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Editorial

Entre las 20 enfermedades tropicales declaradas como desatendidas, 11 de ellas corresponden a infecciones
parasitarias. Dentro de ellas, destacan las infecciones causadas por helmintos las cuales afectan a 1 billon de
personas en el mundo siendo las helmintiasis trasmitidas por el suelo, las mas predominantes. Dentro de las
infecciones producidas por protozoos, Leishmania infecta a 12 millones de personas, reportandose anualmente
entre 200.000 y 400.000 nuevos casos de Leishmaniasis visceral y entre 700.000 y 1.200.000 nuevos casos
anuales de leishmaniasis cutanea. Por otro lado, Trypanosoma cruzi infecta entre 6 a 8 millones de personas en
el mundo, siendo responsable de 10.000 muertes anuales. No menos importantes, resultan ser las infecciones
intestinales por Entamoeba histolytica, donde se reportan 50 millones de casos anuales, de los cuales 100.000
mueren, mientras que entre 2, 9 a 4,7 millones de casos de diarrea por Cryptosporidium, se reportan en nifios
menores de 2 afios, especialmente en Africa sub-sahariana y regiones de Asia, donde 202.000 nifios mueren a
causa de esta infeccion. Finalmente, aunque no se considera dentro de las infecciones desatendidas,
Plasmodium sp el agente causal de la malaria, infecta a 219 millones de personas, segln estadisticas del afio
2017 y 435.000 personas murieron ese afio a consecuencia de la infeccion, especialmente nifios africanos,
menores de 5 afios.

De esta manera, transcurridos casi 20 afios del siglo XXI, en la era de la tecnologia y las comunicaciones,
cuando el hombre ya suefia con explorar Marte, los parasitos aln son causa de infecciones, enfermedades y
muerte. En la mayoria de los casos, existe un denominador comun, ya que estas infecciones afectan a las
poblaciones mas vulnerables y olvidadas del planeta, donde el acceso a la salud, al agua potable y a la
educacion es escaso 0 no existe. Tampoco existe la posibilidad de prevenir estas infecciones, porque no existen
vacunas para ninguna de ellas y en algunos casos los tratamientos distan de ser dptimos al existir pocas
opciones terapéuticas y multiples efectos colaterales.

Por ello, en el afio 2015, la relevancia de las parasitosis y la busqueda de soluciones terapéuticas, fue
reconocida por la Real Academia Sueca de Ciencias, al conceder el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia a
William Campbell y Satochi Omura por sus descubrimientos acerca de una nueva terapias contra infecciones
causadas por parasitos, especialmente por el descubrimiento de la lvermectina y a Tu Youyou por su
descubrimiento acerca de una nueva terapia para la malaria, la Artemisina.

En esta perspectiva, la Sociedad Chilena de Parasitologia (SOCHIPA), Sociedad Cientifica encargada de
velar por el desarrollo y fortalecimiento de la Parasitologia Nacional, realiza un permanente y sostenido
programa de cursos, jornadas y actividades de difusion de nuestra disciplina

En esta oportunidad, SOCHIPA ha encomendado a la Unidad de Parasitologia Molecular, de la Universidad
de Antofagasta, organizar el “II Congreso Chileno de Parasitologia, XVIII Jornadas Anuales de Parasitologia y
IT Workshop en Control de la enfermedad de Chagas”. Estos eventos cientificos se desarrollaran en San Pedro
de Atacama, los dias 6 y 7 de Diciembre proximo, comenzando con un curso pre congreso a desarrollarse el
dia 5 de Diciembre.

Esperando que sean dias de fructifera discusion cientifica que permitan fortalecer nuestros conocimientos y
establecer lazos de amistad y colaboracion, en nombre del Comité Organizador, los invito muy cordialmente a
encontrarnos en San Pedro de Atacama para disfrutar de un excelente programa cientifico en un entorno natural
de inigualable belleza.

Prof. Jorge Gonzalez D.Sc
Presidente del Comité Organizador
Il Congreso Chileno de Parasitologia
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In memoriam

Carlos Francisco Pavletic Brevis (1950-2019), Médico Veterinario titulado de la Universidad de Chile con
un total de 43 afios de trayectoria, dedico su ejercicio profesional al ambito de la salud pablica, inicialmente en
el area de la inocuidad alimentaria y posteriormente en la prevencién y control de zoonosis.

Gracias a su compromiso y esfuerzo se fortalecieron capacidades humanas y técnicas, participando en
procesos de modernizacion relevantes como la implementacion de los principios de aseguramiento de la
calidad y buenas précticas en los programas de vigilancia de alimentos. En el érea de zoonosis participé en la
elaboracion de politicas publicas, planes y programas que han permitido alcanzar y mantener importantes
logros en la salud publica nacional, tales como la eliminacion de la rabia canina, la interrupcion de la
transmision vectorial de la enfermedad de Chagas, también particip6 en la implementacion de los programas de
vigilancia de mosquitos vectores, entre otras maltiples actividades. Promovi6 a nivel nacional el concepto de
una salud integrando diversos organismos publicos del sector agricultura, ambiente y la academia.

Sus méritos fueron reconocidos internacionalmente y participd como representante nacional en iniciativas
de vigilancia, prevencion y control de zoonosis de organismos de cooperacion técnica internacional como la
Organizacién Panamericana de la Salud, Panaftosa, Mercosur, entre otras.

Su partida significa una gran pérdida para sus colegas y comparfieros de trabajo, sin embargo su legado
constituye un aliciente para continuar trabajando en el mejoramiento de las condiciones de salud y bienestar de
nuestra comunidad.

“Como médicos veterinarios, no debemos olvidar que nuestro quehacer esta directamente relacionado con
la salud publica, porque tiene que ver con la salud de las personas, independientemente del ambito en que nos
desemperiamos” Carlos Pavletic.

Alonso Parra Garceés, M.V.

Oficina de Zoonosis y Vectores

Division de Politicas Pablicas Saludables y Promocion
Subsecretaria de Salud

Ministerio de Salud
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Parasitologia médica y/o veterinaria: investigacion original

Comportamiento de la Leptospirosis en el Area de Salud Matina
durante el periodo 2015 al 2017
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Resumen

La Leptospirosis es una zoonosis de distribucién mundial, causada por la bacteria Leptospira spp, estd
estrechamente relacionada a condiciones ambientales como inundaciones, agua contaminada con orina de animales
infectados dentro de los que figuran principalmente roedores y animales domésticos; ademas de actividades agricolas
y trabajos de campo. La bacteria puede ingresar a través de la piel por pequefios cortes, mucosas o conjuntiva; el
cuadro prodromico caracteristico abarca fiebre de inicio sibito que puede estar acompariada de cefalea, escalofrios,
mialgia, dolor abdominal, irritacién conjuntival, nuseas y erupcion cutanea.

La incidencia de Leptospirosis en América se ha estimado en 12,5 casos por 100.000 habitantes para el 2017; su
incidencia es mas importante en poblaciones rurales de climas tropicales y subtropicales, en areas inundables. Para el
diagndstico el laboratorio de referencia emplea las técnicas MAT y PCR.

Este trabajo busca determinar la situacion epidemioldgica de la Leptospirosis en el Area de Salud Matina durante
el periodo 2015-2017.

Palabras Clave: Leptospirosis, Matina, Leptospira spp, Incidencia, prueba de microaglutinacion (MAT), reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR)

Abstract

Leptospirosis is a worldwide distribution zoonosis, caused by the bacterium Leptospira spp, is closely related to
environmental conditions such as floods, water contaminated with urine of infected animals within those that are
mainly rodents and domestic animals; In addition to agricultural activities and field work. The bacterium can enter
through the skin by small cuts, mucous membranes or conjunctiva. The characteristic prodromal box includes sudden
onset fever that may be accompanied by headache, chills, myalgia, abdominal pain, conjunctival irritation, nausea,
and skin rash.

The incidence of leptospirosis in America has been estimated at 12.5 cases per 100,000 inhabitants for 2017; its
incidence is more important in rural populations of tropical and subtropical climates, in floodable areas. For the
diagnosis The Reference laboratory uses the techniques MAT and PCR.

This work seeks to determine the epidemiological situation of leptospirosis in the area of health Matina during the

period 2015-2017.

Introduccion

La leptospirosis es una zoonosis de distribucion
mundial, la cual representa un importante problema de
salud publica, se ha encontrado una asociacion con
condiciones ambientales, agricolas, ganaderas, mineras
y de trabajo.'Es una enfermedad infecciosa bacteriana,
producida por varios serotipos de Leptospira spp; los
seres humanos pueden adquirirla al tener contacto con
orina de un hospedero infectado, suelo, agua
contaminada, o bien tejido de un animal igualmente
infectado. Dentro de los reservorios principales figuran
los roedores; sin embargo, se incluyen animales
salvajes y domésticos como perros, bovinos, equinos,
porcinos, mapaches, ciervos y zorros; el hombre
también puede actuar como reservorio por un tiempo
limitado. La bacteria ingresa al cuerpo a través de las
membranas mucosas, conjuntiva, pequefios cortes en la
piel, abrasiones y posiblemente la piel himeda.>®

Existen dos presentaciones clinicas, anictérica e
ictérica; siendo la mas comdn la leptospirosis
anictérica, ésta se presenta generalmente de forma
subclinica o de severidad moderada, con fiebre de inicio
subito que puede estar acompafiada de cefalea,
escalofrios, mialgia, dolor abdominal, irritacion
conjuntival, nauseas y erupcion cutanea. La forma
ictérica suele ser de mayor severidad y letalidad,
presenta trombocitopenia, esta asociada a falla renal y
en algunos casos puede observarse compromiso
pulmonar hemorragico.” La leptospirosis humana se
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encuentra distribuida en todos los continentes
(exceptuando Antértida), se ha determinado que su
incidencia es mas importante en poblaciones rurales de
climas tropicales y subtropicales, en areas inundables,
sin embargo; un ndmero minimo de casos se han
diagnosticado en climas aridos o desérticos y en
naciones desarrolladas, generalmente en personas que
han viajado a paises endémicos. Estudios revelan que la
leptospirosis al parecer representa del 20-40% de las
enfermedades febriles de etiologia desconocida en seres
humanos, siendo en paises endémicos alrededor del
10% de las admisiones a hospitales por ésta causa.’ La
incidencia de leptospirosis en América se ha estimado
en 12,5 casos por 100.000 habitantes para el 2017.° En
Costa Rica los antecedentes histdricos datan de la época
de 1947 cuando se describe un brote de leptospirosis en
San José por primera vez.” El diagnéstico definitivo de
leptospirosis se realiza mediante el aislamiento e
identificacion de la bacteria en los tejidos o fluidos
corporales del enfermo, teniendo como inconveniente
que los periodos de incubacién son prolongados,
ademas de ser complejo ya que se requieren antisueros
para determinar la serovariedad de la cepa. Por lo
anterior y en aras de obtener un resultado en un menor
tiempo se utiliza como técnica de referencia diagnostica
la prueba de microaglutinacion (MAT), y en algunas
ocasiones se utiliza la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).® Este trabajo tiene como objetivo
describir la  situacion  epidemioldgica de la
Leptospirosis humana en el Area de Salud Matina
durante el periodo 2015 al 2017.
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Metodologia

Se realiz6 un estudio descriptivo de la leptospirosis
del Area de Salud Matina en los afios 2015 al 2017.

