y y-globulinas aparece
reflejada en el grdfico 9.

Anterior a la infestacién obtuvimos un cociente albiimina/globulina
que oscilé entre 0,78-1,24 similar a los sefialados por los autores
consultados (0,6-1,26 KANEKO, 1980). En este pardmetro obtenemos una
sensible reduccién, coincidiendo con los animales que experimentan
hipoalbuminemia. Asi, entre los 20 y 51 dpi el rango medio observado para
el cociente albimina/globulina se situ6 entre 0,67 y 0,76.

Los descensos médximos individuales observados fueron de 0,34 (de
0,88 a 0,54) observados sobre los 37 dpi en un animal sacrificado a los 45
dpi; 0,56 (de 1,24 a 0,68) también a los 37 dpi en un animal sacrificado a
los 60 dpi y 0,59 (de 1,24 a 0,68) a los 51 dpi en el animal sacrificado a
los 90 dpi.-

4.3.3.- GLUCOSA

, Segiin los distintos autores consultados, los niveles de glucosa en la
cabra se sitian entre 42 y 75 mg/dl (KANEKO, 1980; FERNANDEZ DEL
PALACIO, 1987; LAVIN, et al. 1989).

En nuestra experiencia, antes de la infestacién, hallamos una
glucemia en torno a los 56-83 mg/dl.

Durante el desarrollo experimental los valores medios se situaron
entre 62 y 80 mg/dl, es decir, se presentaron sin ninguna variacién a lo
largo del periodo.

4.3.4.- UREA

Antes de la infestacién los valores de urea se sitdan entre 14 y 43
mg/dl, quedando situados dentro de los limites fisiolégicos expresados por
otros autores (10-45 mg/dl,, KANEKO, 1980; FERNANDEZ DEL
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PALACIO, 1987; LAVIN et al. 1989).

. 'Desde los primeros dias postinfestacién estos valores aumentan
" notablemente en los animales infestados alcanzando los niveles mds altos a
los 3 y 7 dpi, en los que obtenemos valores medios de 56,5 y 58 mg/dl
respectivamente, llegando un animal a alcanzar 67 mg/dl en estos dias.

. A partir de los 10 dpi los mveles decrecen y se sitian los valores
medlos entre 23 y 36,5 mg/dl, manteniéndose hasta los 72 dias en que
observamos una ligera elevacién, comprendida entre 41 y 49 mg/dl y

‘mantenida hasta los 90 dpi. :

UREA

VALORES MEDIOS

mg/di

. §
|
L\
& B\

Grifico 10: NIVELES MEDIOS DE UREA (mg/d])

En los ammales control los mveles de urea estuvieron comprendldos
s1empre entre 26 y 34 mg/dl
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Los niveles medios de urea a lo largo del proceso experimental
quedan reflejados en el grafico 10.

4.3.5.- LDH

Los valores de actividad enzim4tica sérica de la LDH en cabras, se
extienden, segiin los diferentes autores, en un amplio rango de 226 a 578
U/1 (CASTRO et al., 1977; LAVIN et al., 1989); existiendo, asimismo,
cierta discrepancia sobre la influencia de la edad, raza, y sexo (RUIZ et al.,
1990), en la actividad de esta enzima.

Antes de la infestacion los valores que obtenemos se sitian entre 467
y 771 U/l, siendo el valor medio de 604 U/l, por lo tanto son, ligeramente
superiores a los expresados por los distintos autores. ~

A partir de los 16 dpi observamos un notable incremento en la
actividad sérica de esta enzima que en ese momento no afecta a todo el
colectivo de animales infestados, ya que sélo detectamos este aumento en
un animal del lote 2 que ese dfa muestra un valor de LDH de 641 U/, lo
que supone un incremento con respecto del valor al comienzo de 141 U/l.
Esta cifra continia aumentando en dfas sucesivos y a los 26 dpi el nivel fue
de 876 U/l y de 891 U/l a los 30 dpi, momento en el que este animal es
sacrificado. A los 30 dpi, es claro el aumento en la actividad sérica de esta
enzima en otros dos animales alcanzdndose valores de 890 y 991 U/l de
LDH, lo que representa un incremento con respecto al valor antes de la
infestacién de 390 y 524 U/l respectivamente. ‘

En estos animales a partir de los 37 dpi, comenzamos a observar una
disminuci6n en los niveles, permaneciendo hasta el momento €n que son
sacrificados, ligeramente superiores a los observados al comienzo de la
experiencia. Otro animal del lote 3 tuvo un claro aumento, aunque sin llegar
a los niveles antes comentados, alcanzando el m4ximo valor el dia 65 pi con
un incremento en ese momento de 195 U/l (de 548 U/l a 743 U/L),
permaneciendo por encima de las 650 U/l hasta el final de Ia experiencia.
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#

K ~Los animales control mostraron valores comprendidos entre 328 y
518U/ - - S

- En el gréfico 11 estdn representados lbs niveles de esta enzima en
el animal del lote 3; sacrificado a los 60 dpi, asf como los niveles
_enzimdticos en el lote control. '

LDH

un .
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- Gréfico 11: NIVELES DE LDH (U/) EN EL ANIMAL DEL LOTE 3 SACRIFICADOA LOS
~ - 60 dpi. Y NIVELES DE LDH EN EL LOTE CONTROL.

4.3.6.- CK
. ‘Hay una gran va.riécién en los niveles de CK en el suero de nuestra
-~ especie hospedadora, asi, mientras se expresan niveles normales de 0,8-8,9

. U/l (KANEKO, 1980), otros autores establecen los limites fisiolégicos

entre 75.y 194 U/1 (LAVIN, 1989) .
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En nuestro estudio hallamos, previamente a la infestacién, unos
valores comprendidos entre 160 y 338 U/L. A lo largo de la experiencia no
hemos observado variaciones significativas de estos niveles, ya que la
actividad sérica de la CK permaneci6 en niveles similares a los que los
animales mostraron antes del comienzo de la experiencia.

3.4.7.- AST

El rango fisiolgico en la actividad de la aspartato aminotransferasa
varia significativamente dependiendo de los autores consultados, Asi,
mientras para algunos el limite fisiolégico se sitia entre 13 y 37 U/l
(KANEKO, 1980), otros autores establecen un margen mucho mds amplio
entre 17 y 192 U/l (RAVIART, 1987). LAVIN et al. (1989), en cabras
jévenes lo establece entre 56 y 158 U/1, con un valor medio de 71,6 U/I.

Los valores que nosotros obtenemos antes de la infestacién son muy
similares a los expresados por LAVIN et ql. » ya que quedan comprendidos
entre 67 y 153 U/l. - .

Durante la expreriencia son escasas las variaciones que observamos
en este pardmetro, no obstante, constatamos un aumento a los 26-30 dpi,
aunque no en el 100% de animales infestados, ya que fue detectado en un
animal del lote 2 y dos animales del lote 3. Este incremento registrado
supuso una elevacién entre 37 y 45 U/ con respecto a los valores que estos
animales tenian al comienzo.

3.4.8.- ALT

Al igual que ocurre con la actividad sérica de otras enzimas, existe
segin los distintos autores un amplio margen en los niveles de ALT. Asi,
algunos sitian su rango fisiolégico entre 0 y 82 U/l (KANEKO, 1980;
FERNANDEZ DEL PALACIO, 1987, RAVIART, 1987). En referencia
a cabras jévenes, LAVIN ez al. (1989) establecen el margen entre 10 y 30
U/1, con un valor medio de 14,2 U/I.
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Los valores que hemos obtenido antes de la infestacién se sitian
. entre 3 y 18 U/l, no observando ninguna vanacuSn durante el desarrollo
experimental. :

3.4.9.- FOSFATASA ALCALINA

Al igual que lo expresado con otros pardmetros, los niveles séncos
de actividad de fosfatasa alcalina varfan considerablemente segiin los autores
- consultados, coincidiendo éstos en la gran variabilidad existente entre razas
e incluso entre individuos de una misma raza. Asf, los limites fisiol6gicos
se sitdan, segiin los distintos autores, entre 54 y 1.041 U/l (KANEKO,
1980; BOGIN, et al., 1981; KRAMER y CARTHEW, 1985,
FERNANDEZ DEL PALACIO 1987 y LAVIN, ez al. 1989).

Esta misma vanablhdad la detectamos nosotros en nuestro colectivo
experimental antes de la infestacién, obteniendo niveles séricos de actividad
fosfatasa alcalma entre 135 y 963 U/l

, Debldo a la existencia de méxgenes tan alejados, ‘para la descripcion
de la evoluci6n que sufre esta enzima en nuestra experiencia adoptaremos
- el criterio de hacerlo individualmente, resaltando s6lo aquellos casos que
nos aporten una mejor idea de sus alteracmnes

Durante los 7 primeros dias postinfestacién, observamos en uno de
los animales una sensible reduccién en los niveles de fosfatasa alcalina, ya
que antes de la infestacién presentaba 963 U/l y el dfa 7 pi, 416 U/l. El

“animal sacrificado el dia 5 pi no mostré alteracién en los niveles de esta
enzima estando el valor entre 123 y 135 U/l

_ Por el contrario, en el resto de animales que componen nuestro
- grupo-experimental observamos una tendencia generalizada al aumento en
~ los niveles séricos de fosfatasa alcalina con respecto a los niveles que estos
mismos ammales mostraban antes de la mfestac16n

El pnmer incremento lo detectamos en uno de los animales del lote
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2, que a los 7-10 dpi casi duplica el valor inicial de la enzima, ya que al
comienzo fue de 315 U/l y ascendi6 a 590 y 566 U/1. En dias posteriores
descendi6 llegando a niveles de 293 U/l a los 16-20 dpi, volviéndose a
incrementar en dias sucesivos.

Asi el dia 26 pi encontramos un aumento considerable en el nivel
sérico de esta enzima con un nivel de 925 U/l, alcanzando el valor de 1121
U/1 a los 30 dpi en que fue sacrificado. :

FOSFATASA ALCALINA
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Grifico 12: NIVELES DE FOSFATASA ALCALINA EN LOS ANIMALES SACRIFICADOS
A LOS30Y 60 dpi.

A los 37 dfas del inicio de la experiencia, el nivel es superior al
inicial en los tres animales que componen el lote 3, con aumentos de 318,
94 y 272 U/l respectivamente en los animales sacrificados a los 45,60y 90

dpi. Ese dia el valor de la fosfatasa alcalina en esos animales fue de 633,
492 y 527 U/l.
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Estos valores continan en aumento y el dfa 44 pi alcanzan niveles
de 813, 861 y 539 U/l respectivamente. A partir del dfa 51 pi hay un ligero
descenso pero continuando casi el doble-del valor inicial hasta los 60 y 90
dpi en los que los animales fueron sacrificados.

. . :Duranteﬂ toda la experiencia los animales control mostraron unos
niveles comprendidos entre 361 y 487 U/l.

En el grifico 12 aparecen los niveles de fosfatasa alcalina en los
animales sacrificados los dias 30 y 60 pi.

© 4.3.10.- POTASIO |

, Observamos, antes de la infestacién, unos niveles que oscilan entre

3,62 y 6,11 mEq/l de potasio sérico, los cuales, coinciden con los

establecidos como fisiolégicos por otros autores, que los sitian entre 3,2 y

6,7 mEq/1 (CASTRO, et al. 1977; KANEKO, 1980; FERNANDEZ DEL
- PALACIO, 1987 y LAVIN, et al. 1989). o ‘

o “Estos resultados han permanecido practicamente estables durante la
" experiencia y sélo- destacamos la disminucién de estos niveles observada en
2 animiales, no coincidiendo en el momento de su presentacién.

" Asf, a los 26 dpi en un animal del lote 2 el nivel sérico de potasio
fue de 2,6 mEq/l, lo que supone la mitad del valor que este animal mostré
al inicio de 1a experiencia y durante el desarrollo de la misma. A los 44 dpi
otro animal del lote 3 present6 un nivel de 3,22 mEq/l, lo que representa
- 0,82 mEq/l menos que antes de la infestacién. ‘

A En los .animales testigo, los niveles de potasio permanecen
_comprendidos entre 3,7 y 5,4 mEq/l, a lo largo de la experiencia.
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4.3.11.- HIERRO

Los niveles fisiol6gicos de hierro en suero de cabras oscilan entre 94

y 214 ug/dl (KANEKO, 1980 y BIAGI, et al. 1987). Anteriormente a la

infestacién observamos en nuestro colectivo experimental niveles séricos de
hierro comprendidos entre 84 y 167 pg/dl, con un valor medio de 120
pg/dl

A lo largo de la experiencia, hemos observado una disminucién en
estos niveles en el 100% de animales infestados. Esta disminucién se hace
patente a partir de los 7 dpi, en el que observamos una media de 76 pug/dl
(64-94 pg/dl). Entre los 13 y 26 dpi los niveles continian ain m4s bajos,
siendo los valores medios de 49,5 ug/dl a los 13 dpi, 52 ug/dl a los 20 dpi
y 81 ug/dl a los 26 dpi.

A partir de los 30 dpi, estos valores aumentan, con niveles
ligeramente superiores, en todos los animales infestados, que los detectados
antes de la infestacion, oscilando estos niveles medios hasta el final de la
experiencia entre 138 y 200 ug/dl.

De todos los animales infestados es el del lote 5, en el que
observamos de forma mds importante esta disminucién, que comienza a
manifestarse desde los primeros dfas, siendo el nivel a los 7 dpi de 10
pg/dl. Entre los 13 y 30 dpi este nivel se mantiene de 30 a 45 pg/dly a
partir de los 44 dpi, obsevamos un aumento, manteniéndose entre 98 y 158
pg/dl, hasta el final de la experiencia.

En el lote control el nivel se estableci6 entre 117 y 217 pg/dl.
En el gréfico 13, se muestran los niveles de hierro sérico observados

en nuestro experimento en los animales infestados (valores medios), en el
tratado con dexametasona e infestado y en el lote control.
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Gréfico 13: NIVELES DE HIERRO SERICO A LO LARGODE LA EXPERIENCIA.
. Ufl.(mfundo lote 5), infestados v.m. (valores medios) y controles v.m. (valores medios).

4.3.12.- OTROS PARAMETROS BIOQUIMICOS

. 4.3.12.1.- SODIO

_ Previamente a la infestacién detectamos unos niveles comprendidos
entre 138 y 149 mEq/l, siendo los valores normales referidos por los
“autores consultados de 139-155 mEq/1 (CASTRO, et al. 1977, KANEKO,
1980; FERNANDEZ DEL PALACIO, 1987 y LAVIN, et al. 1989).

" Durante todo el desarrollo experimental no encontramos ninguna
variaci6n en los niveles séricos de sodio. o
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\»

4.3.12.2.- CLORO

Los niveles normales de cloro sérico se sitiian entre 105-121 mEgq/1
(CASTRO, er al. 1977; KANEKO, 1980 y BIAGI, et al. 1987). En

nuestro experimento, antes de la infestacién el nivel de cloro oscilé entre

93 y 107 mEgq/l, permaneciendo estable durante todo el proceso
experimental.

4.3.12.3.- MAGNESIO

Con respecto a los niveles de magnesio sérico tampoco hemos
observado ninguna alteracién durante el desarrollo de nuestro experimento.
Los niveles quedan comprendidos entre 1,7y 2,5 mg/dl, coincidiendo estos
valores con los expresados por otros autores (CASTRO, er al. 1977;

KANEKO, 1980; BIAGI, et ql. 1987 y FERNANDEZ DEL PALACIO,
1987).

