Trichinella spiralis: viabilidad e infectividad de larvas libres y enquistadas(in vitro e in vivo).
Trichinella spiralis: viability and infectivity of free and encysted larvae (in vitro and in vivo).
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La Trichinellosis es una zoonosis parasitaria producida por larvas de nematodes del género Trichinella, y la infestación se produce por el consumo de carne de cerdo y especies silvestres cruda o mal cocida que contenga larvas viables del parásito. En nuestro país, la enfermedad es producida fundamentalmente por T. spiralis. En las últimas décadas y hasta el año 2006 el 90% de los brotes de Trichinellosis humana en Argentina ocurrieron entre las provincias de Buenos Aires, Córdoba y Santa Fe no registrándose casos en las provincias de Mendoza, San Juan, Chaco, Tierra del Fuego, Formosa y Salta. Sin embargo para abril de 2011 fueron notificados casos en las provincias de Tierra del Fuego, Buenos Aires, Santa Fe y Entre Ríos, Mendoza, Córdoba, Chaco y Ciudad Autónoma de Buenos Aires. Estos datos muestran la gran dispersión geográfica de esta zoonosis observándose además un aumento importante del número total de casos en el período 2009-2013 en provincias donde la enfermedad es endémica. Con estos antecedentes, y ante los distintos reportes epidemiológicos nacionales que notifican día a día nuevos brotes de esta zoonosis se propuso investigar el comportamiento (in vitro e in vivo) de larvas libres y enquistadas de T. spiralis, aisladas de un brote ocurrido en nuestra región, frente a distintas temperaturas de calentamiento y congelación y los tiempos de tratamiento necesarios para lograr la pérdida de viabilidad del parásito. La cepa de T. spiralis utilizada BBSC 01 fue tipificada por PCR en el Centro Internacional de Referencia en Roma, Italia. Las experiencias se realizaron sobre larvas libres (L) y enquistadas (E) de T. spiralis cepa BBSC 01 sometidas a diferentes tratamientos térmicos: -30º C en freezer, -20º C en freezer, 4º C en heladera, 20±0.5º C en mesada de laboratorio, y calentamiento gradual (10° C cada 15 min., entre 0 y 100° C) en baño termostatizado. Todas las muestras fueron observadas diariamente durante los primeros 20 días y luego cada 10 días. Las larvas fueron clasificadas como muertas cuando se observó al mismo tiempo (1) ausencia de movimientos, (2) retracción de las estructuras internas y (3) ruptura de la capa quitinosa del parásito. La ausencia de estas tres características permitió clasificar a las larvas como vivas. Finalmente, la viabilidad fue confirmada mediante la técnica de azul de metileno. Los recuentos de larvas fueron realizados hasta el día en que se logró la mortalidad del 100% de las mismas, el cual fue definido como T100. La mortalidad larvaria aumentó significativamente en función del tiempo en todos los tratamientos. Para los tratamientos con frío la mortalidad mostró un marcado aumento inicial en función del tiempo, el cual fue independiente del estado larvario. Tanto las larvas libres como enquistadas de la cepa utilizada permanecieron vivas cuando fueron sometidas a temperaturas aún más adversas (tanto de congelamiento como calentamiento) que las recomendadas por la Comisión Internacional de Trichinellosis (Tabla 1). A -30º C, la mayor parte de las larvas libres (80.0%) y enquistadas (83.6%) murieron durante los primeros ocho días de tratamiento. A -20º C el 40.3% de las larvas libres y el 45.8% de las enquistadas permanecieron vivas a la 3ra y 4ta semana de tratamiento, respectivamente. A 20º C y 4º C se vio que el efecto del tiempo sobre la mortalidad estuvo fuertemente influenciado por el estadio larvario. A temperatura ambiente la supervivencia de las larvas enquistadas fue de 16.4 meses lo cual reviste gran importancia epidemiológica. Las diferencias observadas podrían atribuirse al hecho de que las temperaturas de congelamiento tradicionalmente utilizadas no tienen en cuenta posibles diferencias entre cepas de T. spiralis procedentes de distintas regiones geográficas y diferentes hospedadores por lo que dichas variaciones podrían actuar como factores de confusión y llevar, cuando fueran ignorados, a la utilización de tratamientos térmicos eficientes para determinadas cepas de T. spiralis pero ineficientes para otras. 
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Tabla 1. Tiempo (días) requerido para matar el 100% de larvas (T100) a partir de los datos obtenidos  experimentalmente.
	Tipo de larva
	20º C
	4º C
	-20º C
	-30º C
	Calentamiento†

	Enquistadas
	590
	330
	180
	95
	100º C

	Libres
	460
	280
	160
	61
	90º C

	Diferencia
	130
	50
	20
	34
	NA

	NA = no aplicable.

†Temperatura necesaria para llegar al T100.
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