Para recopilacién de informacion se utilizaron datos
contenidos en las bases de datos de los Sistemas de
informacion (SISVE), Actuarial Caja Costarricense de
Seguro Social (CCSS), resultados del Laboratorio
Nacional de Referencia (INCIENSA).

Las variables que se analizaron: edad, sexo, distrito
de procedencia, afio en que se presenta el caso e
inclusion en el grupo con mayor tasa de incidencia.

En la definicion de caso se consider6: todo caso
febril de inicio subito con temperatura mayor de 38°C,
con menos de siete dias de evolucion y en el que no se
detect6 ningin foco de infeccion, el cual fue
muestreado para descartar la enfermedad por
leptospirosis, ademas de ser registrado con boleta VE-
01 y codigo A27 durante el 1 de enero de 2015 y el 31
de diciembre de 2017.°

Como criterio de inclusién se consideré todo
paciente adscrito al Area de Salud Matina que presentd
dos examenes de laboratorio por leptospirosis uno en la
fase aguda de la enfermedad y otro en fase
convaleciente, o cualquier contacto de un caso
confirmado, cualquier paciente que por clinica y
sospecha epidemiolégica fue diagnosticado por
leptospirosis.

Se calcularon medidas de tendencia central y
correlacion: frecuencia, tasa de incidencia, tablas de
contingencia, estadistico Chi-cuadrado y pruebas de
significacion estadistica como intervalo de confianza
95%. Se considerd un nivel de significacion p< 0,05.
Ademas, se realizaron anéalisis de correlacion y de
tendencia entre las  variables  anteriormente
mencionadas. Se utiliz6 Microsoft Excel para el analisis
de datos, ademéas de los programas estadisticos IBM
SPSS Statistics y Epiinfo 7.2.

Para el analisis de la informacion se realizd
basqueda bibliografica de fuentes como PUBMED,
MEDLINE, SCIELO, entre otras, para determinar cual
es el comportamiento de la enfermedad tanto en Costa
Rica como otras regiones.

Resultados

Durante el periodo en estudio cumplieron con la
definicion de caso 208 pacientes.

Se encontrd una tasa de incidencia acumulada del
periodo en estudio por diez mil habitantes de 47,1;
siendo en 2017 la mas alta con 26,6 y en 2015 la mas
baja con de 3,8 casos/ 10000habs.

El sexo masculino presenté una tasa de incidencia
acumulada de 40,1 por 10.000 habitantes (N=177), y
7,0 por 10.000 habitantes (N=31) en el caso del sexo
femenino. De ellos fueron confirmados por laboratorio
de INCIENSA 38 casos. Ver Cuadro 1.

La distribucion de casos de leptospirosis por semana
epidemioldgica en el periodo en cuestion arroja casos

aislados durante todos los afios, y variabilidad
importante durante el periodo 2015 al 2016.

Se realiz6 una tabla de contingencia para los
variables sexo y afio en que se presenta el caso (Cuadro
1). Tras aplicar el estadistico Chi-cuadrado se obtuvo
una p= 0,138 lo cual indica que existe evidencia
estadistica para aceptar la hipétesis nula, por lo que se
puede deducir que no existe correlacién entre las
variables sexo y afio en que se presenta el caso.

Recuento
Afo Total
2015 2016 | 2017

s Masculino 13 67 97 177
0 Femenino 3 6 22 | 31
Total 16 73 119 | 208

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica
(bilateral)

3.964° 2 0,138

Cuadro 1. Tabla de Contingencia entre variables sexo/afio

Los grupos etarios con mayor riesgo comprenden
las edades entre los 15 afios a los 44 afios, aunque hay
reporte de casos en todas las edades hasta los 79 afios.
La mayor tasa de incidencia la presenta el grupo de 25 a
34 afios, mientras que la menor el grupo de 0 a 5 afios.
Tras establecer el grupo con la mayor tasa de incidencia
se analiza la correlacion de las variables: sexo, distrito
de procedencia o0 afio en que se presenta el caso y la
inclusion en el grupo con mayor tasa de incidencia. Se
empleod el estadistico Chi-cuadrado. (Cuadro 2)

Variables analizadas Significancia (p)
’Sfj;)ricc)!usic’)n en rango de 25-34 afios 0,031
’I‘Dllztg:hosi()n en rango de 25-34 afios 0,591
*A?r?clusic’)n en rango de 25-34 afios 0,740

Cuadro 2. Correlacion estadistica para variable de Inclusion en
rango de 25-34 afos respecto a sexo, afo y distrito.

La p= 0,031 presenta evidencia estadistica para
rechazar la hipétesis nula y establecer que si existe
correlacion entre estar dentro del rango de edad con
mayor tasa de incidencia y el sexo.

Las significancias obtenidas p<0.05 tras la
correlacion con afio y distrito permiten aceptar la
hipotesis nula, por lo que se interpreta que no existe
correlacion entre estar incluido en el rango de edad con
mayor tasa de incidencia y el distrito de procedencia o
afio en que se presenta el caso.

Al realizar andlisis porcentual de los 208 casos el
31,6% de los masculinos realizan actividades agricolas,
mientras que el 16,1% de las 31 femeninas igualmente
realizan actividades de ese tipo, el restante 52% son
menores de edad, pensionados, amas de casa 0 no
reporta ocupacion.

8 Parasitologia Latinoamericana (2019); 68 (1): 6-10
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Se empled una tabla de contingencia con obtencién
del estadistico Chi-cuadrado para el analisis de
correlacion de las variables afio en que se presenta el
caso Yy distrito de procedencia (Cuadro 3).

Recuento
Afio Total
2015 | 2016 | 2017
Batan 8 43 87 138
Distrito Matina 6 11 21 38
Carrandi 2 19 11 32
Total 16 73 119 208
Pruebas de chi-cuadrado
Valor Gl Sig. asintética
(bilateral)
14.126% 4 .007

Cuadro 3. Tabla de Contingencia entre variables Distrito y Afio.

Se obtuvo una p= 0,007 lo cual indica que no existe
evidencia estadistica para rechazar la hip6tesis nula, por
lo que se puede deducir que si existe correlacion entre
las variables afio en que se presenta el caso y distrito de
procedencia. La incidencia de casos de leptospirosis
segun el EBAIS de procedencia refleja una mayor
incidencia de casos provenientes de los EBAIS de
Batadn y Matina.

Discusion

La incidencia de Leptospirosis en el periodo de
estudio para el Area de Salud Matina varia entre 3,8
para 2015 y 26,6 para 2017, ambas por 10.000
habitantes; dicha incidencia es mas alta en comparacion
con la reportada por el Instituto Nacional de Salud de
Colombia el cual reporta una incidencia en América de
12,5 por 100.000 habitantes.’

La distribucion de los casos por semana
epidemiolégica demuestra que existe variabilidad
durante todos los afios en estudio, esto puede deberse a
que en el Area de Salud Matina las lluvias son
frecuentes y el clima calido favorece la permanencia de
la bacteria en el ambiente, siendo éstos factores
asociados a la permanencia y diseminaciéon de la
enfermedad como lo sefiala el Centro Nacional de
referencia en Leptospirosis de INCIENSA en el
Informe de vigilancia trimestral, Enero a Marzo de
2015. Costa Rica.’

Al observar el comportamiento de las tasas de
incidencia de 2015 al 2017 la tendencia es al aumento.

A pesar de que se puede contraer leptospirosis a
cualquier edad, solamente se necesita el contacto con la
bacteria. En éste trabajo se evidencia que tener entre 15
afios y 44 afios aumenta en 14 veces el riesgo de
contraer la enfermedad; segin Pulido y colaboradores
existe una diferencia en la prevalencia de leptospirosis
segun el género, siendo mayor en los hombres, lo
mismo propuesto por Johnson et al en 2004 y Agudelo-
Flérez et al en 2007, quienes han encontrado en sus
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estudios que los hombres tienen mayor prevalencia
debido a los trabajos especificos del género que
desempefian, lo que sustenta los hallazgos de este
estudio ya que de los 177 hombres enfermos, el 31,6%
realizan actividades relacionadas con trabajos agricolas,
mientras que de las 31 mujeres se reporta un 16,1%."

El Ministerio de Salud en Boletin Estadistico de
Enfermedades de Declaracion Obligatoria en Costa
Rica del afio 2015, sefiala que el mayor riesgo lo
presentan el género masculino con edades entre los 15 a
34 afios, siendo los hombres el género con mayor
incidencia."  La literatura relaciona el perfil
ocupacional como uno de los factores de riesgo
atribuibles para contraer la enfermedad, lo cual es
consistente con lo encontrado en éste estudio, ya que
alrededor de la tercera parte de los enfermos por
leptospirosis en el periodo en cuestién se dedican a
trabajos agricolas, como se menciond anteriormente.
Las condiciones ambientales que prevalecen en la
mayoria de los paises tropicales y subtropicales como lo
son lluvias abundantes, el desbordamiento de las aguas
residuales, altas temperaturas, se consideran otros de los
factores que favorecen la transmision de la enfermedad,
factores que estan presentes en la mayoria de las
localidades del Area de Salud Matina, ademés de la
presencia de fincas bananeras y los trabajos de campo
que representan dichas industrias."* **

Conclusiones

La leptospirosis es una enfermedad reemergente que
estd estrechamente ligada a la ocupacion y el sexo
masculino, siendo mas frecuente en la poblacién en
edad productiva en términos econémicos.

Es necesario mejorar los sistemas de vigilancia,
concientizar a los médicos en la elaboracion de las
boletas VE 01 y la importancia de la confirmacion
diagnostica por parte del laboratorio mediante la
realizacion de dos examenes. Para confirmar un caso
sospechoso de leptospirosis es necesario obtener las dos
muestras, tanto en la fase aguda de la enfermedad como
en la fase convaleciente, por lo que hay que educar al
personal de salud en este aspecto. Es necesario educar a
la poblacion sobre la enfermedad y el aumento de la
diseminacion de la misma luego de periodos de lluvia, a
fin de controlar su dispersién. Todo usuario que cumpla
con la definicion de caso debiera realizarse examenes
de laboratorio por leptospirosis y contar con la boleta
VE 01, evitando el sesgo de la informacion por omision
en la formulacion de ésta.

La ubicacion geografica en la que se encuentra
el Area de Salud Matina y la frecuencia con la que
ocurren las inundaciones son factores que facilitan la
dispersion de la enfermedad.

La mayor frecuencia de casos lo reportan los Ebais
de Batadn y Matina, los cuales cuentan con servicio de
urgencias y por lo tanto donde se van a dar el mayor
nimero de consultas por fiebre, asi como la realizacion
de boletas VE 01.
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Abstract

Neosporosis is a disease with great economic impact for the agricultural sector because it leads to high abortion
rates in cattle worldwide. The causal agent is the intracellular protozoan Neospora caninum. An increasing number of
recombinant proteins have been investigated as vaccine antigens against this disease. The studied vaccines include
mainly immunodominant antigens that are functionally involved in parasite/host cell interactions. The present study
evaluated, in a murine model, the immune response against two experimental vaccines containing the recombinant
rNcSRS2 and rNcROP2 antigens expressed by Escherichia coli. The humoral response was assessed by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), and the cytokine transcription profile was assessed by quantitative polymerase
chain reaction (QPCR). Compared with that induced by controls, vaccines containing rNcSRS2 and rNcROP2 were
able to induce significantly higher levels (p<0.05) of antibodies. The rNcSRS2 protein induced lower levels of
antibody production than did the rNcROP2 protein but induced a mixed Th1/Th2 response profile with higher
transcription levels of interleukin (IL)-4, IL-10, INF-y, and IL-12 mRNA in the spleen. The rNcROP2 protein
stimulated a Th1l response profile, where production of higher levels of 1gG2a immunoglobulins was observed and
higher spleen levels of INF-y mRNA transcription were detected. The data obtained in this study demonstrated that
the rINcROP2 and rNcSRS2 proteins were able to stimulate both the cellular and humoral response in experimentally

vaccinated mice.