4.3.12.4.- CALCIO

Los niveles de calcio sérico dados como fisiolégicos por los autores
consultados se sitdan entre 7,2 y 11,7 mg/dl (KANEKO, 1980; BIAGI, e:
al. 1987, FERNANDEZ DEL PALACIO, 1987 y LAVIN, et al. 1989).

Los obtenidos por nosotros, previamente a la infestacién, quedan
comprendidos entre 8,8 y 11,2 mg/dl. Estos valores premanecieron
précticamente constantes durante toda la experiencia.

4.3.12.5.- FOSFORO

Los valores que los autores consultados establecen como normales
para el f6sforo inorgénico en suero de cabras, oscilan normalmente en un
rango comprendido entre 4,10 y 10,99 mg/dl (KANEKO, 1980; BIAGI,
et al. 1987, FERNANDEZ DEL PALACIO, 1987 y LAVIN, et al. 1989).
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- . En nuestra experiencia, previamente a la infestacién, obtuvimos unos

niveles de fésforo comprendidos entre 4,30 y 11,98 mg/dl, permaneciendo
sin variaciones significativas durante el experimento. '

| 4.3.1'2.6.} +-GT (GAMMA GLUTAMIL mAstERAsA) |

- . Antes dela infestaci6n el nivel sérico de esta enzima oscil6 entre 23
y 47.U/1, siendo el valor medio de 31 U/L. A lo largo de los 90 dias ha

- permanecido dentro de estas limites que son similares a los expresados por

otros autores como fisiol6gicos para la cabra (32 U/l, KANEKO, 1980 y
26—43 u/l, LAVIN et al., 1989) .

| 43.12.7.- CREATININA

" El nivel de creatinina sérica no ha sufrido ningin incremento durante
el experimento, ajustdndose a los valores obtenidos al comienzo del mismo
y que se situaron entre 0,32 y O, 99 mg/dl, siendo éstos ligeramente
‘inferiores a los expresados por la mayoria de autores como valores normales
(1-1,8 mg/dl, CASTRO et al., 1977; KANEKO, 1980; LAVIN et al.,
1989) : S

' 43.12.8- BILIRRUBINA TOTAL -~

~.~ Los valores ﬁsiblégicos de bilirrubina sérica en lé especie caprina
_ pueden oscilar entre 0-0,69 mg/dl (CASTRO e al., 1977; KANEKO, 1980
y FERNANDEZ DEL PALACIO et al., 1991).

En las cabras objeto de nuestro estudio antes de la infestacién los
: valores se snuaron entre 0,10 y 0,23 mg/dl.

_ A lo largo de la expenencm hemos detectado ligeras elevaciones con
. 1especto a estos valores afectando a distintos animales y siempre de forma
. aislada, no superando en ningiin caso 0,5 mg/dl.
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4.4.- ANALITICA EN ORINA

En referencia al andlisis tanto fisico-qufmico como microscépico de
la orina de los animales que componen nuestro colectivo experimental, y
dado que s6lo pudimos disponer de una muestra por animal, recogida en el
momento de su sacrificio, no podremos comparar los resultados obtenidos
con los que pudieran tener antes de la infestacién.

Con respecto a la densidad urinaria ésta oscilé entre 1.027
y 1.070.

El pH oscil6 entre 7 y 9.

En todo momento hubo ausencia de leucocitos, hematfes,
hemoglobina, nitritos, glucosa, cuerpos ceténicos y bilirrubina, igualmente,
la tasa de urobilinégeno fue normal en todas las muestras.

Con respecto a las proteinas, éstas estuvieron ausentes en todas Ias
muestras, salvo en la procedente del animal del lote 3, sacrificado a los 90
dpi. La proteinuria detectada en este animal alcanzé 500 mg/dl.

El estudio microscépico del sedimento urinario, demostré la ausencia
de elementos celulares o de otra naturaleza, excepto en el animal que
mostré proteinuria en el que se detectaron algunos cilindros epiteliales.
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4.5.- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO -

4.5.1.- APARATO DIGESTIVO

Desde los primeros difas postinfestacién, macroscpicamente, el
aparato dlgesuvo, presenta un aspecto hiperémico (Fig. 1y 4), acompaiiado
en algunas ocasiones de abundante secrecién mucosa, junto con un aumento
de tamafio de las placas de Peyer, aumento que, si bien es ligero a los 5 y
8 dpi, resulta mds manifiesto a partir de los 20 dp1 y hasta los 30 dpi,
llega.ndo a ser intenso hasta el final de la experiéncia.

' MicroScépicamente, a nivel intestinal, encontramos en los dias 5 y
8 pi un proceso de enteritis catarral descamativa (Fig. 2), que se mantiene
hasta los 23 dpi (Fig. 3), coincidiendo su desaparicién a los 30 dpi, con la
aparicién de un proceso de enteritis crénica hiperpldsica (Fig. 6).

. Histopatolégicamente, a nivel de placas de Peyer, se presenta desde
‘el 5° dpi un proceso hipertréfico (Fig. 5), junto con procesos de
reticulohistiocitosis y linfocitolisis, hechos que observamos de forma
moderada hasta los 30 dp1 y de forma muy intensa desde el dia 45 pi hasta
el final de la expenencxa _

A nivel de capa muscular, en lo referente a procesos vasculares,
observamos hlperemla y edema, muy intensos durante los primeros dias de
" la experiencia y en disminucién paulatina hasta los 45 dpi, (Fig. 13),

desaparec1endo a partir de los 60 dpi.

» Los procesos de miofibrolisis y rmosms sxmple aparecen de forma
_muy ligera a los 45 dpi y se mantienen con la misma intensidad hasta el
final de la experiencia (Fig. 14).

, El animal infestado del lote 5, presenta a los 90 dpi una enteritis
. crénica hiperpldsica. En placas de Peyer se observa igualmente un proceso
- hipertréfico junto a reticulohistiocitosis y linfocitolisis.
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Fig. 1.- Enteritis catarral con hipertrofia de ganglios linfiticos mesentéricos (5 dpi).
Fig. 2.- Enteritis descamativa (250 x) (5 dpi).

Fig. 3.- Enteritis catarral (250 x) (23 dpi).

Fig. 4.- Enteritis catarral generalizada. Enteritis necrético hemorrégica de ileon (8 dpi).

Fig. S.- Enteritis catarral en ileon. Hipertrofia de placas de Peyer (20 dpi).

Fig. 6.- Enteritis crénico hiperplésica (180 x) (44 dpi).
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4.5.2.- TEJIDO MUSCULAR ESQUELETICO

~ A partir de muestras tomadas de diafragma, maseteros, lengua,
intercostales, flexores y extensores, encontramos desde los 5 dpi, una
intensa reaccién vascular representada por fenémenos de hiperemia y
~ edema. Estos procesos se mantienen de forma intensa a los 8 dpi y
" comienzan a disminuir en intensidad a los 20 dpi, apareciendo de forma
muy ligera a los 30 y 45 dpi, momento a partir del cual desaparecen.

. “Un proceso de degeneracién zenkeriana comienza a evidenciarse de
forma ligera a los 20 dpi (Fig.7), continuando con poca intensidad hasta los
30 dpi, momento que coincide con la aparicién de lisis miofibrilar.
Degeneraci6n zenkeriana y miofibrolisis estdn presentes de forma moderada

" alos 45 dpi, y son muy intensos a los 60 y 90 dpi (Fig. 10 y 11).

Las reacciones inflamatorias generalizadas que constituyen un cuadro
de miositis simple se observan de forma poco intensa desde los 20 a los 30
dpi, siendo el proceso de intensidad media a los 45 dpi, y ya muy intenso
a los 60 y 90 dpi. .

Las reacciones inflamatorias localizadas, constituyendo procesos

* granulomatosos, comienzan con poca intensidad a los 30 dpi y estdn

presentes hasta el final de la experiencia de forma muy intensa. (Fig. 8, 9

y 10). Cabe destacar la presencia de quistes parasitarios intrafibrilares desde

los 20 dpi, que si bien son poco numerosos hasta los 30 dpi, aumentan

~ -considerablemente a partir del dia 45 pi, estando presentes ya de forma muy
intensa en los dfas 60 y 90 pi (Fig. 8 y 9).

'En el animal infestado del lote 5 los hallazgos se corresponden con
las observaciones realizadas en los animales sacrificados los dias 60 y 90 pi,
siendo muy intensos, por tanto, los procesos de degeneraci6én zenkeriana,

" miofibrolisis, miositis simple, asi como, la presencia de granulomas.

| Finalmente sefialar que en este animal asf como, en el sacrificado a
los 90 dpi, se observé macroscépicamente en diafragma zonas blanquecinas
de miodegeneracién (Fig. 12). -
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Fig. 7.- Musculatura esquelética. Miodegeneracién (350 x) (20 dpi).”
Fig. 8.- Lengua. Quistes parasitarios junto a reaccién granulomatosa (250x) (44 dpi).

Fig. 9.- Musculatura esquelética.

Quistes parasitarios junto a reaccién granulomatosa (180 x)
(90 dpi).

Fig. 10.- Musculatura esquelética. Degeneracién zenkeriana.

Presencia de granulomas
parasitarios (180 x) (90 dpi).

Fig. 11.- Musculatura esquelética. Miofibrolisis (180 x) (90 dpi).
Fig. 12.- Diafragma. Zonas blanquecinas de miodegeneracién (90 dpi).
Fig. 13.- Musculatura lisa intestinal. Edema interfascicular (250 x) (45 dpi).

Fig. 14.- Musculatura lisa. Miositis tras extravasacién de elementos formes (180 x) (90 dpi).
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# .
4.5.3.- MUSCULATURA CARDIACA '

En musculatura cardiaca se observan procesos de hiperemia intensos
y edema interfascicular desde el dia 5 pi. A los 20 y 30 dpi se mantienen

"en niveles medios (Fig. 15), y a los 45 dpi aparecen de forma escasa.

Desde el 5° dpi es observada una reaccién inflamatoria o miocarditis
simple, fenémeno que aumenta progresivamente hasta los 20 6 23 dpi (Fig.
16), en los que alcanza una gran intensidad. A partir de los 30 dpi, este
proceso tiende a remitir apareciendo sélo muy levemente en el animal
sacrificado a los 45 dpi. :

Cdmo fenémeno jcontrapuesto, es a partir de los 30 dpi cuando
comienzan a evidenciarse granulomas miocdrdicos (Fig. 17), que si bien son

~ escasos hasta los 45 dpi, aumentan a los 60 y 90 dpi (Fig. 18). .

En el animal infestado del lote S, se observa un proceso de
mioca;ditis gmnulomatoéa de gran intensidad (Fig. 20).

'4.5.4.-HIGADO

A nivel hepitico, observamos desde los primeros dias postinfestacién
trastornos vasculares generalizados en forma de estasis centrolobulillar,
proceso que alcanza su méximo grado en los dias 20 y 23 pi y aunque con
menor intensidad, se mantiene hasta el final de la experiencia.

Se observa también uh proceso de degeneracion glucogénica
evidenciable desde el dfa 5 pi y que permanece hasta el dia 90 pi (Fig. 24).

As{ mismo, observamos una reacci6n inflamatoria generalizada que

- constituye un cuadro de hepatitis simple celular, proceso que alcanza una

gran intensidad a los 30 dpi y se matiene hasta el dia 90 pi.

Cabe también destacar, la existencia .de pequefios granulomas
distribuidos por el parénquima hepitico evidenciables en escaso nimero a

~ los 45 dpi (Fig. 23), y de forma mds intensa a los 90 dpi (Fig. 25).
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Fig. 15.- Corazén. Hiperemia en musculatura cardiaca (180 x) (20 dpi).
Fig. 16.- Corazén. Miocarditis simple celular (250 x) (23 dpi).
Fig. 17.- Corazén. Granuloma miocdrdico (250 x) (30 dpi). .

Fig. 18.- Corazén. Miocarditis granulomatosa (180 x) (90 dpi).

Fig. 19.- Corazén. Atrofia serosa. Miodegeneracién miocdrdica en borde apical (45 dpi).

Fig. 20.- Corazén. Miocarditis granulomatosa (180 x) (90 dpi).

Fig. 21.- Higado. Degeneracién hepitica. Tumefaccién turbia (8 dpi).

Fig. 22.- Higado. Hemorragia subcapsular con zona de degeneracién. Replecién de vesicular
biliar (23 dpi).

Fig. 23.- Higado. Granulomas hepdticos (250 x) (45 dpi).
Fig. 24.- Higado. Degeneracién glucogénica (350 x) (90 dpi).

Fig. 25.- Higado. Granulomas hepdticos (250 x) (90 dpi).
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 4.5.5.-RINON |
. Las alteraciones encontradas a nivel renal afectan tanto al sistema
tubular como al intersticio del 6rgano.

A nivel tubular, encontramos un proceso inflamatorio generalizado,
que a los 5 y 8 dpi, constituye un proceso de glomerulonefritis de cambios
minimos. A los 20 y 23 dpi la glomerulonefritis es membranosa (Fig. 28)
-y a partir de los 30 dpi, el cuadro se presenta como una glomerulonefritis

. membrano-proliferativa; ¢on importante proliferacién de células mesangiales
(Fig. 29 y 30).

En sistema tubular hallamos lesiones de degeneracién tubular, que
de forma escasa aparecen ya a los 7 dpi; este proceso aumenta
progresivamente su intensidad, siendo muy manifiesto a los 60 y 90 dpi.
- Consecuencia de esta degeneracién, con importante descamacién de células
epiteliales es la aparicién desde los 30 dpi de necrosis tubular, proceso que
aumenta a medida que aumenta la degeneracién tubular. - - e

A nivel intersticial, destacamos la presencia de edema que es
moderado a los 5 dpi, muy intenso a los 7 dpi (Fig. 26 y 27) y se mantiene
de forma moderada hasta los 30 dias. A partir de los 45 dpi el edema no se
~ evidencia, pero si aparece un infiltrado celular, formado por linfocitos e
histiocitos, constituyendo un proceso de neffritis intersticial, que llega a ser
intenso al final de la experiencia.

~ En el animal infestado del lote 5, destacamos la existencia de una
glomerulonefritis membranoproliferativa, e intensas degeneracién y necrosis
~ tubular. En intersticio es manifiesta la nefritis intersticial con abundante
inflitrado de linfocitos e histiocitos. (Fig. 31)

153

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



RESULTADOS

Fig. 26.- Riiién. Edema itersticial (250 x) (5 dpi).

Fig. 27.- Riiién. Edema e hiperemia en zona paracortical con proyeccién medular (corte
izquierdo) (8 dpi).

Fig. 28.- Rifién. Glomerulonefritis membranosa (350 x) (20 dpi).
Fig. 29.- Rifién. Glomerulonefritis membranoproliferativa (350 x) (45 dpi).
Fig. 30.- Rifi6n. Glomerulonefritis membranoproliferativa (350 x) (90 dpi).

Fig. 31.- Rifién. Nefritis intersticial (350 x) (90 dpi).
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‘ 4.5.6.-BA_ZO Y GANGLIOS LINFATICOS

- A nivel de bazo encontramos tanto a los 5 como a los 7 dpi, una
-esplenitis hiperpldsica reactiva (Fig. 33). Esto hace que macroscépicamente
el érgano se muestre ligeramente aumentado de tamaiio por estasis venoso,
con expansién de pulpa roja y blanca (Fig. 32). Este proceso inflamatorio,
que es agudo en los primeros dias postinfestacién, aparece con caricter
crénico a partir del dia 20 pi, haciéndose mds intenso progresivamente, y

" * siendo: muy manifiesto a los 45, 60 y 90 dpi.