Keywords: Neosporosis, Vaccine antigens, NcCROP2, NcSRS2.

Introduccion

Neospora caninum is an obligate intracellular protozoan
belonging to the phylum Apicomplexa and the causal
agent of neosporosis (1, 2). Neosporosis is considered
the main parasitic disease responsible for bovine
abortion worldwide (3), leading to high economic
losses for the agricultural sector (4). To date, many
compounds have been evaluated with potential for the
treatment of neosporosis, but none of them has been
shown to be completely effective in avoiding
transmission of the protozoan. Therefore, the
development of a vaccine remains as a possible
alternative for neosporosis control (5). Studies of
recombinant subunit vaccines have been increasing,
with the goal of creating an effective, safe, and
economical alternative for controlling neosporosis.
These studies analyze a wide variety of targets and
vaccine formulations (6-9). The main subunit vaccine
antigens previously studied are the surface, rhoptry,
microneme, and dense-granule proteins (10,11).
Rhoptries (ROP) are secretory organelles shared by all
apicomplexan invasive stages. The NcROP2 are present
in the apical complex and are responsible for the
penetration and formation of the parasitophorous
vacuole in infected cells (12), being present in all stages
of parasitic protozoa (13-15). ROP2 is the most studied
rhoptry protein to date (16-18). The membrane
antigens, which are important for parasite survival, are
also involved in the recognition, adhesion, and invasion
in host cells, as well as in the stimulation of immune
responses (19, 20). The cell surface proteins previously
studied include NcSAG1 and NcSRS2. The rNcSRS2
protein is an immunodominant surface protein present
in N. caninum bradyzoites and tachyzoites (21, 22).
These proteins have been considered promising
candidates for vaccines that are effective for controlling
the parasite because antibodies against them can block
the spread of the parasite and its fetal transmission (8).

The aim of this study was to evaluate the
mmunogenicity and dynamics of the immune response
generated by recombinant NcROP2 and NcSRS2
proteins adsorbed to aluminum hydroxide as an
adjuvant in an experimental murine mode

Material and methods

Recombinant proteins

In this work, two recombinant proteins were used:
rNcSRS2 and rNcROP2. rNcSRS2 was obtained
following methodology described previously (23). The
rNcROP2 protein was obtained following the same
conditions used to obtain rNcSRS2, but the antigenic
domain used consisted of a 174 amino acid (aa)
sequence of the ROP2 protein described by Monney et
al. (GenBank accession number: HM587954) (24). This
fragment was amplified by PCR using DNA obtained
from tachyzoites of the NC-1 strain of N. caninum,
using primers with restriction sites for the enzymes
EcoRl and HindlIl (F1-EcoRI 5’-
ACGAATTCCTGCGACCAGGCCA-3> and  F2-
HindIIl 5’-CTCAAGCTTGGCGTGTTAGTCGGG-3’).
The amplified fragment was cloned into the pET100/D-
TOPO plasmid. The recombinant plasmids pET100/D-
TOPO/NCcSRS2 and pET100/D-TOPO/NcROP2 were
used for transformation into the Escherichia coli BL21
Star (DE3) expression strain (Invitrogen Tech,
Carlsbad, CA, USA). Expression of the recombinant
proteins was confirmed by SDS-PAGE and Western
blotting using an anti-histidine monoclonal antibody
(1:5.000, GE Healthcare, Chicago, IL, USA) and a
peroxidase-conjugated anti-mouse 1gG secondary
antibody (1:4.000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). The proteins were purified by affinity
chromatography on 1-mL HisTrap columns (GE
Healthcare, UK) loaded with Ni** ions and solubilized
in  buffer containing 8 M urea, after which their
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concentration and purity were estimated using a BCA
kit (Pierce, Rockford, IL, USA) and SDS-PAGE.

Vaccination of mice

Thirty female BALB/c mice, 4 to 6 weeks old, were
used. The mice were separated into 3 groups of 10
animals. Feed and water were supplied ad libitum. The
animals were inoculated subcutaneously with 0.2 mL of
vaccine formulation as follows: each animal from
Group 1 received 25 pg of rNcROP2 adsorbed to 15%
aluminum hydroxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA); each animal from Group 2 received 25 pg of
recombinant rNcSRS2 adsorbed to 15% aluminum
hydroxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); and
each animal from Group 3 received only PBS
(phosphate-buffered saline, pH 7.4) with 15%
aluminum hydroxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). After 21 days, vaccination was repeated in all
groups using the same vaccine dose as described above.
Blood samples were collected by submandibular
puncture immediately before each immunization (days
0 and 21) as well as on days 7, 14, 28, and 35 after the
first vaccination. Sera were separated from whole blood
and stored at -20°C until analysis. The entire
experiment was reviewed and approved by the Ethics
Committee for Animal Experimentation (EAEC No.
9339 and EAEC No. 9651) of the Federal University of
Pelotas (UFPel).

Evaluation of 1gG dynamics

The antibody responses were evaluated by indirect
ELISA as described by Pinheiro et al. with
modifications (25). The recombinant rNcSRS2 and
rNcROP2 proteins were used as sensitization antigens.
In short, microplates (CRAL, Cotia, SP, Brazil) were
sensitized with 100 pL of a suspension containing 100
ng/well of the recombinant antigens, diluted in
carbonate-bicarbonate buffer, pH 9.6, at 4°C overnight,
and subsequently washed three times with 200 uL/well
of PBS containing 0.05% Tween 20 (PBS-T). The
plates were then blocked with PBS-T containing 5%
fat-free milk powder at 37°C for 1 h, after which the
plates were washed three times with PBS-T. The
individual sera were diluted 1:100 in PBS-T and added
to the wells in duplicate (100 pL/well), and the plates
were incubated at 37°C for 1 hour. The plates were then
washed three times with PBS-T, followed by addition
of 100 pL of peroxidase-conjugated anti-mouse 1gG
monoclonal antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) diluted 1:4,000 in PBS-T and incubation of the
plates at 37°C for 90 minutes. After incubation, the
plates were washed five times with PBS-T, followed by
the addition of 100 pL of substrate solution. Each
milliliter of the substrate buffer contained 0,4 mg of
ortho-phenylenediamine (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) and 15 pL of H,0,. The substrate reaction
was allowed to proceed for 15 minutes in the dark at
room temperature, and then the reaction was stopped by
addition of 50 pL of 2 N sulfuric acid per well.
Absorption was read on a microplate reader
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(ThermoPlate, Rio de Janeiro, Brazil) using a 492-nm
filter. Subsequently, the same procedure was applied for
the titration step using serial dilutions of the pooled sera
of each experimental group from collection day 35
starting from the 1:128 dilution, where an absorbance
below 0.010 for the mean of the duplicates was
considered an absence of antibodies. For analysis of the
IgG1 and 1gG2a isotypes, the serum samples were
grouped by experimental group and by collection date
(days 14, 21, 28, and 35) and analyzed according to the
instruction manual of the Mouse Monoclonal Antibody
Isotyping Reagents kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA).

Splenocyte culture and RNA extraction

Thirty-five days after the first vaccine inoculation,
four mice from each group were sacrificed for aseptic
removal of the spleen. Splenocytes were cultured in
RPMI 1640 (Cultilab, S&o Paulo, SP, Brazil) containing
10% fetal bovine serum (FBS). Next, the cells were
seeded at a concentration of 2 x 10° cells/well in 24-
well microtiter plates. Cells were incubated for 24 h at
37°C in an atmosphere with 5% CO,. The splenocytes
were stimulated with 1 mL of medium containing 10
pg/mL of rNcSRS2, rNcROP2 or concanavalin A
(ConA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); one
group remained unstimulated, receiving only RPMI-
1640 containing 10% FBS. ConA and RPMI were used
as positive and negative controls, respectively, for
cellular stimuli. Cells were incubated for 18 h in the
same conditions and then collected in TRIzol® (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) and stored at -70°C.
Total RNA was extracted from the cells by the TRIzol®
method according to the manufacturer's instructions.
cDNA synthesis and gPCR

The cDNA synthesis was performed using 300
ng/uL RNA following the instructions provided by the
manufacturer of the high-capacity reverse transcription
kit (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) and
stored at -20°C. The relative transcription levels of the
MRNA of the interleukin (IL)-4, IL-10, IL-12, and INF-
vy cytokine genes were quantified by quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) in a STRATAGENE
M x 3005P system (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) according to the amplification conditions for
each gene described by Avila et al. (26). All analyses
were performed in triplicate, and a cDNA-free control
was included to detect non-specific contamination or
reactions. The cycle threshold value (Cy) was defined as
the number of PCR cycles required for the fluorescence
signal to cross the threshold. The B-actin and GAPDH
genes were used as endogenous controls, but later, the
transcription of B-actin (F: AACGCCCTTCATTGAC
and R: TCCACGACATACTCAGCAC) was selected as
an internal standard based on its efficiency (1.8 and
1.98 for GAPDH and B-actin, respectively). The primer
sequences used to amplify the IL-4, IL-10, IL-12, and
INF-y genes have been described previously (27). The
comparative cycle threshold (**“) was used to
determine the relative amount of mRNA for each
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reference gene relative to the p-actin gene, according to
the method described previously (28).

Statistical analysis

Data analysis was performed using Statistix 10.0®
software. The Shapiro-Wilk test was used to assess the
normality of the data. Data from total 1gG levels and
antibody titers were log-transformed to become
parametric. Analysis of variance (ANOVA) and
Tukey's test were used to compare means since the data
had a normal distribution. The significance level was
set at p<0.05. The graphs were generated using
GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA)

Results

Expression of rINCROP2 and rNcSRS2

Using the Western blot technique, it was possible to
confirm that the rNcSRS2 and rNcROP2 proteins were
expressed in E. coli BL21 Star (DE3) and were
recognized by antibodies present in positive bovine sera
naturally infected with N. caninum (confirmed by
RIFI), diluted 1:100, as visualized after incubation with
peroxidase-conjugated anti-bovine IgG antibody diluted
1:6.000 (Figure 1).

1
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Figure 1. Western blot of the rNcSRS2 and rNcROP2 proteins.
The figure shows proteins expressed in E. coli and purified by
affinity chromatography, incubated with bovine serum positive for
N. caninum by IFAT, 1- Amersham ECL Full-Range Rainbow
molecular weight marker, 2- rNcROP2 (20 kDa), and 3- rNcSRS2
(30 kDa).