. Paralelamente y s1gu1endo la misma cadencia de aumentar 2 medida
que la experiencia avanza, encontramos hipertrofia folicular (Fig. 34),
reticulohistiocitosis y linfocitolisis (Fig. 35).

, A nivel de médula éhcontramos una expansién de pulpa roja muy
manifiesta a los 7 dpi y de forma escasa a partir de los 30 dpi.

En g{mglids linféticos, los procesos encontrados son similares a los

descritos para el bazo, con un cuadro de linfoadenitis hiperpldsica reactiva
(Fig.37), en el que los ganglios aparecen con hipertrofia y edema (Fig. 36).
Este proceso es agudo en un principio y aparece como crénico a partir del
dia 20 pi. Se observa igualmente hipertrofia folicular y reticulohistiocitosis.

En la zona medular encontramos un proceso catarral a nivel de senos
~ (Fig. 38) con importante descamacién de células y lisis de lmfocnos(Flg
39) Alcanza una gran intensidad a part1r de los 30 dpi.

, Con respecto al ammal infestado del lote 5, cabe sefialar que tanto
- a nivel de bazo como de ganglios linfiticos hemos encontrado de forma
moderada las mismas lesiones descritas anteriormente y de forma muy
intensa los procesos de linfocitolisis tanto a nivel esplénico como
ganglionar. Igualmente fue muy intensa la expansién de pulpa roja hallada
en bazo. :
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Fig. 32.- Bazo. Esplenomegalia por estasis venoso. Expansién de pulpa roja y blanca (punteado
intermedio) (8 dpi).

Fig. 33.- Bazo. Esplenitis hiperpldsica reactiva aguda (250 x) (8 dpi).
Fig. 34.- Bazo. Esplenitis hiperpldsica. Hipertrofia folicular (250x) (45 dpi).

Fig. 35.- Bazo. Hipertrofia fdlicular. Linfocitolisis. Estasis venoso (250 x) (45 dpi).

Fig. 36.- Gdnglio linfitico. Hipertrofia y edema (8 dpi).
Fig. 37.- Ginglio linfético. Linfoadenitis hiperpl4sica reactiva (250 x) (8 dpi).
Fig. 38.- Gdnglio linfitico. Catarro de senos (250 x) (8 dpi).

Fig. 39.- Génglio linfitico. Linfocitolisis en foliculos linfoides (350 x) (20 dpi).
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4.5.7-PULMON .

- También en pulmén, al igual que en otros érganos ya comentados,
es muy evidente. la hiperemia (Fig. 42) en los animales sacrificados a los 5
y 7 dpi, proceso que se mantiene hasta los 23 dpi y que se presenta muy
- escasa a los 30 dpi, desapareciendo posteriormente.

Paralelamente se - detecta un proceso “de bronquitis catarral
determinado por un exudado mucoso e infiltracién leucocitaria (Fig. 41),
junto con un proceso bronconeuménico afectando principalmente a I6bulos
crancales (Fig. 43). Histolégicamente, estd caracterizado por una
bronquiolitis y alveolitis. Ambos procesos son muy manifiestos en los
primeros dfas postinfestacién, tendiendo a disminuir progresivamente al
tiempo que comienza a aparecer a los 20 dpi un infiltrado celular

interseptal, representado por histiocitos y linfocitos, dando lugar a un
cuadro de neumonia intersticial que se presenta con mucha m4s intensidad
alos 60 y 90 dpi (Fig. 44 y 45).

En el animal sacrificado a los 90 dpi, asi como en el animal
infestado del lote 5, se detectan, en porciones dorsales de ambos pulmones,
zonas de enfisema alveolar focal y zonas de condensacién en porciones
ventrales (Fig. 46). Histolégicamente el animal del lote 5 e infestado
presenta un proceso de bronconeumonia fibrinosa en fase de hepatizacién
gris, de escasa intensidad y un cuadro muy manifiesto de neumonfa
intersticial. o : '

4.5.8.- SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
Alos 7 dpi, aparecen hiperemia y edema, que contindan, aunque

disminuyendo hasta los 30 dpi (Fig. 48) y de forma moderada hasta el final
de la experiencia. A los 20 dpi se presenta un cuadro lesional no muy

intenso, propio de una reaccién encefalitica, caracterizado por procesos de

satelitosis o aproximacién de células de glia hacia neuronas degeneradas y
posterior neuronofagia, junto a movilizacién de células de glia (Fig. 47, 49
y 50). Este cuadro comienza a ser patente a los 60 dpi, y llega hasta los 90
dpi. o
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Fig. 40.- Conjuntivitis seromucosa y exudado nasal mucoso en el animal infestado del lote 5
(30 dpi).

Fig. 41.- Pulmén. Bronquitis catarral (180 x) (20 dpi).

_Fig. 42.- Pulmén. Hiperemia (250 x) (8 dpi)

Fig. 43.- Pulmén. Bronconeumonia generalizada en 16bulos craneales e inicio de neumonitis
( 20 dpi).

Fig. 44.- Pulmé6n. Neumonta intersticial (350 x) (60 dpi).
Fig. 45.- Pulmén. Neumonia intersticial (180 x) (90 dpi).

Fig. 46.- Pulmén. Zona de transicién entre zona bronconeuménica (bronconeumonia fibrinosa
en fase de hepatizaci6n gris) y zona blanquecina de reaccién intersticial (neumonitis) (90 dpi).

Fig. 47.- Sistema Nervioso Central. Reaccién encefalitica (250 x) (20 dpi).

Fig. 48.- Sistema Nervioso Central. Hiperemia, edema y dilatacién de los espacios de
Wirchoff-Robbins (250 x) (30 dpi).

Fig. 49.- Sistema Nervioso Central. Degeneracién de células de Purkinge (180 x) (30 dpi).

Fig. 50.- Sistema Nervioso Central. Reaccién encefalitica (350 x) (44 dpi).
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- RESULTADOS

‘
4.6.- ESTUDIO INMUNOLOGICO

~ 4.6.1.- ESTANDARIZACION DE LA TECNICA ELISA

- Dada la sensibilidad de la técnica inmunoldgica utilizada, asi como
la especie animal empleada para el estudio (hospedador no habitual de
Trichinella), se hace necesario, antes de cualquier estudio inmunoldgico,
proceder a la estandarizaci6n de la técnica. ‘

Como se prevefa de antemano, en la estandarizacién de esta técnica,
las concentraciones extremas de todos y cada uno de los reactivos utilizados
manifestaron escaso cardcter discriminatorio entre sueros: positivos y
negativos, razén por la que no se representaron graficamente todas las
combinaciones posibles realizadas, lo cual constituirfa un innecesario
trabajo, a la vez que dificultarfa la correcta interpretacién de resultados.

4.6.1.1.- CONCENTRACION ANTIGENICA

Como se aprecia en las gréficas 14 y 15, la concentracién de 5
ug/ml ofrece la mayor discriminacién entre sueros positivos y negativos,
cuando se enfrenta a la mayoria de concentraciones séricas y de conjugado.
Se representan de modo grifico sélo los casos en que la prueba fue
realizada a las diluciones séricas 1:640 y 1:1280 y 1:5000 y 1:10000 de
conjugado, ya que supone un incremento de la extincién en los sueros
- positivos, respecto a la concentracién de 1 pg/ml, que se constituye con
toda seguridad como excesiva y, lo que es del todo I6gico, frente al resto
de concentraciones ensayadgs (10 y 20 pg/ml). Esto no ocurri6 cuando las
concentraciones de suero 'y conjugado probadas fueron altas (1:640 y
1:5000, respectivamente), en las que se aprecia una mayor densidad 6ptica
(DO) con 20 ug/ml. que con 10 pg/ml. - o :

Igualmente, puede comprobarse en las graficas que comentamos que
cuando la parada de reaccién se produce a los 30 minutos tras la adicién del
sustrato (Grdf. 14) se posibilita, en términos generales, una mayor
discriminacién entre positivos y negativos que cuando dicho frenado se
ejecuta a los 60 minutos. ' ' ‘
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SUERO 1:640 CONJUGADO 1:5000
TIEMPO LECTURA: 30’
Do

[+ X ]

04

03

0.2

0.1‘

1 gg/ml ) u;/ml 10 ulglml 20 yg/m
CONCENTRACION ANTIGENICA

—— suero positivo ~—+— suero negativo
A
SUERO 1:1280 CONJUGADO 1:5000
TIEMPO LECTURA: 30’
DO

0.5

04 //\\

03 . —

0.2

0.1] m—— —

1 gglml ] u;/ml 10 ulolml 20pg/mi
CONCENTRACGION ANTIGENICA

—= guero positivo — suero negativo
B
Gréficos 14 A y B: ESTANDARIZACION DE LA

CONCENTRACION DE ANTIGENO. T.DE LECTURA: 30’

172

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



RESULTADOS

' SUERO 1:640 CONJUGADO 1:10000
* TIEMPO LECTURA: 30’

.08

04

08

02— - : .

0.1

° ‘ i L 1
1 pg/ml . 6 pg/mi o 10 pg/ml - 20 pg/m
. CONCENTRACION ANTIGENICA

—— suero positive —— suero negativo
3 -

SUERO 1:1280 CONJUGADO 1:10000
o TIEMPQO LECTURA: 30’
i, A
0.3—
0.26}— _— - >
0.2 ‘ - \
0.98 |- . :
0.1} —— _ —
| I———
0.06 :
1 3g/ml , s n;lml 10 nlg/inl 20 pg/m
: ! CONCENTRACION ANTIGENICA
— suero positivo  — suero negativo
D

Graficos 14 é Yy D: ESTANDARIZACION DE LA

CONCENTRACION DE ANTIGENO. T.DE LECTURA: 30’

1
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SUERO 1:640 CONJUGADO 1:10000
TIEMPO LECTURA: 60’

04

OSA

0.2
0.1 fr e
o L 1
1 yg/mi & pg/mi 10 yg/mli 20 ug/m}

CONCENTRACION ANTIGENICA

—— suero positivo —— guero negativo

A
SUERO 1:1280 CONJUGADO 1:10000
TIEMPO LECTURA: 60’
DO
04
0s /
0.2
0.1 S 4
1 3./.'.1 6 u;lml 1° ulg/mi 20 pg/m
CONCENTRACION ANTIGENICA
—=— suero positivo —+— guero negativo
B

Grédficos 15 A y B: ESTANDARIZACION DE LA
CONCENTRACION DE ANTIGENO. T.DE LECTURA: 60°
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‘SUERO 1:640 CONJUGADO 1:5000
'~ TIEMPO LECTURA: 60’
- - po P ‘
. 08
05
04r ,
03 /,,_.\/
- 02] : : - : :
0.1
1'3g/m| ‘ : (3 u;lml ‘ 10 ;«;/ml . 20 wo/ml
- ' CONCENTRACION ANTIGENICA :
—_ suero positivo —— suero negativo
c 1 '
SUERO 1:1280 CONJUGADO 1:5000
© TIEMPO LECTURA: 60’
oo o
08
0.4 /\
os S
0.1 ' : .
139/ml - u;lml _ 10 u.o/ml - 20 pg/ml
o CONCENTRACION ANTIGENICA
— suero positivo  —— suero negativo

 Gréficos 15 C y D: ESTANDARIZACION DE LA
CONCENTRACION DE ANTIGENO. T.DE LECTURA: 60°
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4.6.1.2.- CONCENTRACION SERICA

Las grdficas 16 y 17, muestran las DO obtenidas utilizando las
concentraciones séricas a ensayar (ver capitulo 3.5.4.) frente a la
concentracién antigénica ya optimizada (5 ug/ml) y las concentraciones de
inmunoconjugado no extremas dentro del rango ensayado.

De este modo puede comprobarse que las concentraciones séricas
extremas, sobre todo las mds elevadas tienen un escaso poder discriminante
entre positivos y negativos, centrandose las diluciones mds adecuadas en el
rango comprendido entre 1:320 y 1:2560, dilucién a partir de la cual el
control negativo experimenta generalmente aumentos en sus valores de
extincion.

4.6.1.3.- CONCENTRACION DE INMUNOCONJUGADO

Del andlisis de las ya comentadas grdficas 16-y 17, se desprende
igualmente que la dilucién de conjugado 1:2500 muestra unas DO muy altas
para los sueros negativos, cuestién por la que, en principio, fue desechada.
El resto de las diluciones ensayadas, 1:5000, 1:10000 y 1:15000, sobre todo
las dos primeras, muestran unos niveles de discriminacién adecuados al
utilizarse con determinadas concentraciones séricas; por ejemplo la
conjugacién de una concentracién sérica de 1:1280 y de conjugado de
1:5000 ofrece buenos resultados, al igual que 1:640 y 1:10000, 1: 2560 y
1:10000 o 1:640 y 1:15000, respectivamente.

4.6.1.4.- TIEMPO DE REACCION DEL SUSTRATO

Nuevamente, como fué comentado en 4.6.1.1. y como puede
observarse en las grdficas 16 y 17, la detencién de la reaccién con SO,H,
a los 30 minutos permite unos cocientes entre positivos y negativos mayores
a los obtenidos cuando se produce a los 60 minutos, ya que en dicho
intervalo la coloracién ganada por los sueros negativos es mayor a la
experimentada por los positivos, disminuyendo por tanto el cociente entre
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ellos. De este modo, _establecemos el tiempo de 30‘como 6ptimo para el
frenado de la reacci6n del sustrato. -

4.6.1.5;- RESULTADOS OPTIMOS DE LA HOMOLOGACION DE ELISA

Del andlisis de los capitulos 4.6.1.1. y 4.6.1.4. se desprende que la
mejor concentracién antigénica es 5 ug/ml y el mejor tiempo de incubacion
de sustrato entre los ensayados es el de 30°, debido fundamentalmente a la
mejor d1scnmmac16n entre sueros pos1t1vos y negativos que ambas variables
conﬁeren :

Sm embargo, y a tenor de lo expuesto en los capltulos 4.6.1.2 y
4.6.1. 3 sobre la optimizacién de las concentraciones de suero y de
_mmunoconjugado y de la extrafia reaccién experimentada al probar las
distintas diluciones de suero frente a diluciones altas de conjugado (1:10000
y 1:15000), ya que a mayor dilucién fuimos obteniendo mayores DO,
optamos por un segundo ensayo en el intento de- obtener una cuidada
_ - optimizacién de la técmca en nuestras condiciones de traba_]o para estos dos

parzimetros

" Deeste modo ensayamos de nuevo ambas vanables (concentracién
sérica y de conjugado) frente a la concentracién antigénica y el tiempo de
frenado de reaccién ya optumzados (5 pg/ml y 30 minutos respectivamente).