Dynamics of total anti-rNcROP2 and anti-rNcSRS2
IgG

Specific antibodies produced in response to the
rNcROP2 vaccine were detected on day 14, showing a
significant difference (p<0.05) relative to the control
group and the group that received the rNcSRS2 vaccine
and persisting until the end of the experiment. After the
second vaccine inoculation (on day 21), there was an
increase in total 1IgG on days 28 and 35. In the group
accinated with rNcSRS2, specific antibodies exhibited a
significant difference (p<0.05) only relative to the

control group, from day 21 until the end of the
experiment. There was a significant increase in total
IgG on day 28 after the second dose of the vaccine;
furthermore, the antibodies produced against rNCSRS2
were already declining on day 35. The negative control
group did not react to the antigens (ELISA values
below 0.003) throughout the experiment (Figure 2a).

a
a
v
a
b
b
- ” »
¢ c c
= |5
21 28 35

Figure 2a. Dynamics of IgGs. (a) ELISA of the dynamics of total
1gG immunoglobulin induced by the recombinant vaccines
NcROP2, NcSRS2 and PBS (control group).
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When sera from animals that received the rNCROP2
and rNcSRS2 vaccines were titrated, the group
vaccinated with rNcROP2 exhibited serum titers of
1:32,768, while the group vaccinated with rNcSRS2
had titers of 1:1,124, values that were significantly
lower than those of the rNcROP2 group (Figure 2b).
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Figure 2b. ELISA of the antibody titers generated by the
recombinant vaccines NcROP2, NcSRS2 and PBS (control

group).

The 1gG isotyping showed that the group vaccinated
with rNcROP2 had higher ELISA values, with higher
levels of IgGl and IgG2a (p<0.05) at all times
evaluated in the experiment (14, 21, 28, and 35 days)
(Figure 2c). In the evaluation of isotypes, the group
vaccinated with rNcSRS2 had an 1gG2a/lgGl ratio
ranging from 0.350 to 0.490, suggesting a mixed
Th1/Th2 response in this group. The 1gG2a/lgG1 ratio
of the group vaccinated with rNcROP2 was similar to
that of the rNcSRS2 group on days 14 and 21, with
values of 0.390 and 0.443, respectively. After the
second inoculation of antigen, the 1gG2a/lgG1 ratio on
days 28 and 35 increased in this group (rNcROP2), with
values of 0.711 and 0.812, respectively, suggesting a
change in the immune response profile towards a Thl
response (Figure 2d).
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Figure 2c. Analysis of the dynamics of 1gG1 and 1gG2a induced
by the recombinant vaccines rNcROP2 and rNcSRS2 evaluated by
indirect ELISA. The data represent the mean (+ standard error) of
independent experiments. The letters a, b and c, and the single (*)
and double (**) asterisks indicate statistically significant
differences between the groups, at a significance level of p<0.05.

1gG2/1gG1 Day14 Day2l Day28 Day35
NcROP2 0,390 0,443 0,711 0,812
NcSRS2 0,350 0,490 0,370 0,410

Figure 2d. Ratio of immunoglobulins IgG2a / IgGlinduced by the
recombinant vaccines rNcROP2 and rNcSRS2 evaluated by
indirect ELISA.

Quantification of cytokine transcription

Transcription levels of ex vivo cytokines from
splenocytes collected on day 35 of the experiment were
assessed by qPCR. Experimental vaccines demonstrated
a distinct cytokine transcription profile in the spleen.
Stimulation of splenocytes from rNcSRS2-vaccinated
animals induced a 5-fold increase in I1L-12 transcription
(p<0.05), a 5-fold increase in INF-y (p<0.05), a 9-fold
increase in IL-4 (p<0.05), and a 10-fold increase in IL-
10 (p<0.05), compared to the control. Stimulation of the
splenocytes  from  rNcROP2-vaccinated  animals
generated a 4-fold increase in IL-12 (p<0.05)
transcription, an 18-fold increase in INF-y mRNA
transcription (p<0.05), a 1.7- fold increase in IL-4
transcription (p<0.05), and a 2-fold increase in IL-10
transcription (p<0.05), compared to the control group
(Figure 3).
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Figure 3. Cytokines transcription. Relative expression of cytokine
mRNAs in splenocytes stimulated with the recombinant proteins
NcROP2 and NcSRS2 from mice evaluated on day 35 of the
experiment. The INF-y, IL-12, IL-10 and IL-4 values were
calculated based on cycle threshold (Ct) values normalized for the
C+ values obtained from animals of the control group. The results
are expressed as mean * standard error. The letters a, b indicates
statistical difference between groups (p<0.05).

Parasitologia Latinoamericana. (2019); 68 (1): 11-19 15

Discussion

Antibodies against different antigens of N. caninum,
including NcSRS2 and NcROP2, may inhibit binding to
host cells and the invasion process (16, 17, 29-32).

Immunity to intracellular N. caninum is primarily
cell-mediated and is usually associated with a Thl
response, dominated by the production of IgG2a
antibodies, whereas a Th2 response does not promote
effective protection and may lead to disease progression
(33, 34). However, during pregnancy in mammals, a
physiological modulation occurs that leads to a
reduction in the Th1 response profile, with a prevalence
of the Th2 response profile to ensure embryo viability
(35, 36). In studies in which the objective of
immunization was to protect against fetal infection and
abortion, a Th2 immune response was able to inhibit
protozoan proliferation and spread during pregnancy
(16). It has been demonstrated in murine models that
immunity to N. caninum is dependent on the effects of
IL-12 and IFN-y cytokines and that host resistance
seems to be correlated with the balance between Thl
and Th2 responses (32, 37-39). In the present study, we
observed a greater tendency towards mixed production
of IgG1 and IgG2a in mice vaccinated with rNcSRS2
and a greater tendency towards the production of 1gG2a
in mice vaccinated with rNcROP2. In a study conducted
by DEBACHE et al. (16), the group vaccinated with
rNcROP2 in incomplete Freund's adjuvant exhibited an
IgG2a titer greater than the IgG1 titer. In turn, when
using saponin as an adjuvant, higher IgG1 titers were
obtained. This result suggests that rNcROP2-mediated
protection against experimental brain infection by N.
caninum in mice is associated with immune responses
generated by IgG1 and IgG2a, indicating that both Thl
and Th2 pathways may confer protection in this
infection model. In the present study, we used the
adjuvant aluminum hydroxide, which is responsible for
forming a long-lasting antigen deposit at the injection
site and promoting the recognition of antigens by
antigen-presenting cells (APCs) (40-42). This adjuvant
induces antibody production and a Th2 response
(humoral response) through activation of NALP3
inflammasomes (43). Aluminum hydroxide is known to
be a relatively weak adjuvant as it is not effective with
all antigens and stimulation of the cell-mediated
response is very weak (44). Other studies have also
shown a reduced ability to induce a cytotoxic response
due to the inhibition of access of antigens to MHC class
I (45). In this study, there was an initial stimulation of
IgG1 isotype production by vaccination with rNcCROP2
using aluminum hydroxide as an adjuvant, but after the
second vaccination dose, the 1gG2a/lgGl ratio
increased, and higher transcription levels of INF-y
mRNA were detected by @PCR, suggesting a
modulation of the immune response towards Thl. Our
results corroborate the findings of PASTOR-
FERNANDEZ et al. (46), who used only NCROP2
adsorbed to the Quil-A adjuvant as the vaccine antigen
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and obtained significant levels of IFN-y. By analyzing
the 1gG2a/lgGl ratio generated by the vaccine
containing the recombinant NcSRS2 antigen, we
observed a mixed Th1/Th2 response profile, suggesting
that the transcription of IL-4, IL-10, IL-12, and INF-y
RNA played a role in modulating this response. In the
study using native NcSRS2 protein, higher antigen-
specific IgG1 subtype titers were observed, suggesting
an immune response modulated towards a Th2 response
(47). Similarly, to this work, other studies that used
immunization with the rNcSRS2 protein as the single
vaccine antigen did not observe the induction of high
levels of total IgG antibodies, nor protection after
challenge (48-50). However, when NcSRS2 was
combined with other antigens, a higher protection rate
was observed (49). Thus, it was assumed that
recombinant NcSRS2 protein might lack relevant
immuno-protective or B-cell epitopes (48). However,
conversely, considering the study, this protein can
maintain the same response profile despite being
expressed by another expression vector, Pichia pastoris
(51). This yeast has been shown to be useful for the
expression of heterologous proteins (52) since it has the
ability to promote post-translational modifications and
the secretion of heterologous proteins in soluble form
(53). Studies have demonstrated the advantages of
using this yeast in prokaryotic-based expression
systems (54,55). It is also known that this eukaryotic
system preserves the characteristics of the recombinant
antigen and glycosylation, which may be important in
its recognition by the immune system. However, in
comparison to our study utilizing the prokaryotic
expression system of Escherichia coli bacteria, it was
not possible to detect differences in the identity of the
recombinant protein expressed by these two vectors, as
they stimulated similar immune response intensities and
profiles in the immunized animals. For maintenance of
pregnancy, it is known that a predominantly Th2
environment is required at the maternal-fetal interface
and that a Th1 response against the parasite may have
compromising effects. Therefore, because both humoral
and cell-mediated immune responses are important
components of the protective immunity against N.
caninum, immunization against N. caninum must
stimulate a balanced Th1/Th2 immune response that is
able to control the infection and does not interfere with
pregnancy (39, 56). A vaccine can neutralize the effects
of an intense inflammatory response to ensure fetal
viability and maintain pregnancy, but it must be
simultaneously effective in preventing the proliferation
and spread of the parasite (57). Here, we achieved a
considerable production of antibodies against the
antigen rNcROP2, which also stimulated a Thl
response, accompanied by significantly higher levels of
INF-y mRNA expression. With the rNcSRS2 antigen, we
obtained a low antibody production rate, but the
obtained 1gG2a/lgG1 ratio differed, suggesting a mixed
Th1/Th2 response, accompanied by significantly higher
transcription levels of IL-4, IL-10, 1L-12, and INF-y
mRNA.

As a limitation of this work, it was not possible to
challenge the animals vaccinated with the N. caninum
agent. Therefore, other studies are necessary to evaluate
the real action of the studied antigens in protection
against the challenge of both brain and congenital
infection. The results for the cytokines are based on
spleen transcription and not protein quantification;
however, there is evidence to suggest a good correlation
between the level of mRNA and the level of its
corresponding protein (58, 59).

Based on these findings, (one can suggest) that a
group with both proteins might give more information.
However, this was out of the scope of this study, where
our interest was the study of immunogenicity of both
proteins alone. The production of a vaccine combining
these two recombinant antigens may be promising, as it
would be an alternative for the stimulation of a more
potent and mixed Th1/Th2 immune response, which is
very important, aimed at the control of bovine
Neosporosis.