A51 procedlmos nuevamente a probar las cuatro diluciones de suero
ya ‘comentadas 1:320, 1:640, 1:1280 y 1:2560 e introdujimos, entre las ya
citadas 1:5000, 1:10000 y 1:15000 de inmunoconjugado, otras dos
intermedias de-1:8000 y 1:12000, lo cual fué esbozado en el apartado 3.6.4.
- de Material y Métodos. ' '

La gréfica 18, aporta datos de gran utilidad en la bisqueda de las
condiciones 6ptimas para el empleo.del método ELISA en nuestras
condiciones. Asi, en una primera aproximacién se comprueba claramente
que a partir de la dilucién de conjugado 1:8000, sea cual sea la dilucién de
suero empleada, el pool de ‘Suer'os negativos mantiene una DO précticamente
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constante, mientras que el suero utilizado como positivo experimenta
marcados descensos; luego se impone la no utilizacién de una dilucién de
conjugado mayor de 1:8000, ya que a partir de la misma la discriminacién
entre positivos y negativos es cada vez menor.

Si bien la diferenciacién entre positivos y negativos es atin mayor a
la dilucién de conjugado 1:5000, esta manifiesta unas notables variaciones
en los valores medios obtenidos con las distintas diluciones séricas, las
cuales son practicamente nulas a la dilucién 1:8000, sea cual sea la dilucién
sérica empleada. Igualmente, los valores individuales obtenidos con la
dilucién 1:5000 muestran una mayor dispersién que los obtenidos con la
dilucién 1:8000, lo que unido al ahorro que supone la utilizacién de esta,
hace que escojamos como dptima dilucién de conjugado la de 1:8000, no
reduciendo en absoluto la discriminacién entre positivos y negativos y
- representando dicha eleccién una apreciable mejora en el aspecto econémico

de la realizacién de la técnica.

Como iltimo factor a optimizar quedaria la dilucién sérica. A la
vista de las gréficas que integran la grafica 18, puede apreciarse c6mo a la
dilucién de conjugado 1:8000 cualquier dilucién sérica de entre las
empleadas permite una buena estimacién de la positividad, pero es la
dilucién 1:640 de suero la que lo hace en mayor medida.

Esta apreciacidn puede corroborarse al estudiar la grifica 19, en la
que se establecen los cocientes entre sueros positivos y negativos a las
duiluciones de suero y conjugado ensayadas en esta segunda prueba,
pudiéndose comprobar lo ya esbozado. La dilucién sérica 1:640 es la que
en todo momento establece un mayor cociente, luego es la dilucién sérica
6ptima; igualmente se comprueba que la concentracién 1:8000 de
inmunoconjugado es realmente apta para su uso en el estudio de la cinética
de anticuerpos en cabras experimentalmente infestadas con Trichinella
spiralis.
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ANTIGENO 5 ng/ml CONJUGADO 1:2500
. B TIEMPO LECTURA: 30’
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‘0.1 :
1 [ L 1 A

{ . CONCENTRACION S8UERO

—=-— suero positivo — suero negativo

0 ) . 1
© 80 CE¥180- 1320 - 1840 11280 12860 6120 110240

A
ANTIGENO 5 pg/ml - CONJUGADO 1:5000
_ " TIEMPO LECTURA: 30’
06 . .
0.5 ,
[ ——
04 — : \
R —
. 0.2 " \\“M .
0.t} - e
%80 - ti'so : tslzo uellb uz;so 1:2;60 w;zd -uoz4o~
‘ CONCENTRACGION SUERO .
—— suero positivo  —— suero negativo
B

Gréficos ‘16 A y B: ESTANDARIZACION DE LA

CONCENTRACION DE SUERO. T.DE LECTURA: 30°
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ANTIGENO 5§ pg/mli  CONJUGADO 1:10000
TIEMPO LECTURA: 30’
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D

Grédficos 16 C y D: ESTANDARIZACION DE LA

CONCENTRACION DE SUERO. T.DE LECTURA: 30’
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ANTIGENO 5§ ug/ml  CONJUGADO 1:2500
: " TIEMPO LECTURA: 60’
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B

.GrAficos 17 A y B: ESTANDARIZACION DE .1LA
CONCENTRACION DE SUERO. T.DE LECTURA: 60°
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ANTIGENO 6 pg/mi
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Gréficos 17 C y D:
CONCENTRACION DE SUERO.

ESTANDARIZACION DE LA
T.DE LECTURA: 60’

182

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



' RESULTADOS

ANTIGENO 5§ ug/ml  SUERO 1:320
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. Gréficos 18 A y B' OPTIMIZACION DE LA DILUCION DE
CONJUGADO. DIL.:SUERO 1:320 Y 1:640
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ANTIGENO 5 ug/ml SUERO 1:1280
TIEMPO LECTURA: 30’
Do
081 guss 0.447
04 363
0.9
03 0.278
021
0.1F 0089 0.074 0.068 0.088 0.061
wt;oo tatl)oo twlooo 1;12;)00 115000
DiL. CONJUGADO
—— suero positivo —— suero negativo
C
ANTIGENO 5 pg/ml SUERO 1:2560
TIEMPO LECTURA: 30’
DO
05 0471
0.445
o4r 363 0.341
03 0.288
02
o1l %% oore 0.073 0.073 0.087
1=5<‘)oo tstlaoo tvo'ooo tiz;)oo 1:16;)00
DIL. CONJUGADO
— suero positivo —+— suero negativo
D

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004

Gréficos 18 C y D: OPTIMIZACION DE LA DILUCION DE
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ANTIGENO 5 ug/ml  TIEMPO LECTURA: 30’

| B s _ 1 b
5000 8000 +10000 12000 ~ 115000
- DIL. CONJUGADO

DILUCION SUERO
| =/ t920 ——t840 — t1280 —©- £2560

1

" . @ra&fico 19: OPTIMIZACION DE LA DILUCION DE SUERO. .
COCIENTE ENTRE POSITIVOS Y NEGATIVOS A DISTINTAS
DILUCIONES DE SUERO E .INMUNOCONJUGADO.

4 6 2.- EVOLUCION DE LOS 'NIVELES SERICOS DE
_ANTICUERPOS o

Como comentamos en el capltulo de material y métodos del presente
trabajo y como objetivo de la estandarizacién y optimizacién que acabamos
de comentar, hemos realizado, paralelamente a los estudios fisiopatolégico
e histolégico, un estudio inmunol6gico mediante la técnica ELISA, que hoy
dfa, segin la bibliografia mds actual, ofrece las mejores caracteristicas de
sensibilidad y especificidad para la inmunodiagnosis en Trichinella.

- .. La evolucién madia de lbs anticuerpos muestra, en nuestro
~ experimento, una evolucién de tipo sigmoidal (grif. 20).
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EVOLUCION DE NIVELES DE ANTICUERPOS
NIVELES MEDIOS

0 -
=7-40 1 2 3 46 6 71013 120232830874465168685727900
dpi

——grupo oontrol — grupo infestado —*— gontrol de oonjugado

Gréfico 20: EVOLUCION MEDIA DE LOS NIVELES
SERICOS DE ANTICUERPOS.

Desde el dia 7 antes de la infestacion, los valores medios obtenidos
para los animales destinados a ser parte integrante del lote que
posteriormente infestariamos, asi como los evidenciados en el lote control
muestran una gran Similitud, como l6gicamente cabria esperar. Esta
caracteristica continiia siendo evidente tras la infestacién de los animales el
dia 0 de nuestro experimento y hasta el dia 16 pi, en el que se observan los
primeros incrementos en los valores de extincién obtenidos en el grupo
infestado respecto al control.

Estas ligeras diferencias se hacen cada vez m4s notorias a medida
que la experimentacién avanza, incrementdndose la DO media del grupo
infestado respecto al control de forma ya muy marcada el dfa 23 pi. Este
aumento de los niveles de anticuerpos, expresados en DO, continda hasta
el dia 37 pi, momento en el que pricticamente se estabiliza, con una leve
tendencia al descenso hacia el final de la fase experimental disefiada en el
presente ensayo.
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Por su parte, los valores medios de extincién obtenidos para el lote
control o no infestado, se caracterizan por la ausencia de alterac16n alguna
durante dlcha fase expenmental ‘

: Ambas evolucmnes garantizan nuevamente, el buen nivel de -
*  infestacién - conseguido . las cabras integrantes del grupo

experimentalmente mfestado

Finalizaremos este estudio de la cinética humoral de anticuerpos en
las cabras-de nuestro experimento, comentando someramente la evoluci6n
sufrida por los animales previamente tratados con dexametasona.

- Como se coment6 en el capitulo 3.7.2., destinamos dos animales a
comprobar las reacciones orgdnicas acaecidas tras la infestacién con
Trichinella en estado de inmunodepresién, provocada mediante la
- administracién de una comcoterapla anexa; asf, infestamos un animal
- inmunodeprimido, manteniendo otro en €l mismo estado sin infestar, que
sirviera de referencia o control de aquel. -

Estos dos animales, como puede observarse en la grifica 21
muestran una evoluci6n similar en sus niveles séricos de anticuerpos a los
grupos no tratados con dexametasona (experimental y control), sobre todo
- desde el comienzo del experimento hasta el dfa 30 pi, en ¢l que se obtiene
. 1la DO més alta en el animal inmunodeprimido e infestado. No obstante,

- cabe resaltar algunas diferencias obtenidas del estudio de dicha Fig. El

~ animal infestado obtiene el nivel de extincién més elevado con alguna

prontitud, respecto a la media de los animales infestados pero no tratados
- con dexametasona. Sin embargo, dicho animal nunca alcanza los niveles de
- extincién obtenidos, en valores medios, por el lote infestado no tratado
(0.514 para aquel y 0.546-0.551 para el lote infestado no
inmunodeprimido). Finalmente y como diferencia ‘mds notoria, parece
evidenciarse un efecto de la corticoterapia en el mantenimiento de los
niveles séricos de anticuerpos en el animal tratado con dexametasona, ya
. que tras el dia 30 pi, en el que se obtiene la mayor DO, se evidencia un
- dréstico descenso.en la misma, si bien al final del proceso experimental el
animal muestra una recuperacién de los niveles séricos que comentamos.
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Podria extraerse de estos resultados que el animal, si bien sufrié, debido a
la corticoterapia instaurada, una inmunodepresién, como revela el descenso
evidenciado en sus niveles séricos de anticuerpos durante el segundo mes

postinfestacién y comienzo del tercero, ésta no debié ser muy fuerte, ya que

en algin momento se alcanzaron DO similares a las evidenciadas en el lote
no inmunodeprimido (dia 30 pi y dias finales de la prueba).

EVOLUCION DE NIVELES DE ANTICUERPOS
LOTE §

oer

RN W WS U WS RN SR TS N S N WU S S S |

4
Iy
o
-}
w
b
al
ol
ok

7 1013 18 202326309744 515866727890
dpl

Grafico 21: EVOLUCION MEDIA DE LOS NIVELES

SERICOS DE ANTICUERPOS EN LOS ANIMALES DEL LOTE
S.

El hecho de ser un sélo animal el destinado a tal estudio, deja una
puerta abierta a futuras repeticiones del mismo ensayo para la subsiguiente
contrastacioén de resultados.

El animal inmunodeprimido no infestado, que dispusimos como
control del anterior, no experimentd, al igual que los controles no tratados,
alteracion alguna en los valores de DO a lo largo del experimento,
cumpliendo con ello el papel asignado.
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. A la vista de los resultados.obtenidos, hemos de concluir que la
técnica ELISA, no solamente se muestra sensible para detectar con prontitud
la seroconversi6én producida en las cabras experimentalmente infestadas con
Trichinella, sino que tambien demuestra este cardcter en el mantenimiento
de altos valores de extincién durante prolongados periodos de tiempo.

_4 7.- ESTUDIO DEL GRADO DE INFESTACION MUSCULAR

El recuento de larvas por gramo (LPG) demuestra que los musculos
mds parasitados son lengua y maseteros, con recuentos similares en ambos
(Tabla I). Los valores medios de LPG en los animales infestados y no
tratados con dexametasona (lotes 2 y 3), muestran un mayor nivel de
parasitacién en maseteros que en lengua, debido al elevado niimero de LPG

. detectadas en maseteros del animal sacrificado a los 23 dpi (6580 LPG),

que hace que aumente considerablemente la media obtenida para esta regién
muscular (Graf. 22). Sin embargo, y con la excepcién de este animal,
- practicamente todas los animales de estos lotes muestran una mayor
parasitacién en lengua que en maseteros, lo que hace que, excluyendo dicho
ammal la medla de paras1tac16n sea més alta en lengua que en maseteros.

El tercer lugar en cuanto a grado de parasxtacmn corresponde al

 diafragma, ya que en todos los ammales dicho miisculo es el tercero mds

parasitado (Tabla I).

" Los restantes musculos estudlados mostraron un nimero mds
reducido de LPG. Asi, en misculos intercostales la media fue de 120,3
LPG (Graf. 22) y s6lo 33 LPG de media no considerando el animal
~ sacrificado a los 23 dpi. Los muisculos flexores-extensores muestran una
~ .media-de 135 LPG (Graf. 22) y desciende a 78,6 LPG excluyendo al
~ sacrificado a los 23 dpi. En todos los animales, excepto en el sacrificado el
dia 23 pi, el grado de parasltamén en flexores-extensores es mayor que en
mtercostales :

- Destacamos el hallazgo de larvas en corazén de los animales
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sacrificados a partir de los 23 dpi, siendo en la mayorfa de los casos en bajo
nimero (1,7-8,2 LPG) (Tabla I), excepto en los dos animales sacrificados
los dias 23 y 30 pi, en los que el recuento fue de 58 y 130 LPG
respectivamente.

Resumiendo y con la excepcién del animal sacrificado a los 23 dpi,
las larvas de Trichinella muestran afinidad en orden decreciente por lengua,
maseteros, diafragma, flexores-extensores € intercostales y con un tropismo
mucho menor hacia el corazén.

|
20“ 230 150 240 4 29 0

23 6580 2451 3031 556 417 58
30 923 391 997 58 112 1;30
45 687 251 619 59 183 23
60 314 64 330 8.8 30 1.7
90 300 139 626 36 39 8.2
| 90-LS I 453 151 389 42 124 36 "

Tabla I: mimero de LPG en los distintos miisculos a lo largo de la
experiencia.

190

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



RESULTADOS

1800

1400
1200

1000
800
800
400
200

DISTRIBUCION MUSCULAR DE LARVAS

1800

Nz

1808

maseteros Intercostales flex-exten

B XdelLPGanl2yl3
sin aacr. 23 dpl
LPG eon infeatado LS

REGIONES MUSCULARES

corazén

Griafico 22: DISTRIBUCION DE LARVAS DE TRICHINELLA
EN LOS DIFERENTES MUSCULOS,
EN ESTOS MISMOS LOTES EXCLUYENDO AL ANIMAL
. SACRIFICADO A LOS 23 d.p.i.
INFESTADO DEL LOTE 5.

EN LOS LOTES 2 Y 3,

Y EN EL ANIMAL

-~ Con respecto al animal infestado y tratado con dexametasona (lote
5), se observé una distribucién de larvas similar, con maseteros y lengua
como los miisculos més afectados, seguidos por diafragma, flexores-
extensores e intercostales. También en corazén se encontraron larvas. El
recuento de LPG en este animal no mostré un aumento con respecto a los
valores medios obtenidos en los miisculos de los animales no tratados con

dexametasona.
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DISCUSION

5.1.- SINTOMAS -

. “Como ya indicamos, en el Capitulo correspondiente de Resultados,
- el cuadro clinico que observamos en las cabras de nuestra experiencia, fue
leve en la mayoria de ellas

. Durante la fase gastrointestinil’, .l unico sintoma generalizado que

| ~evidenciamos, fue €l proceso anoréxico observado entre los 9 y 12 dpi.,

~“esto concuerda con la mayoria de autores consultados que describen la
- anorexia como u:. . de los; sintomas mds generalizados en los procesos por
- Trichinella, y as: .: detallan BECK (1970), GOULD (1970 a), CASTRO
- (1974), BOUREL (1980) FRAYHA (1981) o STUMPF et al., (1981), en
humanos, PRZYJALKOWSKI ¢ al., (1978 a) y NGNENYA et al.,

o (1984), en roedores, KOCIECKA et al., (1978), en monos, REINA e al.,

(1988), en perros y SMITH e al., (1990), en vacas en las que s6lo observo
- "rechazo a la comida ya la masticacion entre los 10 y 30 dpi.

- Otro de los sintomas descnto por la mayoria de autores es la diarrea
y asf lo citan GOULD (1970 a), BECK (1970), BOUREE (1980),
.CASTRO (1982), CASTRO y BULLICK (1983), KAZURA (1982),
PAWLOWSKI (1983), REINA ez al., (1988) y otros. Atribuyendo algunos
de estos autores a la accidén directa de los pardsitos sobre la mucosa

.- intestinal (GOULD, 1970 a), o retencién de una gran cantidad de agua en

"la'luz intestinal superior a la capacidad de absorcién del colon asf como al

incremento de la motilidad intestinal (CASTRO, 1982 y CASTRO vy
BULLICK, 1983), como mecanismos desencadenantes del proceso
diarreico. La mayoria de autores centran el proceso diarreico en los
‘primeros dias postinfestacién. En nuestro trabajo experimental, sobre los
dfas 14-15 pi, detectamos en algunos animales diarrea y dado que no fue
observada en todos los animales infestados y al mismo tiempo si que se
evidencié en un animal del lote testigo y como ya comentamos, se puso de
manifiesto la presencia de ooquistes de Eimeria spp. en heces, es 16gico
. pensar -y dado. que la diarrea no aparecié en los primeros dfas
postinfestacion, que este proceso se deblera probablemente a la parasitacién
. detectada ' :
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DISCUSION

Sin embargo, si que tenemos que tener en cuenta, que el animal que
alin a pesar del tratamiento especifico con Amprol, continué con diarrea
persistente y empeoramiento progresivo en su estado general con fiebre,
conjuntivitis, exudados nasales y oculares, anorexia y pérdida de peso y
debido a ello sacrificado a los 23 dpi, mostré en el recuento larvario de los
distintos musculos analizados, una tasa de larvas por gramo (LPG) muy
superior a la que evidenciamos en el resto de animales, lo que nos hace
pensar que en la evolucién clinica de este animal y por consiguiente en la
aparicién de diarrea, jugé un papel muy importante el proceso
trichinelldsico. :

Con respecto al animal inmunodeprimido e infestado también
presenté a lo largo del proceso una acusada sintomatologia que inclufa
ademds del proceso diarreico antes mencionado, un cuadro de conjuntivitis
con abundante exudado seromucoso evidenciado a partir de los 11 dpi,
seguido de un cuadro respiratorio con exudado nasal mucoso, disnea y tos,
unido a un aumento de la temperatura corporal, que llegé a ser de 40,8 °C
a los 13 dpi, y taquipnea (56 resp/min) en este dia. Un cuadro respiratorio
similar en trichinellosis fue descrito por BOUREE (1980), que lo centra en
disnea, tos, respiracion superficial y dolores tordcicos con expectoraciones
mucosanguinolentas.

Por su parte, BRUSCHI et al. (1989), explican como causa de las
complicaciones respiratorias los trastornos en la perfusién pulmonar
causados por el paso y retencién de larvas en pulmén.

La conjuntivitis, observada en el animal inmunodeprimido e
infestado asi como en otro del lote 3, es un proceso que ya ha sido
constatado por otros autores como complicaciones en procesos
trichinellésicos (KOCIECKA, et al., 1981; BOURNERIAS ez al., 1986;
KRAMER y AITA, 1988).

Otro de los signos clinicos observados con mds frecuencia en
trichinellosis es la fiebre (BOUREE, 1980; FRAYHA, 1981; KASSUR et
al., 1981; FROSCHER et al., 1982; URSELL e al., 1984; MARTINEZ-
GOMEZ et al., 1985; REINA er al., 1988), también observada por
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nosotros entre los 16 y 20.dpi en todos nuestros animales infestadbs y entre
los 13 y 44. dp1 en el que prevxamente habiamos tratado con dexametasona.

En la fase. muscular de la trichinellosis humana las mialgias

constltuyen el signo clinico mds observado (LE MERCIER et al., 1977,
BOUREE, 1980; FRAYHA, 1981; KASSUR et al., 1981, STUMPF et
al.; 1981; FROSCHER et al.; 1982; MURILLO-VELARDE, 1983;
PAWLOWSKI 1983; URSELL et al., 1984; VIALLET et al., 1986 y
REINA e al., 1992). También en otras especies, las mialgias han sido
descritas en procesos trichineliésicos, como en monos (GRETILLAT y
- . VASSILIADES, 1968), en ratones (CALERO et al., 1982), y en perros
v(RElNA et al., 1988) | ,

En especies mds aﬁnes ala cabra como es el caso de las ovejas, la

* trichinellosis ex nmemal se ha desarrollado como un proceso asintomético

(TOMASOVICOVA et al., 1991). También asintomdtico se ha descrito un
proceso experimental por Tnchmella en vacas (SMITH et al., 1990), en las
que estos autores s6lo observaron rechazo a la comida y a la masticacién
entre los 10 y 30 dpi.

Igualmente en caballos la tnch1nellos1s experimental se ha observado
de forma asintomdtica por algunos autores (VAN KNAPEN er al., 1987 y
- POLIDORI er al., 1989), mientras SOULE et al., (1989), hallaron
desdrdenes musculares trans1tor10s en caballos con una alta tasa de
-paras1tac:16n

'En nuestra expenencm no -hemos . observado mlalgxas en las

extremidades ni cojeras o dolor a la presién. No descartamos, sin embargo,
dolor en los misculos que intervienen en la respiracién, como intercostales
y diafragma y que esto se refleje clinicamente en taquipnea, tal y como
hemos observado en algunas fases de nuestra experiencia, ya que el dolor
en misculos respiratorios es reconocido como causante del aumento de la
- frecuencia resplratona (SMITH 1990).

Con respecto a las comphcacmnes cardiacas que incluyen trombosis,
h1potens16n y edema, PAWLOWSKI (1983) manifiesta que, al ser el
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corazén 6rgano obligado de trénsito para las larvas de Trichinella, estas
complicaciones son las mds frecuentes y serias, siendo su intensidad
proporcional a la magnitud de la infestacién y apareciendo clinicamente
manifiestas en un 20% de los casos. BOUREE (1980), sin embargo, opina
que los sintomas cardiacos son casi siempre benignos no pasando de ligeras
taquicardias o bradicardias, indicando que la causa es el efecto téxico de los
pardsitos, ya que las larvas no se enquistan en miocardio.

Por las manifestaciones clinicas observadas en nuestra experiencia
estamos mds cerca de las afirmaciones de BOUREE (1980), ya que sélo
hemos observado ligera taquicardia en algunos animales de nuestro colectivo
experimental, no habiendo detectado en ningiin momento la presencia de
edemas. No obstante, en nuestra experiencia, contrariamente a lo expuesto
por BOUREE (1980), si que hemos comprobado la existencia de larvas en

. musculo cardiaco. :

Respecto al resto de alteraciones secundarias ocurridas en -los
procesos por Trichinella, tales como alteraciones neurolgicas, referidas por
BOUREE (1980) y PAWLOWSKI (1983), alteraciones cutdneas,
mencionadas por BOUREE (1980), KOCIECKA (1981 a), STUMPF et
al., (1981), MURILLO VELARDE e al., (1983) y PAWLOWSKI
(1983), o alteraciones genitales, referidas por BOUREE (1980), no hemos
observado ningin signo de los muiltiples que, dentro de cada tipo de
alteracion, mencionan los diferentes autores.

Como consecuencia de lo expuesto, definimos el proceso patolégico
desarrollado en cabras por 7. spiralis, como una enfermedad que cursa con
una sintomatologfa leve, consistente en: diarrea, fiebre, taquicardia,
taquipnea y sobre todo anorexia.
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5.2.- PARAMETROS HEMATICOS

5.2.1.- RECUENTO DE ERITROCITOS

La mayorfa de autores consultados en nuestro trabajo de revision,
expresan no haber observado variaciones eritrocitarias en sus respectivas
experiencias (HERRERO ALONSO, 1975; KUCINSKAS, 1976;
NGWENYA ez al., 1984), o sélo de forma escasa (REINA, 1987 y REINA
et al., 1989 a). | ,

Sélo MARTINEZ GOMEZ et al. (1985) €n perros y BOUREE y
BAJDAN (1989), en ratas, manifiestan haber detectado anemia en el
transcurso de procesos éxperimentales de trichinellosis, indicando los
_ primeros autores haber realizado dicha observacién desde los 3 dpi, hasta
los 30 dpi, momento en el que los niveles de eritrocitos retornaron a la
normalidad. |

En nuestro trabajo hay una gran commdenma con las observaciones
reahzadas por dichos autores ya que desde los primeros dias (5 dpi)
,observamos d1smmuc1ones en el mimero de eritrocitos circulantes,
- minoraciones que se hacen mds patentes en algiin animal hacia los 20 dpi
Y que contindan hasta los 26-30 dpi, momento a partir del cual observamos
una recuperacion aunque sin alcanzar los valores obtenidos antes de la
‘infestacién.

5.2.2.- VALOR HEMATOCRITO

. En nuestra expenencxa el hematocrito sufné descensos considerables
alo largo de la misma, llegando a alcanzar en algin animal un descenso de
un 10% a los 20 dpi, con respecto al valor inicial.

Estas ,observacmnes ‘coinciden . con las realizadas por

'PRZYJALKOWSKI et al., (1980), HERRERO ALONSO (1975) y
FRAYA (1981), y no asi con las de REINA (1987) y REINA et al. (1989
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a), quienes en un proceso de trichinellosis experimental en perros no
observaron variaciones destacables.

5.2.3.- HEMOGLOBINA

En referencia a la hemoglobina, en nuestra experiencia, la tendencia
observada fue a la disminucién, igual que ocurrié con glébulos rojos y
hematocrito, este descenso llegé a alcanzar un mayor grado a los 30 dpi, dia
en el que se observan reducciones entre 1,5 y 2,9 g/dl de hemoglobina, sin
embargo, la mayoria de autores no observa cambios (KUCINSKAS, 1976;
MARTINEZ GOMEZ et al., 1985; REINA, 1987 y REINA er al., 1989
a) y s6lo NGWENYA er al. (1984) describe ligeros cambios.

5.2.4.- INDICES HEMATIMETRICOS DE WINTROBE

En la bibliografia consultada s6lo hemos hallado datos referentes a
estos indices en la experiencia de REINA (1987) en la que este autor indica
haber observado disminuciones en el VCM y HCM vy ningin cambio en la
CMHC. En nuestros animales de experimentacién no hemos advertido
variaciones significativas en ninguno de estos indices, esto nos permite
clasificar morfol6gicamente la anemia que hemos descrito como
normocrémica y normocitica.

5.2.5.- RECUENTO TOTAL DE LEUCOCITOS

La leucocitosis es una de las manifestaciones mds observadas en los
procesos trichinellésicos en la mayoria de especies estudiadas (HERRERQO
ALONSO, 1975; LE MERCIER e al., 1977; BOUREE, 1980;
FRAYHA, 1980; KOCIECKA, 1981 b; STUMPF e al., 1981;
PRZYJALKOWSKI et al., 1980, 1981, PAWLOWSKI, 1983; REINA,
1987; REINA et al., 1989 a y BOUREE y BADJANG, 1989).

Igualmente en nuestro proceso experimental, la leucocitosis ha sido
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- un signo observado en los animales infestados, y puesto de manifiesto
. durante la fase intestinal (hasta los 7 dp1), y entre los 26 y 72 dpi
prommadamente S

Los dlstlntos autores observan la 1eucoc1tos15 en distintas fases y asi,

- KOCIECKA (1981 b), la encuadra durante la fase de invasién, BOUREE
.y  BADJANG (1989), sobre 1la 32 semana postinfestacion,
- PRZYJALKOWSKI er al; (1989, 1981 b), a partir de los 30 dpi y REINA
(1987) y REINA er al.. (1989 a), durante la fase de emlgracuSn de larvas 1

oy penetracxén en miisculos.

_ De lo -autores consultados sélo REINA (1987) descnbe haber
. observado leucopenia entre los 66 y 90 dpi, mientras que en nuestra
. experiencia observamos disminucién en el mimero de leucocitos durante la
fase de mlgracmn larvaria y llegada de las primeras larvas a misculo (10-20

- dpl)

5.2.6.- RECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

Varios autores han observado alteraciones en el porcentaje de
neutréfilos y linfocitos, aunque no existe unanimidad en las observaciones
de estos autores, probablemente por la diferencia de especies con las que
trabajaron, y asf, MARTINEZ GOMEZ et al. (1985) y REINA (1987),
estudiando el proceso en perros, observaron neutropenia junto con
linfocitosis. En otro sentido, LARSH (1968), en cricetos y ratones,
FRAYHA (1981), en la especie humana, asi como CABAJ ef al. (1979),
PRZYJALKOWSKI er al. (1980, 1891) y CALERO et-al. (1982), en
. ratones descnben neutroﬁha Junto con linfopenia en sus experiencias.

: Contranamente ala oplmén expresada por estos autores, nosotros
. COmMO ya expusimos en Resultados no hemos observado ninguna vanac16n
' .,51gn1ﬁcat1va aeste respecto : :

- Con referenc1a a los monoc1tos en la b1bhograf1a consultada,
encontramos también dlferentas opiniones. CABAJ ez al. (1979), detectan
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una importante monocitosis en ratones, MARTINEZ GOMEZ er al.
(1985), en perros, observaron valores normales o ligeramente descendidos
en algunos de ellos y CALERO et al. (1982), al igual que REINA (1987),
no observaron variaciones, igual que ocurrié en nuestra experiencia en la
que no detectamos ninguna variacién en el recuento de monocitos.

Esto mismo sucedié con los baséfilos que estuvieron ausentes
durante toda la experiencia tal y como lo describe REINA (1987).

Finalmente, como vimos en el capitulo de Revisién Bibliogrifica,
gran cantidad de autores observan eosinofilia en infestaciones por
Trichinella en un gran nimero de especies hospedadoras. Esta opini6n es
compartida por nosotros dados los resultados obtenidos en nuestra
experiencia. :

El comienzo de esta eosinofilia lo observamos a partir de los 20 dpi,
esta opinién, es similar a las de LARSH (1968) y BECK (1970), que en
cricetos detectan la eosinofilia al comienzo de la fase muscular. Sin
embargo, otros autores la observan en fases mas tempranas como desde los
2 dpi (KARMANSKA, 1981), o a partir de los 5 dpi (BECK, 1970;
PAWLOWSKI, 1983; REINA, 1987 y REINA er al., 1989 a).

No obstante, si que sobre los 20 dpi muchos autores ubican el pico
mds alto de eosinofilia (KUCINSKAS, 1976; PRZYJALKOWSKI e: al.,
1978 a, 1980 y 1981; CALERO et al., 1982; PROKOPOWICZ er al.,
1983 y PINCUS ez al., 1986), momento en el que ya nosotros detectamos
en un animal un 17% de eosindfilos siendo observado el pico m4s alto sobre
los 37 dpi, en el que detectamos un 20% en otro animal.