Conclusion

In conclusion, the data obtained in this study
suggest that recombinant NcROP2 and NcSRS2
proteins are promising for use in vaccines against
neosporosis, as they stimulated Thl and Th2 responses
in experimentally vaccinated mice. The rNcROP2
protein stimulated higher levels of antibodies than did
the rNcSRS2 protein, but the latter showed a tendency
towards a mixed Th1/Th2 response. Further studies are
needed to better understand the mechanisms involved in
the immune response and in the protection mediated by
these antigens.
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Resumo

A ingestdo de hortaligas cruas indevidamente higienizadas configura como importante via de infec¢do humana,
por veicular ovos e larvas de helmintos, bem como cistos e oocistos de protozoarios altamente patogénicos. Desse
modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a taxa de contaminagdo parasitaria em amostras de alface (Lactuca
sativa) e agrido (Nasturtium officinale) comercializadas em dois supermercados, dois hortifratis e uma feira popular
situados no municipio de Cachoeiro de Itapemirim, Espirito Santo, Brasil. Apds a coleta, as respectivas hortali¢as
foram acondicionadas em sacolas plasticas previamente identificadas com etiquetas, denotando a procedéncia das
amostras em cada estabelecimento. As mesmas foram mantidas sob-refrigeragdo a temperatura de 4,0 °C em um
prazo curto de tempo, até o processamento laboratorial. As amostras foram destinadas ao laboratoério de Parasitologia
da Faculdade Multivix para analises laboratoriais, utilizando para isto 0 método de sedimentacdo esponténea e a
técnica de centrifugo- flutuagdo simples. Ap6s execugao das técnicas, constatou-se que 78% das amostras estavam
contaminadas por parasitos, dos quais larvas de nematoides (20%) e oocistos de coccideos (38%) foram as estruturas
parasitarias mais prevalentes. A contaminacdo de colecOes hidricas utilizadas para irrigacdo e formas inadequadas de
manejo e cultivo sdo os principais fatores contribuintes para a contaminacdo destas hortalicas. Levando em
consideracdo os resultados obtidos neste estudo, faz- se necessario o emprego de medidas educativas de higiene no
preparo das hortalicas, além do uso de métodos de cultivo apropriados e eficaz no controle de qualidade dos
alimentos.
Palavras-chave: Qualidade Parasitologica. Hortalicas. Enteroparasitas

Summary

The swallowing of improperly sanitized, raw vegetables is configured as an important way of human
contamination, by transferring eggs and maggots of helminths, as well as cysts and oocysts of highly pathogenic
protozoa. This way, the current paper aimed to evaluate contamination rates of parasites in lettuce (Lactuca sativa)
and watercress (Nasturtium officinale) samples which are commercialized in two supermarkets, two hortifrutis and
one popular market located in the city of Cachoeiro de Itapemirim, Espirito Santo, Brazil. After collecting, the
respective vegetables were conditioned in plastic bags previously identified with tags, betokening the precedence of
the samples of each market. They were kept under refrigeration of a temperature of 4° C in a short deadline time,
until laboratorial processing. The samples were intended to the Multivix’s Parasitology laboratory, in order to be
analyzed, using both spontaneous sedimentation and simple centrifugal-floating methods. After executing the
techniques, it was verified that 78% of the samples were contaminated for parasites, of which nematodes maggots
(20%) and coccids oocysts (38%) were the most prevalent parasites structures. The contamination of hydric
collections used for irrigation plus incorrect ways of management and cultivation are the main contributing factors
for the contamination of the vegetables. Considering the results obtained in this study, it is needed the insertion of
educative measures of sanitation in the preparation of the vegetables, beyond the use of proper and efficient
cultivation methods in the quality control of the foods.
Keywords: Parasitological quality. Vegetables. Enteroparasites

homem, principalmente por serem consumidas na forma
crua e sem tratamentos que visam a redugdo dos riscos
microbioldgicos e parasitoldgicos.  Neste contexto, as

Introducao

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2017), cerca de 23.728 toneladas de
agrido e 908.186 toneladas de alface foram produzidos
no Brasil em 2017, sendo 70,7% do agrido e 65,2% da
alface produzidos na regido Sudeste.

O alto consumo destas hortalicas pode estar
associado a fatores adotados pela populagdo global.
Com a chegada do novo século percebeu-se uma
preocupacdo nos habitos alimentares da populagéo,
priorizando alimentos que possuem baixo teor de
gordura, além da grande concentracdo de fibras,
minerais e vitaminas, propriedades que favorecem a
prevencdo contra obesidade e doencas associadas aos
habitos alimentares (1,2)

Silva e Gontijo (2012; 3) afirmam que as hortalicas
tornaram-se objetos de estudos investigativos em todo o
mundo, uma vez que sdo considerados alimentos
potenciais na transmissdo de parasitos intestinais ao
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hortalicas se mostram suscetiveis & contaminagdo por
protozoarios e helmintos, desde o cultivo até o consumo
(4). Este ciclo de contaminacdo poderda ser atribuido a
uma irrigacdo com agua contaminada por dejecOes
humanas e animais, a contaminagdo do solo por adubo
orgdnico  contendo  estruturas  pré-parasitarias
infectantes, falta de higienizacdo e educagdo sanitaria
dos manipuladores, bem como a ma higienizagdo do
alimento por parte do consumidor (5-7).

Durante execucdo de estudo epidemiolégico que
avaliou a taxa de prevaléncia de parasitos em hortalicas
comercializadas na cidade de Santos, S&o Paulo, Brasil,
Silva e Gagliani (2007;8) verificaram que das 90
amostras analisadas, 71 foram consideradas positivas
(74%). Dentre as estruturas parasitarias encontradas,
cistos de Entamoeba coli 28 (31%); e ovos de Ascaris
lumbricoides 20 (21%); Toxocara canis 16 (17%) e de
Ancylostomideos nove (10%) foram os mais
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prevalentes. Em trabalho publicado por Norberg et al.
(2008; 9), a alface e o0 agrido apresentaram 0s maiores
percentuais de contaminagdo por enteroparasitos em
comparacgdo a outras hortalicas avaliadas, apresentando
grande relevancia para a dispersdo de varias verminoses
e protozooses em humanos. Tais resultados corroboram
aqueles obtidos por Frias et al. (2012; 10), os quais
relataram que dentre os tipos de hortalicas analisadas, o
agrido obteve maior taxa de contaminagdo parasitaria
(43,75%).

Desse modo, inimeras sdo as razdes que justificam
as andlises parasitoldgicas de hortaligas comercializadas
em estabelecimentos publicos, uma vez que as formas
de produgdo destes alimentos podem potencializar a
disseminagdo de  verminoses e  protozooses,
contribuindo para 0 aumento da incidéncia e
prevaléncia de doencas parasitarias de origem
alimentar. Ademais, pode-se considerar relativamente
baixo o nimero de trabalhos no Brasil que relatam
niveis de contaminagdo em hortalicas que sdo
consumidas in natura (6,11). Assim, o objetivo do
estudo foi avaliar a taxa de contaminagdo por helmintos
ou protozoarios em alfaces (Lactuca sativa) e agrides
(Nasturtium officinale) comercializados em dois
supermercados, dois hortifratis e uma feira livre
situadas no municipio de Cachoeiro de Itapemirim,
Espirito Santo, Brasil.

Material e Métodos

Foram realizados cinco ciclos de coletas em
semanas distintas, onde para cada ciclo coletaram-se
cinco unidades de alface (Lactuca sativa) e cinco
unidades de agrido (Nasturtium officinale), totalizando
cinquenta unidades avaliadas. As coletas ocorreram a
partir de cinco estabelecimentos comerciais, todos
localizados na sede da cidade de Cachoeiro de
Itapemirim-ES, Brasil, sendo estes representados por
dois supermercados, dois hortifratis e uma feira livre.

Apo6s a coleta, as respectivas hortalicas foram
acondicionadas em sacolas plasticas previamente
identificadas com etiquetas, denotando a procedéncia
das amostras em cada estabelecimento. As mesmas
foram mantidas sob-refrigeracdo a temperatura de 4°C
em um prazo curto de tempo, até o processamento
laboratorial. As analises laboratoriais ocorreram no
Laboratdrio de Parasitologia da Faculdade Multivix,
campus |l - Cachoeiro da Itapemirim, ES.

Posterior a identificagdo das amostras, cada unidade
de alface e de agrido foi desfolhada individualmente,
em recipientes plasticos e lavadas com 450 ml de agua
destilada, folha a folha, com auxilio de um pincel chato
n°16 e pissete (12). A &gua resultante do processo de
lavagem das hortalicas, ap6s passar por filtragem com
gaze, foi transferida para funil de vidro onde ficou num
processo de decantacdo por 24 horas (13). O
sobrenadante foi entdo desprezado e os sedimentos dos
calices foram homogeneizados, sendo parte (cerca de

15mL) separado em tubos de centrifuga para realizacdo
da técnica de centrifugo-flutuagdo simples (CFS), e
parte coletado com auxilio de uma pipeta Pasteur e
colocado sobre uma l&mina para observagdo
microscopica (14).  Foi realizada a leitura de duas
laminas de cada amostra em microscépio éptico, com
aumento de 10x e 40x, sendo os resultados anotados em
fichas individuais.
Posteriormente, o tratamento dos dados obtidos

durante as andlises foi realizado por meio de calculos de
frequéncia simples.

Resultados

Foi avaliado um total de 50 amostras de hortalicas
in natura coletadas a partir de dois supermercados, dois
hortifrutis e uma feira livre, situados no municipio de
Cachoeiro de Itapemirim, ES. Dentre as verduras
analisadas neste estudo, a alface (84%) apresentou
maior taxa de contaminagdo parasitiria quando
comparada ao agridao (68%), conforme demonstrado nas
tabelas 1, 2, 3 e 4.

Das hortaligas pesquisadas, 39 (78%) apresentaram
contaminadas por estruturas parasitarias de protozoarios
e/ou helmintos (Tabelas 1, 2, 3 e 4). Em relagdo as
estruturas parasitarias observadas, aquelas que se
mostraram mais prevalentes foram oocistos (38%).

Em adicdo, a técnica de -centrifugo-flutuagdo
simples (CFS) demonstrou maior sensibilidade na
recuperacdo de ovos, oocistos e cistos de parasitos
quando comparada com o método de sedimentagdo
natural, que se mostrou mais eficiente na recuperacéo
de larvas de nematoides (Tabelas 1, 2, 3 e 4).
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CFS
Ovos Cistos . . .

de Ascarideos De Entamoebidae Ancylostoma spp. Trichuris spp. QOocistos
*EST.1 03 (7,5%) - 05 (12,5%) 04 (10%) 28 (70%)
EST.2 - 03 (14,28%) 05 (23,80%) 01 (4,7%) 12 (57,14%)
EST.3 03 (18,75%) 04 (25%) 02 (12,5%) - 07 (43,75%)
EST.4 05 (23,31%) 03 (15,78%) 01 (21,05%) 03 (15,78%) 07 (36,84%)
EST.S 02 (22,22%) - 04 (44,44%) 01 (11,11%) 02 (22,22%)

*Estabelecimento.

Estabelecimento 1; Estabelecimento 5 = Hortifruti; Estabelecimento 2 = Feira livre; Estabelecimento 3; Estabelecimento 4= Supermercado.
Tabela 1. Frequéncia de estruturas parasitarias verificadas na hortalica alface, de acordo com a metodologia CFS.

HOFFMAN
Cistos de Entamoebidae Oocistos Larva de nematoides
*EST.1 - 31 (88,5%) 04 (11,4%)
EST.2 - 05 (100%) -
EST.3 - 02 (50%) 02 (50%)
EST4 12 (75%) 03 (18,75%) 01 (6,25%)
EST.5 - 16 (100%) -

*Estabelecimento.
Estabelecimento 1; Estabelecimento 5 = Hortifruti; Estabelecimento 2 = Feira livre; Estabelecimento 3; Estabelecimento 4= Supermercado.

Tabela 2. Frequéncia de estruturas parasitarias verificadas na hortaliga alface, de acordo com a metodologia de sedimentagdo espontinea
(Método de Hoffman).