Esta cifra no la podemos contrastar con la de otros autores, ya que
no tenemos referencias de este proceso en cabras, y en cuanto a herbivoros
se refiere, la eosinofilia no ha sido un signo observado por todos los autores
consultados. Asi SOULE ez al. (1989) y POLIDORI er al. (1989) observan
eosinofilia en algunos de los caballos utilizados en sus experimentos; sobre
vacuno SMITH er al. (1990), observan eosinofilia a partir del dia 7 pi
alcanzando el médximo valor sobre los 30 dpi, contrariamente,
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TOMA§OVICOVA et al. (1991) en ovejas, no detectan elevaciones en el
porcentaje de eosméfilos

5.3.- BIOQUIMICA SERICA -

- 5.3.1.- PROTEINAS TOTALES

Se han descrito alteraciones en la cantidad de proteinas plasm4ticas
en . procesos trichinellésicos. Asi algunos autores han  observado
. hipoproteinemia en distintas especies (CHODERA et al., 1974; BOUREE,
- 1980; KOCIECKA, 1981 b; KOCIECKA et al., 1981; BOURKE vy
BADJAN, 1989; REINA, 1987 y REINA e al., 1989 b), mientras otros
‘autores observaron hiperproteinemia' (LARSH, 1968 MORENO et al.,
1985; POLIDORI et al., 1989) '

En nuestro trabaJo no hemos detectado -ninguna variacién
significativa en la tasa de protemas plasmadticas totales, este hecho s6lo ha
- sido descrito por READ (1970) y FRAYHA (1981), refiriéndose a procesos
. tnchmelldswos en ratas y humanos respectlvamente '

, 5 3 2 FRACCIONES PROTEICAS

Parece existir una:. oplmon generalizada sobre la existencia de
hipoalbuminemia en procesos trichinellésicos. -

. - Asfi, autores como HERRERO ALONSO (1975), VERNES e al.
- (1975) o - PRZYJALKOWSKY et al. (1978 a), refieren este hallazgo en
roedores, LARSH (1968) y READ (1970), en conejos, KOCIECKA (1981
b), en momos, PAWLOWSKI (1983), en la especie humana y REINA
(1987) y REINA er al. (1989 b), en perros. -

En nuestro experimento observamos un descenso en el porcentaje de
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albiimina entre los 20 y 51 dpi, encontrando los niveles mds bajos a partir
de los 37 dpi. Estos datos coinciden con las observaciones de
PAWLOWSKI (1983), que sitda subre la 52-6 semana el hallazgo de los
valores mds bajos de albiimina, pudiéndose deber como opinan KASSUR
et al. (1981) y REINA (1987), a la fuerte demanda proteica que realizan las
larvas para su crecimiento y enquistamiento.

Unicamente los trabajos de LARSH (1968) y READ (1970), en
ratas, difieren de estos resultados, encontrando estos autores un incremento
de albiminas entre los dias 0 y 15 postinfestacién.

En referencia a la evolucion de las diferentes fracciones globulinicas,
hay una mayor disparidad en las opiniones de los distintos autores. De esta
forma, y referente a la evolucién de las a-globulinas en los procesos por
Trichinella, 1a mayoria de autores expresan que se produce un aumento de
‘esta fraccién (LARSH, 1968; READ, 1970; HERRERO ALONSO, 1975;
PRYZJALKOWSKI et al., 1978 a; KOCIECKA, 1981 b y STUMPF et
al., 1981). '

Este incremento no ha sido observado por nosotros en nuestra
experiencia de forma generalizada y sélo en un animal lo detectamos entre
los 51 y 65 dpi. También REINA (1987), en su experiencia llevada a cabo
en perros observé de forma aislada algiin incremento en la fraccién o-
globulina, realizando dicha observacién entre los 8-14 dpi.

Respecto a los niveles de 8-globulina, obtuvimos en nuestra
experiencia incrementos a partir de los 7 dpi, que afectaron a la fraccién 8,,
no encontrando variaciones que afectaran a la fraccion 8,.

El aumento en las B-globulinas ha sido descrito por REINA (1987)
y REINA et al. (1989 b), quienes detectaron hiper 8-globulinemia en perros
desde los primeros dias de la infestacién. También HERRERO ALONSO
(1975); VERNES et al. (1975) y KOCIECKA (1981 b), observan este
aumento.

Otros autores como, LARSH (1968), READ (1970) o
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- PRZYJALKOWSKI et al. (1978 a), detectan un descenso de la fraccién
B-globulina en sus investigaciones en conejos y ratones, siendo tinicamente
LARSH y READ los que no observan variacién s1gmﬁcat1va de esta
’ fracc16n en sus expenencms en ratas.

Con respecto a Ia. evoluc16n 'de las 'y-globuhnas la mayoria de
autores consultados sefialan un aumento de esta fraccién, indicando
HERRERO ALONSO (1975).y KOCIECKA (1981 b), que esta fraccién
globuhmca es la que presenta un menor incremento.

REINA (1987) y REINA et al. (1989 b), no observan variaciones
“en los niveles de y-globulinas, observacién que coincide con la realizada por
~ nosotros en nuestra experiencia en la que no detectamos variaciones de los
niveles de 'y-globuhnas

Fmalmente y reﬁnéndonos al cociente albumma/globulma hemos
- observado una sxgmﬁcatlva reduccién del mismo en los animales infestados,
llegando a valores medios comprendidos entre 0,67 y 0,76, cuando antes de
. la infestacion estos se situaron entre 0,78 y 1,24. Esta observacién coincide
totalmente con las realizadas por HERRERO ALONSO (1975), en ratas,

- LARSH (1968) y READ (1970), en conejos y REINA (1987) y REINA ez

“al. (1989 b) en perros, quienes sefialan descensos de este indice en los
. procesos parasuanos por Tnchmella

| 5.3,3.- GLUCOSA

Enlos procesos tnchmelléswos la hipoglucemia es uno de los signos
mds observado, debiéndose probablemente como apuntan algunos autores
a las deficiencias en la absorcién intestinal (PRZYJALKOWSKI er al.,
1977, STWART, 1983 a; PAWLOWSKI, 1983; DESPOMMIER, 1983;
MORENQO et al., 1985 y REINA et al., 1989 c).

En nuestra expenenc1a no hemos detectado ningin descenso en la
glucemia, debido seguramente a que en los rumiantes el metabolismo de los
carbohidratos es diferente y los niveles séricos de glucosa no estdn

|
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influenciados por la absorcidn de azicares a nivel intestinal como ocurre en
los monogéstricos (COLES, 1986).

Sin embargo, otros autores también manifiestan no haber detectado
variacién en los niveles de glucosa sérica (HERRERO ALONSO, 1975 y
STEWART, 1983 b) o por el contrario hiperglucemia en algiin momento
de su experiencia (MORENO et al., 1985), argumentando como posible
causa de este aumento de glucosa, la intoxicacién intestinal o la ligera fiebre
producida durante los primeros dias post-infestacion.

5.3.4.- UREA

Son escasos los trabajos que refieren los niveles plasmdticos de urea
en los porcesos parasitarios por Trichinella, de ellos podemos destacar los
de MORENO et al. (1985), asi como los de REINA (1987) y REINA e¢
al. (1990), referidos a la especie canina. Estos autores indican la existencia
de valores superiores a los fisiolégicos, situando los primeros un pico sobre
los 23 dpi y REINA (1987) y REINA er al. (1990), sefialan un aumento
sobre los 5-10 dpi.

En nuestra experiencia hemos observado aumento en los niveles de
urea hasta los 7 dias desde el inicio de la misma, lo que es similar a la
observacion realizada por REINA (1987) y REINA et al. (1990). Pensamos
que podria deberse al dafio intestinal producido por la accién de los
pardsitos, o al mismo shock producido por la infestacién.

Por el contrario HERRERO ALONSO (1975), en ratas blancas
infestadas por T.spiralis no encuentra variaciones de este pardmetro.
5.3.5.- LDH

La liberacién enzimdtica como consecuencia de la fase muscular en

el ciclo evolutivo de Trichinella, se puede detectar mediante la valoracién
de LDH en esta etapa del proceso muscular (GENTILINI ez al., 1976),
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siendo el incremento en los niveles séricos de LDH indicativo de la
- presencia de trichinellosis. Los picos de mayor actividad de esta enzima
aparecen entre las 2-3 semanas postinfestacién, en infestaciones severas, y
 enla 42 _semana, en mfestacmnes moderadas (BOCZON 1988)

Debido a esto préctlcamente la totalidad de autores consultados,

coinciden en afirmar que en sus experiencias se produce un claro aumento
‘en la actividad sérica de la LDH (BECK, 1970; BOUREE, 1980;

GEORGIEVA e al., '1980; STUMPF er al., 1981; MURILLO

"VELARDE e al., '1983; PRZYJALKOWSKI et al., 1985 a; URSELL e¢
al., 1984; REINA, 1987; REINA et al., 1988; POLIDORI ef al., 1989 y
SOULE et al., 1989). Nosotros lo hemos constatado en nuestra experiencia,
a partir de los 16 dpi, en'un animal y en el resto de-animales infestados a
partir de los 30 dpi, en los que llegamos a registrar aumentos de hasta 424
U/1 de LDH sérica, lo que representa el doble del valor inicial.

'5.3.6.- CK

. ‘En’ nuestra expenencxa no hemos encontrado elevacién en la
~ actividad sérica de esta enzima como hubiera sido de esperar, dada su alta
-especificidad como mdlcatlva de dafio muscular, como asi lo han detectado
muchos autores (GENTILINI et al., 1976; BOUREE, 1980; FRAYHA,

- 1981;. STUMF et al., 1981, PAWLOWSKI 1983; MURILLO
VELARDE et al., 1983_;; STEWART ez al., 1982; STEWART, 1983 a;
URSELL ez al., 1984; TAKADA e al., 1985; REINA, 1987; REINA et
al., 1988 y POLIDORI et al., 1989).

Sin embargo, GOMEZ ‘CEREZO et al. (1989), afirman que en
- trichinellosis humana la correlacién entre alteraciones electromiograficas y
- aumentos en la CK es baja, basados en un estudio sobre 10 pacientes en los
que las alteraciones electromiograficas demostraron miopatias en todos ellos
mientras. que los niveles de CK sélo estaban incrementados en 6 de ellos.

‘ Unicamente HERi{ERO- ALONSO (1979), ‘manifiesta no haber
. encontrado variaciones significativas en los niveles de CK.
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5.3.7.- AST

También esta enzima, como indicativa de dafio hepdtico y muscular,
se incrementa en procesos de trichinellosis, segin la mayorfa de autores
consultados.

Algunos de estos autores, hacen referencia a esta elevacién de la-

AST, pero sin indicar hasta dénde asciende (PRZYJALKOWSKI ez al.,
1985 a y POLIDORI e al., 1989).

Otros autores como BOUREE (1980); FRAYHA (1981); STUMPF
et al. (1981); MURILLO VELARDE ez al. (1983) o URSELL er al.
(1985) encuentran incrementos sobre los valores fisiolégicos entre 2 y 10
veces. También REINA (1987); REINA ez al. (1988) y REINA e al.
(1989 b), indican que en perros la AST llega a duplicar el valor previo a la
infestacion sobre los 40 dpi, para luego descender a valores inferiores a los
iniciales sobre los 82-90 dpi.

TOMASOVICOVA er al. (1991), comprueban en ovejas un plco en
la actividad sérica de esta enzima sobre los 19 dpi, pero permaneciendo
durante toda la experiencia dentro de los limites fisiologicos. Esta opinién
concuerda con lo observado en nuestra experiencia en la que los valores
séricos de AST han permanecido dentro del rango fisiolégico y s6lo hemos
observado elevacién en algunos animales sobre los 26-30 dpi.

5.3.8.- ALT

Las elevaciones séricas de ALT son especificas de dafio hepdtico en
pequeiios animales y hombre, sin embargo carece de valor diagndstico en
rumiantes (KANEKO, 1980; COLES, 1986) debido a que las células
hepéticas en estos animales contienen escasa cantidad de esta enzima.

Debido a esto, probablemente, no hemos encontrado durante nuestra
experiencia ninguna elevacién en los niveles séricos de esta enzima,
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contrariamente a lo expresado por otros autores que si han constatado
incremento de la ALT al estudiar procesos trichinellésicos en otras especies
como asf los indican REINA (1987) y REINA et al. (1992 b), en perros,
BOUREE (1980), STUMPF et al. (1981) y MURILLO VELARDE et al.
(1981), en'la especie humana y PRZYJALKOWSKI et al. (1985 a), en
ratones ‘

: En runuantes sélo TOMASOVICOVA e al. (1991), hace
referencia a la evolucién de esta enzima, indicando al igual que ocurri6é con
~la AST, que si bien hay un incremento sobre los 19 dpi, en ningiin
momento sale del margen ﬁs1016glco

' 5.3.9.- FOSFATASA ALCALINA

. En la bibliografia cbnsultada se reflejan, con respecto a la evolucién
“.de esta enzima en procesos tnchmelléslcos oplmones contradictorias.

Autores como BECK (1970), READ (1970), FRAYHA (1981),

'PRZYJALKOWSKI ez al. (1985 a) y POLIDORI et al. (1989), 1nd1can'

- el aumento que esta enzima manifiesta, probablemente como consecuencia
del dafio hepdtico sufrido por la accién del pardsito.

Por ¢l contrario BQRGERS et al. (1975), REINA (1987) y REINA
et al. (1988), constatan un descenso en los niveles séricos de la enzima
durante ]a primera semana seguido de una recuperacién para volver a
descender, indicando estos autores que este descenso puede ser debido a un
incremento de fosfatasa alcalina en el sistema -"T" tubular hipertrofiado
~ (Reticulo endopldsmico liso), que circunda interiormente el sarcolema. Esta
enzima jugaria un papel 1mportante en ¢l intercambio de moléculas a través
de la c€lula muscular hospedadora la cual nutre alalLlde Tsplralts en

. ella mstaurada

<_En nuestra experiencia la tendencia observada en esta enzima fue al

“incremento fundamentalmente a partir de los 26-37 ‘dpi cuando el dafio

hepéﬁco es evidente y asi lo demuestra el estudio histopatolégico.
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5.3.10.- POTASIO

La disminucién en el nivel de potasemia durante un proceso
parasitario por Trichinella, ha sido observada en algunas especies tales
como conejos (CHODERA et al., 1974), humanos (LE MERCIER e al.,
1977 y PAWLOWSKI, 1983) o en perros (REINA, 1987), indicando este

tiltimo autor que en su experimento constaté una disminuci6n del nivel de-

potasio sérico durante las primeras fases, terminando con un incremento
hacia el final del mismo.

En otras especies tales como rata blanca (HERRERO ALONSO,
1975), o caballos (POLIDORI et al., 1989), se observaron incrementos de
estos niveles. :

Contrariamente a estas observaciones en nuestro experimento no
hemos detectado alteraciones significativas con respecto a la potasemia que
las cabras muestran al inicio del experimento, y la escasa variacién
observada afect6 a s6lo dos animales en distinto momento y sin continuidad
en el tiempo.