CFS
Ovos' de Cistos de Entamoebidae Ancylostoma Oocistos Giardia sp.
Ascarideos spp-

*EST.1 - 04 (50%) - 02 (25%) 02 (25%)
EST.2 - 05 (38,46%) 01 (7,69%) 03 (23,07%) 04 (30,76%)
EST3 - 01 (100%) - - -
ESTA4 01 (7,69%) 04 (30,76%) 01 (7,69%) - 07 (53,84%)
EST.5 04 (14,28%) 01 (3,57%) 02 (7,14%) 13 (46,42%) 08 (28,57%)

* Estabelecimento.
Estabelecimento 1; Estabelecimento 5 = Hortifruti; Estabelecimento 2 = Feira livre; Estabelecimento 3; Estabelecimento 4 =Supermercado.
Tabela 3. Frequéncia de estruturas parasitarias verificadas na hortaliga agrido, de acordo com a metodologia CFS.

HOFFMAN
Entci:ls;g::l;iiilae Oocistos Larva de nematoides
*EST.1 - 01 (7,14%) 13 (92,85%)
EST.2 - - 01 (100%)
EST.3 - - 02 (100%)
ESTA4 08 (42,10%) - 11 (57,89%)
EST.5 - - 10 (100%)

* Estabelecimento.

Estabelecimento 1; Estabelecimento 5 = Hortifruti; Estabelecimento 2 = Feira livre; Estabelecimento 3; Estabelecimento 4= Supermercado.

Tabela 4. Frequéncia de estruturas parasitarias verificadas na hortaliga agrido, de acordo com a metodologia de sedimentac¢do espontanea
(Método de Hoffman).
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Figura 1.  Estruturas parasitarias recuperadas e identificadas de
ambas as hortali¢as analisadas. A) Cisto de Entamoeba coli (*),
aumento de 40x. B) Ovo de Ascarideo (C3»), ovo de Trichuris
spp.( ), oocistos de coccideo e ovo de Ancylostoma spp
(mmpp- ), aumento de 10x. C) Ovo de Trichuris spp. e oocisto de
coccideo (====»), aumento de 10x. D) Ovo de Trichuris spp.,
aumento de 10x.

Figura 2. Estruturas parasitarias recuperadas e identificadas de
ambas as hortaligas analisadas. A) Larva de nematoide, aumento
de 40x. B) Larva de nematoide, aumento de 40x. C) Larva de
nematoide, aumento de 40x. D) Larva de nematoides, aumento de
40x.

Discussao

Mesquita et al. (1999) (15) afirmam que tanto em
areas rurais quanto urbanas de paises subdesenvolvidos
e em desenvolvimento, em virtude a falta de
saneamento bésico, baixas condi¢des higiénico-
sanitarias e precariedade em politicas de educagdo
sanitaria, as parasitoses intestinais sdo amplamente
difundidas, sendo que o consumo de hortalicas in natura
é tido como um dos principais veiculos de infecgdo.

Em estudo recente (14), verificaram que das 50
unidades de agrido avaliadas para a presenca de
estruturas parasitdrias e comercializadas no municipio
de Alegre, Espirito Santo, Brasil, 38% foram
consideradas positivas. Dentre os parasitos encontrados,
4% eram compativeis para ovos de Ascarideos, Taenia
e Oxyuridae e 6% para larvas de Strongyloides.
Segundo tais autores, a contaminagdo de colecdes
hidricas com contetdo fecal das mais diversas espécies
de animais e do homem ¢ tida como um dos principais
fatores para o alarmante nimero de amostras positivas,
chamando a atengdo para a necessidade de implantagdo
de medidas educacionais, de fiscalizagdo e de
saneamento basico por parte das autoridades locais.

O presente estudo tem constatado a partir de
técnicas laboratoriais, presenga de uma ampla variedade
de ovos, larvas, cistos e oocistos de parasitos com
potencial patogénico, em hortalicas (alface e agrido)
comercializadas em cinco estabelecimentos localizados
no municipio de Cachoeiro de Itapemirim, Espirito
Santo, Brasil. Apds processamento, verificou-se que
78% das amostras estavam contaminadas por parasitos,
dos quais larvas de nematoides (20%) e oocistos de
coccideos (38%) foram as estruturas parasitarias mais
prevalentes.

Dentre os métodos utilizados nas analises das
hortalicas, a técnica de Centrifugo-flutuagcdo simples
(CFS) apresentou maior sensibilidade na recuperagéo
de ovos, oocistos e cistos de parasitos quando
comparada com o método de sedimentagdo natural. Tais
resultados corroboram com estudos previamente
realizados por outros autores (16) Para Bica;
Dillenburg; Tasca (2011) (17), a maior sensibilidade
verificada na técnica CFS pode em parte ser justificada
uma vez que, a centrifugacdo favorece maior
concentragdo de estruturas parasitarias presentes nas
amostras analisadas. Em contra partida, o0 método de
sedimentacdo espontanea apresentou maior
sensibilidade na recuperagdo de larvas de nematoides,
ratificando resultados obtidos por Cavalcante e Corréa
(2010) (18).

Durante as analises parasitolégicas observou-se
maior contaminacgdo parasitaria em folhas de alface
(Lactuca sativa) quando comparada com o agrido
(Nasturtium officinale). Mesma condi¢do tem sido
observada em outros estudos (14,19). Falavigna et al.
(2005) (20), avaliando a frequéncia das principais
enteroparasitoses veiculadas por hortalicas
comercializadas em feiras livres na cidade de Maringa,
PR, observou que, de um total de 181 amostras, 63%
estavam contaminadas por ovos, oocistos e/ou cistos de
parasitos. Em adic&o, dentre as hortali¢as avaliadas por
tais autores, a alface obteve maior indice de
contaminacdo, seguida pelo agrido, contrapondo 0s
resultados demonstrados por Santos (2007)(4), o qual
observou maior tendéncia de contaminagédo no agrido.

A maior frequéncia de enteroparasitos observada
Em folhas de alface (Lactuca sativa) pode ser explicada
debido a sua maior susceptibilidade a contaminagéo,
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verificada desde o cultivo até o consumo (4,5).
Ademais, em virtude de apresentarem folhas largas e
justapostas, a alface acaba por oportunizar maior adeséo
de estruturas parasitérias, a partir do solo ou da agua de
irrigacdo, favorecendo a sua contaminagdo (20,21).
Segundo Silva e Gontijo (2012) (3), a contaminagéo das
hortaligcas pressupde ocorréncia de adubagéo por dejetos
fecais de animais e/ou humanos parasitados, bem como
a precariedade em programas de saneamento basico e
principios relativos a higiene pessoal.

Paralelamente, verificou-se maior frequéncia de
larvas de nematoides em folhas do agrido. Tal achado
fornece indicios de que ha uma possivel fonte de
contaminacgdo humana ou animal, estabelecida mediante
utilizacdo indevida de adubo orgénico contaminado.
Outro aspecto interessante observado nesse estudo foi o
aumento no nudmero de larvas de nematoides
encontradas no agrido apds periodos chuvosos. Uma
possivel hipotese que justifica essa condicdo é baseada
em fungdo das caracteristicas de cultivo da hortalica. O
agrido dispde de caracteristica semiaquatica, sendo
cultivado majoritariamente em regides umidas, situadas
préximos a rios e corregos, condi¢do que contribui para
a taxa de contaminagdo parasitaria (22).

Outra possivel explicagdo que justifica maior
recuperacdo de larvas de nematoides em N. officinale é
dada em funcdo ao comportamento atribuido a estes
estagios parasitarios. Sabe-se que tais larvas apresentam
comportamento baseado em tropismos préprios, dentre
0s quais se destacam o0 hidrotropismo e o
tigmotropismo positivos (23,24). O hidrotropismo é um
fator fundamental, caracterizado pela afinidade das
larvas a locais Umidos ou alagado. J& o tigmotropismo
se fundamenta na associacdo das larvas em superficies
solidas, caso estejam nadando na dgua (24). Assim, 0s
tropismos demonstrados pelas larvas, associados aos
periodos de alta pluviosidade que antecederam a coleta,
bem como ao método de cultivo corroboram para o
aumento de larvas obtidas no agrido. Devido a
similaridade morfoldgica observada entre os estagios
larvais dos diferentes géneros de helmintos, optou-se
por denomina-los como de larvas de nematoides.

Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram alta
taxa de contaminacdo nas hortalicas analisadas, com
78% das verduras apresentando potencial indice de
transmisséo de protozodarios e/ou helmintos ao homem.
Tais resultados evidenciam baixo padrdo higiénico-
sanitario durante o cultivo destes alimentos, bem como
a necessidade de se realizar uma higienizagdo correta
destas hortalicas por parte dos consumidores. Ressalta-
se ainda a importancia de uma fiscalizacdo mais
eficiente por parte dos 6rgdos sanitarios competentes,
dada a importancia que tais alimentos apresentam para
a salde publica.
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Summary

Infestation by ectoparasites is common in humans and especially in animals, where poultry is one of the most
affected species. The impact of the infestation on poultry can even lead to the death of these animals. By consulting
the literature about the prevalence of ectoparasites in poultry of the species Gallus gallus domesticus, it became clear
that this one is limited around the world, especially in Chile. The frequency of ectoparasites in poultry of the species
Gallus gallus domesticus was studied in three different rural zones belonging to the municipality of Padre Las Casas,
Gorbea, and Cholchol at Region de la Araucania, Chile. Twenty chickens were analyzed in a chosen property from
each county. Samples were taken from feathers and skin from the body and head of the chickens, which were
transported to the research laboratory of Universidad Mayor, Temuco, in order to analyze them. -Seventy three
(73%) of chickens were infested. Menopon gallinae (58%), Goniodes dissimilis (32%), Lipeurus caponis (3%),
Cuclotogaster heterographus (2%), and Menacanthus stramineus (2%) were identified. 64% of chickens were
monoparasited, 32% presented biparasitism, and only 4% triparasitism. It was shown that chickens living in a soil
mixed with ash had less presence of ectoparasites in comparison to those ones living in soil only with soil. It follows
that ash directly influences the frequency of these condition.

Resumen

La infestacion por ectoparésitos es frecuente en humanos y especialmente en animales, donde las aves de corral
son una de las especies méas afectadas. El impacto que tiene la infestacion en las aves de corral puede incluso llevar a
la muerte. Es escasa la bibliografia mundial sobre la prevalencia de ectoparasitos en la especie Gallus gallus
domesticus, especialmente en Chile. Se estudid la frecuencia de ectoparasitos en la especie Gallus gallus domesticus
en tres diferentes zonas rurales pertenecientes a las comunas de Padre Las Casas, Gorbea y Cholchol, region de La
Araucania, Chile. Se analizaron 20 aves al azar en una propiedad elegida de cada comuna. Se extrajeron muestras de
plumas y piel del cuerpo y cabeza de las aves, las que fueron transportadas al laboratorio de la Universidad Mayor,
sede Temuco, para su andlisis. Un 73% de las aves estaban infestadas. Se identificaron: Menopon gallinae (58%),
Goniodes dissimilis (32%), Lipeurus caponis (3%), Cuclotogaster heterographus (2%) y Menacanthus stramineus
(2%). Un 64% de las aves estaban monoparasitadas, el 32% present6 biparasitismo y solo un 4% triparasitismo. Se
demostro que las aves que habitan en un suelo mezclado con ceniza tenian menos presencia de ectoparasitos en
comparacion con las que habitaban en un suelo s6lo con tierra. Se deduce que la ceniza influye directamente en la
ectoparasitosis.
Palabras clave: Ectoparasitos, Gallus gallus domesticus, Piojos, infestacion.