5.3.11.- HIERRO

Sélo las publicaciones de THEODOROPOULOS y GREVE (1986),
en cerdos y REINA (1987), en perros, hacen referencia a los niveles séricos
de hierro en trichinellosis.

Este dltimo autor indica haber observado un aumento considerable
de la sideremia desde los primeros dias postinfestacion.

Sin embargo, THEODOROPOULOS y GREVE sefialan no
observar cambios importantes en el hierro sérico, aunque si indican que el
hierro puede ser muy inportante para la supervivencia de las larvas de
T.spiralis.
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En nuestra expenencm el hierro sérico, es evidente que sufre una
reduccién importante durante los primeros 26 dias desde la infestacion,
reducci6én que pudiera estar relacionada con el dafio que se produce a nivel

- de 1a mucosa del duodeno con una importante descamacion celular, lo cual
provocaria una disminucién en la absorcién de hierro, o con €l consumo de
las L1 en su localizacién intestinal y hasta la Ilegada a musculatura.

5.3.12.- OTROS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Con referencia al sodio, REINA (1987), detecta incremento en la
~ natremia coincidiendo con la llegada de larvas a musculatura, observacién
que-no hemos constatado en nuestra experiencia en la que el nivel sérico de
sodio permanecié constante a lo largo de la misma

" Esto- mismo ocurné con el cloro magnesm calcm fésforo,
creatinina, bilirrubina y v-GT; que permanecieron estables durante todo el
desarrollo expenmental 1 :

‘ Contranamente hgeras elevaclones en la creatmma sérica han sido
“observadas por otros autores (REINA, 1987 y POLIDORI e al., 1989).

" También, REINA (1987). observa incremento en los niveles de

magnesio a partir de los 126’-28 dpi, al igual que a partir de los 16 dpi
detecta niveles de calcemia sensiblemente inferiores a los que el colectivo
experimental presentd al inicio del experimento. Por el contrario, BOUREE
y BADJANG (1989), indican que el incremento en la calcemia es
proporcional a las dosis infestantes.

i

5.4.- ANALITICA EN ORINA -

Algunos autores hzin observado la presencia de proteinuria durante

" procesos trichinellésicos, como asi lo describen FRAYHA (1981), en la.

espec1e humana y REINA (1987), €N perros.
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En nuestro trabajo, sélo hemos constatado la presencia de proteinas
en orina en una séla de las cabras infestadas. Este hallazgo se produjo en
el animal de lote 3 que fue sacrificado a los 90 dpi. La cantidad de
proteinas presentes en la orina fue de 500 mg/dl.

BOUREE (1980), por €l contrario, expone que la orina de personas
con procesos trichinellésicos no contiene albimina. Este mismo autor indica
que el resto de pardmetros en orina no presentan alteraciones de
consideracién, hecho que coincide con los resultados obtenidos en nuestra
experiencia, en la que todos los pardmetros se ajustaron a los dados como
normales para la especie caprina.

Con respecto a los cilindros epiteliales evidenciados a los 90 dpi,
ningin otro autor hace referencia a este hallazgo, que consideramos se
produce por el dafio producido a nivel glomerular que hace que se filtren
proteinas en gran cantidad a las que se adhieren células epiteliales
descamadas como consecuencia de la degeneracién tubular.

Como consecuencia de las alteraciones biopatolégicas comentadas
resuminos indicando que la trichinellosis en cabras cursa con anemia,
leucocitosis en las fases intestinal y muscular, eosinofilia, hipoalbuminemia,
hiperB-globulinemia, disminucién del hierro sérico y elevaciones séricas de
urea, LDH y fosfatasa alcalina, pudiendo en fases avanzadas verse afectada
la funcién glomerular manifestada en un primer momento por la presencia
de proteinuria.

5.5.- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

5.5.1.- APARATO DIGESTIVO

A nivel de intestino delgado es donde se produce el asentamiento de
larvas 1 recién liberadas, por ello, macroscépicamente se observa un
proceso de inflamacién (enteritis) (RACE ez al., 1974 y WEATHERLY,
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1983), y como consecuencia de la penetracién de larvas infestantes en la
mucosa se producen tlceras diminutas, hiperemia, petequias en serosa, y
edema a lo largo de todo el tracto intestinal, con excesiva secrecién mucosa
0 incluso débiles hemorragias (WEATHERLY 1983 CASTRO y
4 BULLICK 1983).

En nuestra experiencia, hemos observado algunas de las alteraciones
macroscépicas descritas por estos autores, y que se cifien a fenémenos de
- hiperemia con abundante secrecién mucosa. Estas observaciones coinciden
plenamente con las realizadas por REINA (1987) y REINA et al. (1992 a),

en perros infestados con larvas de Tnchmella

Mlcroscopxcamentg, hemos observado un proceso de enteritis catarral

‘con descamacién celular' durante los- primeros 23 dfas postinfestacién,

. evolucionando estas lesmnes hacia un proceso crénico hasta el ﬁnal de la
experiencia. s

. También, RACE et al. (1974), en ratones, describe un proceso
- inflamatorio intestinal agudo durante los primeros dias postinfestacién, y a
partir de los 22 dpi, cuando la mayorfa de pardsitos han sido eliminados, la
“reaccién tisular disminuye gradualmente, caracterizdndose la inflamacién
por el predominio de linfocitos y células plasmdticas sobre neutréfilos y
eosméfilos lo que 1nd1ca la ex1stenc1a de una inflamacién de tipo crénico.

- Un cuadro de ententls catarral tamblén ev1denc1ado por nosotros, ha
sido descrito por. BOUREE (1980); CASTRO y BULLICK (1983),
REINA (1987) y REINA et al. (1992 a). Estos ltimos autores, denuncian
ademas un proceso de descamamén

‘ Otra lesién observada por nosotros es la hipertrofia de placas de
‘Peyer, lesién que ha sido.evidenciada también por SINSKI et al. (1983),
en ratones albinos y R_EINA (1987) y REINA ez al. (1992 a), en perros.

- .. Anivel dela capa:muscular' coincidiendo con las observaciones de
- CASTRO y BULLICK (1983), se produce un aumento de grosor, que estos
autores indican que puede ser debido a edema, hiperplasia o hipertrofia, y
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que en nuestra experiencia se debe a fenémenos de hiperemia y edema muy
intensos en los primeros dias de la experiencia, y aunque menos intensos,
estan presentes hasta los 45 dpi, remitiendo totalmente a los 60 y 90 dpi.

A la vista del cuadro histopatolégico intestinal y su cronologia, tal
y como describen otros autores, pensamos que ha de existir una
correspondencia entre la expulsién de adultos del intestino y la evolucién del
proceso entérico. En nuestra experiencia, una vez producida dicha expulsién
se mantienen las lesiones hasta el final de la misma, por lo que podria estar
relacionado con una respuesta celular inmune de tipo tardio que
permaneciera tras la expulsién de los adultos, tal y como afirman LARSH
y RACE (1975), o bien, por una respuesta intestinal ante un proceso t6xico
provocado por las larvas(EVRANOVA y EVRANOVA, 1974).

5.5.2.- TEJIDO MUSCULAR ESQUELETICO

Algunos autores describen alteraciones macroscdpicas evidenciables
en los miisculos parasitados, asi BOUREE (1980) y PAWLOWSKI (1983),
hablan de miisculos edematosos y flexibles, con cambio del color normal del
misculo afectado, sefialando la aparicién de un moteado blanquecino tras
2-3 meses del comienzo de la infestacién.

Un moteado blanquecino que se corresponde con zonas de
miodegeneracion, fue observado por nosotros en diafragma a los 90 dfas del
inicio del experimento, no habiendo observado ninguna otra alteracién a
nivel muscular, ni en cuanto a consistencia ni a la coloracién, tal y como
también lo describe REINA (1987), en su experimento en perros.

Microscépicamente, la gran mayoria de autores consultados,
coinciden en sefialar la presencia de un proceso inflamatorio granulomatoso.

REINA (1987) y REINA er al. (1988), lo definen como una miositis
granulomatosa caracterizada por la presencia de granulomas, que estos
autores evidencian a partir de los 8 dpi, aunque de forma mucho mds
manifiesta a partir de los 25 dpi.
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~ Otros autores como DRACHMAN y TUNCHAY (1965), comentan
que tanto el dafio enla fibra muscular como el infiltrado celular
- inflamatorio se incrementa de forma inportante después del dia 20 pi.

Igualmente BECK ' (1970), WEATHERLY (1983) y GUTOWSK

- et al. (1989), observan en cricetos 'y ratones estos procesos inflamatorios
~-sobre los 14-15 dpi. También STEWART e al. (1982), indican que la
~ miositis trichinellésica comienza en diafragma alrededor de los 13 dpi y
PROKOPOWICZ er al. (1983), observan estas reacciones granulocmcas
‘a partir del dia 10 pi.

Coincidiendo con . estos autores en nuestra experiencia hemos
observado una reacci6n miositica con granulomas, aunque no estuvo
- presente hasta los 30 dpi, pero observando desde el dfa 20 pi, una reaccién
- inflamatoria generalizada o miositis simple que permanece Junto con el
proceso granulomatoso hasta el ﬁnal de la experiencia. :

Al mismo tiempo que comenzamos a observar esta miositis (20 dpi),

aparecen quistes parasitarios mterﬁbnlares que aumentan a medida que .

avanza la expenenc1a

553 MUSCULATURA CARDIACA

. En nuestra experiencia hemos observado un mecanismo de reaccién
vascular generalizado, caracterizado por la presencia de hiperemia y edemas
intensos, junto con un proceso. inflamatorio generalizado o miocarditis
simple desde los primeros dias postinfestacién, fenémenos que no aparecen
a partir de los 60 dpi. También REINA (1987), ha observado edemas a los

5 dias de-la infestacién, aunque este autor no los conceptia como

importantes ni por su inter‘nsidad ni por su extensién.

En musculatura cardlaca son frecuentes igualmente los granulomas
compuestos por neutrc’)ﬁlos eosindfilos, linfocitos, macréfagos e histiocitos,
como lo han confirmado gran cantidad de autores entre los que destacamos
a GABRYEL e al., (1970); LE MERCIER e al. (1977); KASSUR et al.
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(1981); PARKER e al. (1984); URSELL et al. (1984) y REINA (1987),
quienes destacan la presencia de una miocarditis que PAWLOWSKI
(1983), la define como miocarditis eosinofilica.

Al igual que estos autores, en nuestra experiencia, evidenciamos la
presencia de granulomas a partir de los 30 dpi, coincidiendo con
PAWLOWSKI (1983), que cita 1a miocarditis granulomatosa en la especie
humana entre las 4 y 8 semanas postinfestacién, al igual que REINA
(1987), en un proceso de trichinellosis canina.

5.5.4.- HIGADO

_ Coincidiendo plenamente con las observaciones realizadas por

REINA (1987) y REINA ez al. (1989 c) en perros infestados con T.spiralis,
una de las lesiones mds caracteristicas hallada en higado es la degeneracién
glucogénica.

Igualmente coincidiendo con estos autores observamos granulomas
distribuidos por el parénquima hepitico y que también han sido descritos
por otros autores como MIKHAIL e al. (1978) y GABRYEL et al. (1981
a).

A diferencia de lo expresado por PAMBUCCIAN y CIRONEAU
(1961), y de acuerdo con lo observado por REINA (1987), no hemos
detectado aumento del tamafio de la viscera.

Aunque microscépicamente, si que se detecta desde los primeros dfas
postinfestacién un proceso inflamatario generalizado que alcanza su méximo
grado a los 30 dpi, pudiendo deberse como apuntan EVRANOVA vy
EVRANOVA (1974) y REINA (1987), a la influencia t6xica de las larvas
de Trichinella.

214

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



DISCUSION .

5.5.5.- RINON

.. Coincidimos con SITPRIJA et al. (1980), GABRYEL ez al. (1981
" a), WEATHERLY (1983), REINA (1987), TODOROVA e al. (1988,
1990) y REINA ez al. (1990), en la presentacién de una glomerulonefritis
membrano-prohferatxva con proliferacién de células ‘mesangiales en los
Procesos por Trzchmella posiblemente debida, segin algunos de estos
autores a la presencia de inmunocomplejos a nivel de glomérulo renal.

En nuestra experiencia hemos detectado también lesiones del sistema
~ tubular con la existencia de necrosis tubular a partir de los 30 dpi.

' A nivel intersticidl es importante la presencia de edema desde los
primeros dfas postinfestacion,. hasta los 30 dpi y la existencia a partir de los

- .45 dpi de un cuadro de nefritis intersticial, con importante infiltracion de

- linfocitos e histiocitos, lesiones observadas también por REINA (1987) y
‘REINA et al. (1990).

5.5.6.- BAZO Y GANGLIOS LINFATICOS

.4 Desde los primeros dias postinfestacién hemos hallado un proceso

inflamatorio, a consecuencia del cual hay un aumento en el tamaiio del
 bazo. Esplenomegalia que también ha sido observada por GABRYEL ez al.
(1981 a); WETHERLY (1983); TAKADA et al. (1985) y REINA (1987).

, Mlcroscdplcamehte observamos una esplenitis hiperpldsica con
hipertrofia folicular commdlendo igualmente con las- observacxones de
: GABRYEL et al (1981 ‘a) y REINA (1987).

Con respecto a g{mghos lmfétwos al 1gual que FAUBERT vy

‘ 'TANNER (1974) y BOUREE (1980), hemos encontrado hipertrofia de los

, mlsmos desde los primeros dias postinfestacién.

: Mlcroscéplcamente observamos un proceso de linfoadenitis
hlperplasxca con hipertrofia de foliculos, proceso también observado por
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REINA (1987).

En zona medular el proceso encontrado es catarral a nivel de senos,
con descamacién de células y lisis de linfocitos, constituyendo un cuadro
muy similar al detectado por REINA (1987), en perros infestados con
T.spiralis.

5.5.7.- PULMON

Segin OPIE y ASKANAZY (citados por WEATHERLY, 1983) y
GOULD (1970 a y b), se detectan focos hemorrdgicos en pulmén de
animales infestados con Trichinella, pudiendo ser debidos a la rotura de
capilares alveolares por las obstrucciones provocadas por las larvas en estas
localizaciones (GOULD, 1970 a y b). Por el contrario en nuestra
experiencia hemos detectado desde los primeros dias postinfestacién zonas
hiperémicas, pero sin observar focos de hemorragia.

No coincidimos tampoco con las afirmaciones realizadas por
BOUREE (1980); KASSUR et al. (1981); PAWLOWSKI (1983);
URSELL et al. (1984) y REINA (1987), en cuanto a la aparicién de
edema. Por el contrario, coincidimos con estos autores en cuanto a la
deteccidn de un proceso bronconeuménico, con infiltrado celular interseptal,
representado por el acimulo de histiocitos y linfocitos, constituyendo un
cuadro de neumonia intersticial.

5.5.8.- SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Desde los primeros dias postinfestacién evidenciamos a nivel de
sistema nervioso central zonas hiperémicas y edematosas, al igual que
URSELL ez al. (1984) y REINA (1987) en sus respectivas experiencias,
aunque no observando como estos autores zonas hemorragicas.

A partir de los 20 dpi el cuadro lesional se caracterizé por satelitosis

junto a movilizacién de células de glia, coincidiendo con las observaciones

de WEATHERLY (1983) y REINA (1987).
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" Por el-contrario, disentimos de GABRYEL er al. (1981 a) y
- KASSUR er al. (1981) que no detectan mnguna alteracién morfolégica de
este 6rgano . :

- A la vista de todas estas alteraciones producidas, deducimos que la
, trichinellosis en cabras, al igual que en otros hospedadores, provoca una
reaccién inflamataria generahzada radicando las lesiones mds importantes
en intestino, higado, rifién, tejido muscular estriado y miocardio.

5.6.- ESTUDIO I"NMUNiODOGICOI |

. 5.6.1.- ESTANDARIZACION DE LA TECNICA ELISA

De las dlstmtas concentraciones antigénicas ensayadas (1, 5, 10 y 20
pg/ml) frente a distintas concentraciones séricas y de conjugado, fue la de
5 pg/ml, la que ofrecié una mayor discriminacién entre sueros positivos y
negatlvos ‘

_ e Aunqu_e algunos autores hayan utilizado concentraciones més bajas
(GAMBLE er al., 1983), una concentracién de antigeno de 5 pg/ml ha sido
utilizada en muchos trabajos (RUITENBERG e al., 1976; RUITENBERG
y VAN KNAPEN e al., 1977, VAN KNAPEN et al., 1981; SERRANO,
11991 y NAVARRETE ez al., 1991). _

La detenci6n de la reaccién fue ensayada a los 30 y 60°, encontrando
los. mejores resultados cuando se realizé a los 30’. En cambio,
-SERRANO(1991) y NAVARRETE er al. (1991), hallaron una mejor
‘ diferencia entr‘e sueros positivos a negativos a los 60°.

L Fmalmente en los ensayos realizados resultaron 6pt1mas la d11uc16n
:de conJugado 1:8000 y la d11uc16n sérica 1:640. :

Estos datos no podemos compararlos con otros estudios sobre la
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especie caprina, ya que sélo tenemos referencias a los realizados en cerdos,
en los que los autores recomiendan como dptimas diluciones séricas de
1:1280 y diluciones de conjugado de 1:5000 (SERRANO, 1991 y
NAVARRETE et al., 1991).

5.6.2.- EVOLUCION DE LOS NIVELES SERICOS DE
ANTICUERPOS

Desde el dia 7 antes de la infestaci6n, hasta el dfa 16 pi, no se
aprecian diferencias de DO entre animales infestados y el lote control. Es
en el dia 16 pi cuando se observan los primeros incrementos en los valores
de extincién obtenidos en el grupo infestado respecto al control.

Las diferencias entre ambos grupos continjan aumentando
progresivamente hasta los 37 dpi, momento en el que se estabiliza,
tendiendo a descender hacia el final de la fase experimental.

Esta evolucién del nivel de anticuerpos coincide con la aportada por
otros trabajos, en condiciones similares a las nuestras (RUITENBERG vy
VAN KNAPEN, 1977 b; GAMBLE e al., 1983; SERRANO, 1991 y
NAVARRETE et al., 1991), aunque algunos autores no encuentran la
seroconversién hasta el dia 21-24 pi (SMITH y SNOWDON, 1987 b).

En estudios realizados sobre ovejas, TOMASOVICVA e al. (1991),

encuentran los primeros aumentos a los 11 dpi, hallando el méximo titulo
a los 35 dpi.

5.7.- ESTUDIO DEL GRADO DE INFESTACION MUSCULAR

Los resultados obtenidos en nuestra experiencia demuestran que hay
un buen asentamiento muscular de larvas de Trichinella en todos los
animales infestados y sacrificados a partir de los 20 dpi. Légicamente no se
detectaron larvas en los animales sacrificados a los 5 y 7 dpi.
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Es un hecho conocido que en las infestaciones por Trichinella 10s
" misculos de mayor actividad . son los que resultan mds altamente
parasitados, lo que determina una distribucién diferente en cada especie

hospedadora (PAMPIGLIONE et al. 1978 en caballos, STEWART et al. -

- 1980 en ratones, HENRIKSEN 1981 en conejos, MARTINEZ-GOMEZ
et al. 1985 y REINA 1987, en perros)

, En los animales de nuestra expenenc1a se observé una distribucién
- regular de larvas, con las 16gicas variaciones individuales, como KOTULA
- et al. 1984 indican, utilizando el mismo aislado, la misma dosis y la misma

~edad y peso de los animales de experimentacién. Estas afirmaciones revelan
que la resistencia de cada animal puede ser muy diferente.

En nuestro trabajo el menor niimero de LPG en todos los misculos
fue detectado en el animal sacrificado a los 20 dpi, posiblemente porque en
 ese dia ain se encuentren larvas en la circulacién (CALERO 'y
, CARMONA, 1982). Por el contrario, el mayor nimero de LPG fue
observado en el animal que debido a su evolucién clinica fue sacrificado a
los 23 dpi. El mimero tan elevado de LPG obtenido en este animal nos hace
pensar en una sensibilidad especial a los pardsitos administrados, lo que dio
‘lugar a una asentamimiento muscular muy elevado, con la ldgica
repercusioén clinica tal y como ya fue comentado.

v ‘En todos los animales, a excepcion del sacrificado el dia 23 pi, el
recuento LPG en los distintos misculos mostré que el grado de parasitacion

- corresponde en orden decreciente a lengua, maseteros, diafragma, flexores-

extensores, intercostales y musculo cardiaco.

) Es un hecho muy significativo el hallazgo de larvas en el corazén de
- los animales necropsiados a partir del difa 23 pi. No obstante,

. WEATHERLY, 1983 comenta varios argumentos para explicar €l no

‘asentamiento de las larvas de Trichinella en miocardio. Sin embargo, VAN
- KNAPEN er al. 1987 también encontraron algunas larvas en el corazén de
dos caballos infestados experimentalmente con T.spiralis. Esto nos hace
pensar en un posible-asentamiento de Trichinella en el mlocardlo y que este
~miisculo no sea sélo una zona de paso.
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Con respecto al animal infestado y tratado con dexametasona(lote 5),
la distribucién fue muy similar al resto de animales infestados, siendo
maseteros y lengua los musculos mds afectados, seguidos de diafragma,

flexores-extensores, intercostales y misculo cardiaco. La corticoterapia no

produjo en este animal un mayor grado de parasitacién, posiblemente debido
a la baja dosis de dexametasona administrada, mostrando un
comportamiento muy parecido al resto de animales infestados.

Aunque en cerdos y roedores (LIZCANO HERRERA 1979;
STEWART y CHARNIGA 1980; KOTULA er al. 1984 y SERRANO
1991), el diafragma, seguido de lengua y maseteros son los misculos mds
parasitados, parece ser que en herbivoros este orden se altera. Asi,
TOMASOVICOVA er al. (1991), en ovejas, encuentran una mayor
parasitacién en maseteros seguidos de diafragma y lengua. En caballos,
POLIDORI ez al. (1980) apunta que en su estudio experimental la lengua
es el misculo mds afectado. También SOULE ez al. (1989), indican que
maseteros y lengua seguidos de diafragma son los musculos mas
parasitados, coincidiendo completamente con nuestros resultados.
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RESUMEN

‘Se realiza un estudlo experimental de Trichinellosis en la cabra
(Capra hzrcus) Para ello,'a un total de 9 cabritos de dos meses de edad y
un peso vivo medio de 10 Kg, se les administra 8000-10000 larvas por
~ animal de 7.spiralis enquistadas en musculo de ratén, procedentes de un
aislado T1 denominado "LASO" y obtenido de cerdo doméstico

Para el estudio de ‘las dlferentes fases de la paras1t051s las cabras
infestadas se agrupan en tres lotes experimentales, sacrificindose los dias
5,17, 20 23, 30, 45, 60 y '90 postinfestacién.

Otro lote formado por dos ammales es tratado prev1amente con
dexametasona (0,1 mg/kg ! durante 4 dfas antes de la infestacién), uno de
~ estos animales es infestado y el otro utilizado como control, ambos se
mantienen hasta los 90 dpi a fin de comprobar si existe aumento en la
respuesta orgdnica a esta parasnosm cuando hay una inmunodepresi6n.

~ Al mismo tlempo, 'un lote testigo compuesto por dos animales se
mantiene en las mismas cond1c1ones que el lote experimental.

’ El disefio de la experiencia comprende el estudlo clinico y toma de
muestras para la determinacién de diversos pardmetros clinicos y
biopatoldgicos con una periodicidad diferente segiin la fase de la enfermedad
que se estudia.y el lote experimental de que se trate. Al mismo tiempo se
realiza-un estudio serolégico para conocer la evolucién de los anticuerpos
anti-Trichinella mediante la técnica inmunoenzimdtica ELISA.

Igualmente y conformc se realiza la necropsxa de los animales se
toman muestras para el estudio hlstopatoléglco asi como para el estudio del
grado de parasuamén muscular

El estudlo clinico y blopatoléglco muestra- un proceso que cursa con
una sintomatologfa caracterizada por diarrea, fiebre, taquicardia, taquipnea
_y anorexia. Durante algunas fases de la enfermedad se aprecian anemia,

’leucoc1tos1s eosmoﬁha h1poa1bum1nem1a hlperB-globuhnemla descenso

]
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del hierro sérico y aumentos de urea, LDH y fosfatasa alcalina.

Los resultados histopatolégicos demuestran reacciones inflamatorias,

correspondiendo las lesiones mds importantes a intestino, higado, rifién,

tejido muscular esquelético y miocardio.

Con respecto a la ubicacion de larvas de Trichinella, se demuestra
que hay un buen asentamiento muscular en todos los animales infestados,
siendo los miisculos mds parasitados lengua, maseteros y diafragma,
seguidos de flexores-extensores, intercostales y musculo cardiaco.

Finalmente, la evolucién de los niveles séricos de anticuerpos anti-
Trichinella es detectada mediante la técnica ELISA, demostrdndose
aumentos de DO en el lote infestado a partir de los 16 dpi y manteniéndose
. hasta el final de la experiencia, por lo que esta técnica se muestra sensible
para detectar con prontitud la seroconversién producida asi como en el
mantenimiento de altos valores de extincién durante prolongados periodos
de tiempo.

222

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



#00Z ‘eubia essol

g “eleueD UBIO 9p Sew|ed se 9p PepISIsAlN &




+002 ‘1enBia edsjoliqig "eUeUED UBIS) 9p SBWled SBT 9p PEPISISAIUN ©



SUMMARY

. SUMMARY .
We have done an experimental study of Trichinellosis in goats
. (Capra hircus): In this way, 9 two months old kids of 10 Kilogrames of
- weigth were administered. 8000-10000 larvas of mouse muscle with
Tspzralls developed a cyst, from T1 1solated which is called "LASO" and
got in domestxc p1g

- To study the different phases of the para51tos1s infected goats were
grouped in three experimental lots and slaughtered ats, 7, 20 23 30, 45,
60 and 90 days postmfestatlon

~ Another lot of ;two animals was previously treated with
- dexamethasona (0,1 mg/Kg for 4 days before the infestation), one of these
animals was infested and the other used as control, and both stayed till 90
dpi to show if there is an mcrease in the organic response to this parasitoses
"during 1nmunodepress1on

At the same time, a control lot of two ammals was set in the same
conditions that the expenmental lot.

Our research mcludes the clinic study and the analysis of different
clinic and biopathologic parameters with a different periodicity according
to the phase of the disease and the experimental lot studied. We have also
applied a serologlc study to know the evolution of antl-TnchmeIla antibodies
by ELISA assay

We also. took some samples from the slaughtered animals for
histhopathologic study and to measure the level of parasites in muscle.

Clinic and biopathologic sudy shows a desease caracterized by
“diarrhoea, fever, tachycardia, tachypnea and aorexia. In some phases of the
disease is showed. anemia, leukocytosis, eosinophilia hypoalbuminemia,
hyperBglobulinemia, decrease in the serum iron and urea, LDH and alkaline

phosphatase increased.. ‘

Hlsthopathologlc results show inflammatory reactions, the most
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important lessions affecting to guts, liver, kidney, skeletal muscle and
myocardium. :

With regard to the location of the Trichinella larvas, it has been
showed there are a good muscular settle in all the infested animals, being
the more parasited muscles: tongue, masseters, diaphragm, flexor-extensors,
intercostals and cardiac muscle.

Finally, seric levels of anti-Trichinella antibodies evolution was
detected by ELISA assay showing some increases in DO of the infested lot
since 16 dpi and remaining till the last of the study, so this test is enoughgly
sensible to detect the seroconversion produced and the maintenance of high
values for long.
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- CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

1.- La cabra (Capra hir'cfus),en las condicibnes de nuestra experiencia se

comporta como una especie relativamente sensible a T.spiralis. Con la dosis

empleada las manifestaciones clinicas son evidendes, llegdndose a producir
~ la-muerte en uno de los animales. o o

2.- La sintomatologia observada se caracteriza por diaﬁea, fiebre,
taquicardia, taquipnea y sobre todo anorexia.

3.- El hemograma se caracteriza por anemia desde los primeros dias
_postinfestacién, leucocitosis durante’ las. fases ‘intestinal y muscular y
-eosinofilia a partir de los 20 dpi.

‘4.- Del estudio de la bioquimica sérica se desprende que uno de los
- pardmetros més afectados es el hierro sérico, que sufrié una importante
. “disminucién durante la fase intestinal. Este descenso queda justificado por
el dafio intestinal o por el consumo que de €] hacen las larvas antes de su
ubicacién muscular. ; : -
5.- Durante la fase muscular se produce elevacién de LDH y fosfatasa
~ alcalina como consecuencia del dafio muscular y hepético. No se produce
alteracién en los niveles séricos de otras enzimas como CK, AST, ALT 6
~-GT. f
-6.- El cuadro lesional se caracteriza por una enteritis catarral descamativa,

hipertrofia e hiperplasia de placas de Peyer. En el higado se aprecia

degeneraci6n glucogénica y la existencia de pequefios granulomas. En el
 1ifién encontramos glomerulonefritis membrano-proliferativa, degeneracion
" tubular y nefritis intersticial. En el tejido muscular esquelético observamos

una miositis granulomatosa y quistes parasitarios interfibrilares.

7.- En _musculatura cardiaca evidenciamos miocarditis granulomatosa,
detectdndose larvas en todos los animales sacrificados a partir del dia 23 pi,
lo que hace suponer que las larvas de Trichinella se ubican en miocardio.

!
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8.- El recuento de larvas por gramo demuestra que existe un buen
asentamiento muscular mostrando afinidad en orden decreciente por lengua,
maseteros, diafragma, flexores-extensores, intercostales y miocardio.

9.- La técnica inmunoenzimdtica ELISA empleada para el estudio
inmunolégico de la infestacién demuestra una elevada sensibilidad,
demostrada por la prontitud en detectar la seroconversién producida en las
cabras experimentalmente infestadas con Trichinella asi como en el
mantenimiento de esta capacidad durante prolongados periodos de tiempo.

10.- El animal tratado con dexametasona antes de la infestacién muestra una
sintomatologfa m4s intensa que el resto de animales infestados aunque no
se evidencian diferencias significativas en los resultados biopatolégicos e
histopatolégicos, asi como tampoco en el grado de infestacién muscular. En
cuanto al estudio inmunoldgico hallamos algunas diferencias con respecto
“al grupo no tratado, ya que en ningin momento se alcanzan los niveles de
extincién obtenidos en los no tratados y en este animal observamos un
descenso en los niveles de anticuerpos durante el segundo mes
postinfestacién, hecho que no se observa en el resto del colectivo
experimental infestado.
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