Introduccion ninfas, que luego de tres mudas llega a adulto (7). Las
aves de corral frecuentemente son atacadas por

. . . ectoparasitos. En algunos estudios se menciona que el

Los parésitos son organismos unicelulares 0 10094 de las gallinas alguna vez estuvo infestadas con
pluricelulares que necesitan vivir sobre o en el interior un ectoparasitos (8), ocasionando dermatitis, pérdida de
hospedero. Son una de las formas de vida mas abundante peso y pérdidas en la produccion de huevos, y pueden
que existe en la Tierra por lo gue son un componente  aetyar como vectores biolégicos, lo que puede derivar
muy importante en la integridad del ecosistema (1,2). en graves enfermedades e incluso llevar a la muerte
Entre la gran variedad de parasitos que existen en el (9). La prevalencia de los ectoparésitos en aves de
mundo, se pueden distinguir principalmente tres grandes corral en distintas zonas geogréficas del mundo es
grupos, helmintos, protozoos y artropodos, cada grupo  similar. En Venezuela, un estudio revel6 que entre los
teniendo la capacidaq de producir enfermedades tanto en ectoparasitos més frecuentes que afectan a las gallinas
humanos como en animales (3). . de corral se encuentran los piojos: Menacanthus
Los ectoparasitos se ubican en la superficie del stramineus, Menopon gallinae, Goniocotes gallinae,
hospedero, provocando una infestacion. Los artropodos Columbicola columbae y Echidnophaga gallinacea
pertenecen a este grupo de parésitos (4). Entre los (g) yn estudio, en Nigeria, revela que la mayoria de
ectoparasitos mas comunes y frecuentes que producen las gallinas de corral estan infestadas con especies de
infestaciones  estan los  piojos, pulgas, acaros y  gctoparssitos como  Menacanthus  stramineus,
garrapatas (5). Este estudio se restringe a los piojos de Goniocotes gallinae, Goniocotes gigas, Lipeurus

gallinas._Estos piojos son grandes, de térax _anchp y su caponis, Knemidocoptes mutans y Echidnophaga
cabeza tiene forma de flecha, su color es rojo-gris. Se gallinacea (10).

alimentan a través de su proboscide que posee tres A pesar de que es similar la prevalencia de
estiletes que les permite penetrar la piel y succionar ectoparasitos en distintas partes del mundo, no
sangre (6). El ciclo de vida completo ocurre en el provoca enfermedades graves, pero si esta poblacion
hospedero, que depende de diversas —condiciones o ve alterada, pueden ocasionar cuadros severos en
ambientales como temperatura y humedad. La hembra las aves afectadas (11). La prevalencia de
realiza la ovoposicién que posteriormente da origen a ectoparasitos en Gallus gallus domesticus no ha sido
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bien documentada ni estudiada en los dltimos afios. Las
publicaciones hechas en Chile, segin bibliografia, datan
de los afios 1974 y 2009 (13,14). Dado, la muerte masiva
de gallinas en una na zona rural de Temuco, se decidié
estudiar la presencia de piojos, los que podrian haber
estado involucrados en este evento (15).

Materiales y métodos

El tipo de muestreo fue no probabilistico por
conveniencia, a partir de tres zonas rurales perteneciente
a las comunas de Padre las Casas, Gorbea y Cholchol, de
la region de La Araucania, Chile.

Se obtuvo muestras de 60 aves, de la especie Gallus
gallus domesticus, divididas en grupos de 20 por cada
comuna. Se realizd una inspeccion visual utilizando una
lupa, para detectar en cada ave el &rea de mayor
infestacion por ectoparasitos. Con pinzas, fueron
extraidos los parasitos visibles y se transportaron al
laboratorio en tubos de ensayo con alcohol al 70%. Los
ectoparéasitos no visibles, fueron extraidos con la ayuda
de un bisturi, realizando un raspado de piel sobre el
cuerpo y cabeza de las aves. Posteriormente, las muestras
se depositaron en un portaobjetos, cubriéndolo con otro,
y se envolvieron en hojas de papel previamente rotulado
para su traslado al laboratorio de investigacion de la
Universidad Mayor, sede Temuco donde fueron
procesadas y analizadas. Para la visualizacion de piojos,
las muestras fueron tratadas con KOH 10% por 15
minutos para su diafanizacion. Posteriormente, los
ectoparasitos se depositaron sobre un portacbjetos con 2
gotas de Xilol por 1 minuto, para aclararlos y retirar el
resto de KOH. Luego, se realizd montaje utilizando
Bélsamo de Canada. Se observaron las laminas con
microscopio dptico con 40 y 400 aumentos. Para la
identificacion, se utilizé descripciones, ilustraciones y/o
claves taxonémicas (16,17).

Los datos se analizaron en base a un estudio no
probabilistico por conveniencia, donde los resultados se
presentan mediante estadistica descriptiva, mostrando
frecuencias y porcentajes. Se aplicd Chi cuadrado para la
prueba de hip6tesis con el fin de evidenciar las
diferencias de frecuencias de ectoparasitos en relacion
con el tipo de suelo en que habitan las aves. La
significancia fue evaluada al 0,05. Todo el procesamiento
de datos se realizO mediante el software GraphPad
version 7, IBM SPSS Statistics version 25 y Microsoft
office Excel version 2018.

Resultado

El 73 % de las 60 aves estudiadas, de las comunas de
Padre Las Casas, Cholchol y Gorbea, presenté
ectoparasitos del tipo piojos. La mayor parte de los
ectoparasitos encontrados, fueron extraidos del cuerpo de
las aves y en menor cantidad de la cabeza (Tabla 1).
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Se encontro6 de la familia Philopteridae 5 especies
de ectoparasitos (Fig. 1), identificandose, Goniodes
dissimilis (32%), L caponis (3%) y C heterographus
(2%).

De la familia Menoponidae se identificaron las
especies M gallinae (58%) y M stramineus (2%).

La frecuencia de los ectoparasitos identificados se
presenta en la Tabla 2. Aquellas aves que vivian en
un suelo en el que se aplicaba ceniza presentaron
menor frecuencia de ectoparasitos en comparacion a
aquellas que vivian en suelos no tratados. Se
demostr6 mediante el analisis de hipdtesis Chi
cuadrado que existe una diferencia significativa en la
presencia de ectoparasitos entre el grupo de aves que
se encontraba en suelos con ceniza y las que no la
estaban (Gréfico 1).

La mayoria de las aves examinadas estaban
infestadas con una sola especie.

Frecuencia Porcentaje
Negativo 16 26,7
Cuerpo 39 65,0
Cuerpoy 5 8,3
Cabeza
Total 60 100,0

Tabla 1. Porcentaje de muestras obtenidas en las diferentes zonas
de muestreo en Gallus gallus domesticus. Region de la Araucania,
Chile.

Y

Figura 1. Piojos en Gallus gallus domesticus (No a escala)
encontrados en diferentes comunas de la region de la Araucania,
Chile. (A) Menopon gallinae, macho adulto; (B) Menacanthus
stramineus, hembra adulta; (C) Goniodes dissimilis, macho
adulto; (D) Lipeurus caponis, hembra adulto; (E) Cuclotogaster
heterographus, hembra adulto.
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Ectoparésitos Frecuencia | % Aves con
Ectoparésitos
Menopon gallinae 35 58%
Goniodes dissimilis 19 32%
Lipeurus caponis 2 3%
Menacanthus stramineus 1 2%
Cuclotogaster heterogra 1 2%
phus

Tabla 2. Frecuencia de ectoparasitos encontrados en tres zonas
rurales de la region de la Araucania, Chile, en Gallus gallus
domesticus.
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Ectoparasitos

Gréfico 1. Distribucion de ectoparasitos en Gallus gallus
domesticus, que habitan en suelos con y sin ceniza.

Suelo con ceniza (n=9) y suelo sin ceniza (n=51), la significancia
estadistica fue establecida para P <0.05.

Discusion

Las especies de ectoparasitos encontradas en Gallus
gallus domesticus presenta la misma distribucion mundial
como lo demuestran estudios en Nigeria (8), Venezuela
(9) e Iran (12). En Chile, los estudios que se han
realizado sobre la prevalencia o frecuencia de
ectoparasitos en aves de corral son escasos, aunque
muestran resultados similares. Torres et al (13),
reportaron en Valdivia, que las especies de piojos
frecuentemente encontrado en aves de corral son M
gallinae (60%), seguido de G dissimilis (57%), M
stramineus (3%) y L caponis (11%). Gonzélez et al (14),
a diferencia del estudio anterior, report6 las especies, M
gallinae, G gigas, G gallinae, M stramineus, pero no
encontr6 G dissimilis ni L caponis. En estudios
realizados en Latinoamérica, Cruz et al (18) informaron
en Meéxico, que las especies de piojos mas prevalentes
fueron M stramineus (88%), M gallinae (86%),
Chelopistes meleagridis (64%); no encontraron G
dissimilis, G gigas ni G gallinae. Martinez et al (9), en
Venezuela, reportaron una prevalencia de M stramineus
de 80%, M gallinae de 51%, L caponis de 43%, G gigas
de 33%, G gallinae de 15%, Goniodes sp. de 8 %, G
dissimilis de 4%, Colpocephalum sp un 2%, Chelopistes
meleagridis un 1%. Estos resultados, difieren de estudios

realizados en Chile, en donde M gallinae es mas
prevalente. Los piojos M stramineus y M gallinae se
recolectaron en la mayoria de los estudios. Estos,
morfoldgicamente, son muy similares, por lo tanto, es
dificil su diferenciacién e identificacion; lo mismo
sucede con la diferenciacion de G gigas (Parasita en
zonas tropicales) con G dissimilis (Estd en zonas
templadas) (19). No encontramos pulgas, a diferencia
de un estudio realizado en California, que encontré solo
E gallinacea (18%) (19). De igual manera en Nigeria,
solo se reportd E gallinacea (12%) (8). La baja
frecuencia de especies de pulgas en los estudios citados
y el presente estudio, se podria explicar debido a que
las pulgas son sensibles al clima y zonas geograficas
con ambientes frios inferiores a 13°C, los cuales no son
favorables para su ciclo de vida, siendo propicias las
zonas de alta humedad como las estaciones de
primavera y verano donde presentan su maxima
abundancia (20). La presencia de ectoparasitos en las
aves se asocia a multiples factores, que incluyen las
condiciones climaticas, donde altas temperaturas y
humedad favorecen el desarrollo de los ciclos de los
ectoparasitos. También las pobres medidas higiénicas y
ausencia de medidas de control son un importante
factor en la presencia de ectoparésitos (21). Con
respecto a la frecuencia de los ectoparasitos, segun el
tipo de suelo en que habitan, se deduce que la ceniza se
puede utilizar para impedir el desarrollo de los piojos,
ya que las aves realizan su limpieza con tierra o arena
(bafio de polvo), Segun Ali y Morosetti (22), se puede
utilizar una caja que contenga arena y ceniza, para que
las aves mantengan su plumaje limpio y libre de
ectoparasitos, lo que fue corroborado en el presente
estudio. Si bien los ectoparasitos en aves repercuten
directamente en su salud, afectando el ciclo de vida,
deteriorando la produccion de huevos y replicacion
(20), la presencia especifica de parésitos hematdfagos
como acaros del género Dermanyssus  spp,
Ornithonyssus spp, pulgas como E gallinacea vy
garrapatas como Argas persicus”, pueden tener mayor
peligro, ya que pueden de producir una intensa anemia,
dependiendo de la intensidad de infestacion. Estos
tienen un importante papel como vectores y pueden
transmitir enfermedades mortales que incluso puede
afectar al humano (8, 23, 24).
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Summary

Otodectes cynotis epidemiology data are barely known in Chile. Our study was conducted at the auricular level
on 89 domestic felines in four clinics in the city of Temuco. A level of infestation of 5.6% was found, and this was
observed both felines with otitis signs and without it. Our main findings showed significative relationships between
the presence of otitis externa and the presence of O. cynotis, and between lifestyle and the presence of the mite,

considering them as relevant risk factors.

Keywords: Otodectes cynotis, Mite, Cat, Otitis, Prevalence.

Resumen

Los datos de prevalencia de Otodectes cynotis son escasos en Chile. Se realiz6 un estudio a nivel auricular de 89
felinos domésticos en cuatro clinicas en la ciudad de Temuco. Se encontr6 un nivel de infestacion del 5,6%,
observandose tanto en felinos con signologia de otitis como sin esta. Se encontraron las siguientes asociaciones
significativas como factores de riesgo relevantes: relacién de presencia de otitis externa versus la presencia de O.
cynotis y la relacion entre el estilo de vida versus la presencia del acaro.

Palabras claves: Otodectes cynotis, Acaro, Gato, Otitis, Prevalencia.

Introduccion

En el canal auditivo de los gatos domésticos se

pueden desencadenar diferentes procesos, como
aumento de humedad, de pH y disminucion del
contenido de lipidos en el cerumen, alterdndose el
equilibrio de secrecion y la microbiota normal, dando
lugar a infecciones oportunistas que terminan
predisponiendo a una otitis externa*
Otodectes cynotis es un &caro de importancia zoonética,
de rara presentacion en el humano, provocando
inflamacién, irritacion y prurito. Van de Heyning y
Thienpont reportaron en 1977 el primer caso en una
mujer, >4

La otitis externa, presenta factores predisponentes,
primarios y secundarios. Primarios como: acumulacion
constante de pelo que puede conducir a traumatismo
folicular, y/o el canal auricular inmévil que limita el
flujo de aire dentro del conducto auditivo >®’. Razas de
gatos con pelo largo son més propensas a desarrollar
una otitis externa, por mala ventilacién auricular que
conduce a mayor humedad, produciendo cambios en el
epitelio del conducto auditivo >%78%%

Entre los factores secundarios de otitis se destacan
bacterias y hongos. %1%,

Los ectoparasitos son los principales factores
primarios de la otitis externa. Estos se alimentan y
viven en la superficie de los mamiferos. Tienen una
patogenicidad considerable e incluso pueden causar la
muerte, dependiendo de la carga parasitaria, la
intensidad de la parasitosis y el estado nutricional e
inmunolégico del hospedero 51718,

Los principales acaros involucrados en otitis son:

Sarcoptes scabiei var canis, Neotrombicula autumnalis,
Cheyletiella yasguri, Notoedres cati y Otodectes
cynotis, siendo este Ultimo la causa parasitaria mas
frecuente de otitis externa en gatos ****19%
Se estima que el 50% de los casos de otitis en felinos
son causados por este acaro >"***. Su distribucion
abarca cabeza y canal auditivo, siendo su signologia
clinica la presencia de eritema, papulas, excoriaciones,
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auto traumatismos por un prurito variado y exudado
seroso de color marrdn. Sin embargo, en algunos casos
en gatos se presenta de forma asintomatica %.

La principal via de transmision es el contacto
directo con el huésped infestado, y puede ocurrir a
cualquier edad ****# El diagnéstico de presencia del
acaro requiere confirmacion visual de éstos en el oido, a
través de la observacion con otoscopio, microscopio y
pruebas parasitolgicas del cerumen. También se
pueden aplicar pruebas adicionales como la citologia
2,23,24,25,26

La mayoria de las publicaciones tratan aspectos
clinicos y terapéuticos de O. cynotis, mientras que los
datos epidemioldgicos son escasos, especialmente en
Chile. Se realizé la blisqueda de Otodectes cynotis en
felinos domésticos (Felis catus) y factores asociados a
la presencia de este, en clinicas veterinarias, en
Temuco, Chile.

Material y métodos

Se estudié 89 gatos de la ciudad de Temuco, que
concurrian a 4 clinicas veterinarias (Clinica Veterinaria
Altamira, Clinica Veterinaria Arca de Noé, Clinica
Veterinaria Kennel y Hospital Clinico Veterinario,
Universidad Mayor). La poblacion objetivo de Temuco
fue calculada en base al estudio realizado por Ibarrra
2003, que estimo 0.4 gatos por vivienda, en Santiago de
Chile %, empleando un margen de error del 5%, nivel
de confianza del 80% y frecuencia esperada del 50%.
Los criterios de inclusion en este estudio fueron felinos
con duefio, pudiendo ser de caracter “Outdoor” 0
“Indoor”, de edad entre 4 meses a 13 afios. Como
criterios de exclusion se consideraron: felinos tratados
recientemente (minimo 1 mes) con acaricidas, 0 que
cursaran con patologias como heridas por mordeduras,
guemaduras, tumores u abscesos a nivel del pabellon
auricular.

El estudio fue de tipo no experimental con un
disefio transeccional descriptivo. EI muestreo se realiz6
entre los meses de junio y octubre de 2017.
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Los pacientes eran individuos que concurrian a
clinicas veterinarias por diversas razones, y a Cuyos
propietarios se les solicitd la firma de una autorizacion
para realizar la toma de muestra. A cada paciente se le
realiz6 un examen clinico general por veterinario a
cargo, registrando los datos del gato (sexo, pelaje,
edad), de manejo (Indoor/Outdoor), y signologia
presente (Otitis). Luego del examen clinico, se colectd
la muestra a través de raspado con un hisopo de
algoddn a nivel auricular de cada oreja (hisopos
distintos) para recolectar material dtico. Luego este
material se coloc6 en un portaobjeto. Para esto, el
hisopo fue golpeado con golpes secos y breves con una
posterior rotacion sobre el portaobjetos, para permitir el
desprendimiento de acaros que se encuentren en la
muestra. En el laboratorio, se agreg6 al portaobjeto una
gota de Hidréxido de potasio al 10% con tinta Parker
azul permanente. Se colocé un cubreobjeto, y se realizd
observacion microscopica, con 40 a 400 aumentos,
recorriendo toda la muestra para observar la presencia
del &caro.

Para la identificacion del &caro, se observaron sus
caracteristicas ~ fisicas, teniendo  presente la
diferenciacion de las etapas del ciclo de vida de O.
cynotis, segun la descripcion de la OIE %,

Cada paciente fue clasificado segln la presencia de al
menos un estadio de O. cynotis) o ausencia del parasito.

Las variables se registraron en planilla Excel, para
posterior andlisis. El estudio se realiz6 con el animal
vivo y sin uso de farmacos tranquilizantes o anestésicos
generales.

El trabajo se realiz0 en base a estadistica
descriptiva, empleando variables nominales que son:

1. Pelaje, codificandose en “Doméstico de pelo corto”
(DPC) =1 y “Doméstico de pelo largo” (DPL) = 2.

2. Clasificacion segun su procedencia; si viven fuera
de la casa “Outdoor” = 2 0 si viven dentro de la casa,
teniendo contacto en ciertas ocasiones con el exterior
“Indoor” = 1.

3. Segun Sexo “Macho” =1y “Hembra” = 2.

4. Edad en categorias (Juvenil: de 6 meses a 12 meses;
Adulto 13 meses a 8 afios; y Senil: de 9 afios en
adelante).

5. Presencia =1 ¢ ausencia =0, de O. cynotis.

Para explorar asociaciones entre factores de riesgo y
la presencia de O. cynotis se generaron tablas de
contingencia y se realiz6 el Test de Fisher con un nivel
de significancia de <0.05. Los andlisis estadisticos
fueron realizados empleando el programa informatico
SPSS.

Resultados

Se muestre6 89 felinos, 49 machos y 40 hembras.
No se alcanzé el tamafio de muestra calculado,
disminuyendo el poder a un 60% (G*Power;
considerando la prevalencia obtenida y prevalencia

detectada previamente en Chile 29. Los rangos de edad
de los animales muestreados variaron desde los 6 meses
a 9 afos, con un promedio de 4 afos.

Las caracteristicas de los individuos estudiados se
encuentran en la tabla N°1.

Caracteristicas ©. cynotis Total
Presencia Ausencia
0, 0,

Sexo  Macho 4 (4,5%) 45(50,56%) 49
Hembra  1(1,12%) 39(43,8%) 40
Juvenil 2(2,24%) 35(39,3%) 37

Edad  Adulto 3(3,37%)  43(48,31%) 46
Senil 0 6(6,74%) 6

Estilo  Indoor 1(1,12%) 62(69,6%) 63

devida oyqoor  4(a5%)  22(247%) 26

0, 0,

Pelaje DPC 1(1.12%) 49(55%) 50

DPL 4(4.5%) 35(39,3%) 39

DPC= Domeéstico de Pelo Corto. DPL= Domeéstico de
Pelo Largo.

Tabla 1. Caracteristicas de 89 gatos estudiados para busqueda de
Otodectes cynotis. Temuco.

Para el total de los felinos muestreados, la
prevalencia del &caro fue de 5,61% (5/89) destacando
que del total de individuos el 4,49% (4/89) se
encontraban cursando otitis externa al momento de la
toma de muestra, y en estos, en 3 hubo presencia (75%)
de O. cynotis. En cuanto a la presencia del acaro,
comparando los DPC (50 gatos) versus los DPL (39
gatos), se observé presencia del acaro en 1 de 50 gatos
muestreados (2%) DPC y en 4 de 39 gatos muestreado
(10,2%) DPL. En relacion con la clasificacion por edad
se observé un 2,24% (2 positivos) de presencia del
acaro en gatos jovenes y un 3,37% (3 positivos) en
gatos adultos. No se encontr6 Otodectes en gatos
seniles. Comparando machos versus hembras, se
observé una prevalencia del 1,12% (1 positivo) en
hembras versus un 4,5% (4 positivos) en los machos.
En la comparacion segun estilos de vida, en gatos
indoor se obtuvo una prevalencia de 1,12% (1 de 89
gatos muestreados) y un 4,5% (4 de 89 gatos
muestreados) de gatos Outdoor.

Se detect6 en 5 gatos con caro, que 3 cursaban con
signologia de otitis (prurito, papulas, escoriaciones y
secrecién de color marrén negruzca y 2 gatos sin
signologia clinica.

El andlisis de independencia (Test de Fisher, p<
0,05) reveld asociacion significativa entre presencia de
otitis versus la presencia de O. cynotis (p= .000), al
igual que la relacion entre el estilo de vida versus la
presencia del acaro (p=.028). Las variables sexo
(p=.374), edad (p=.806) y pelaje (p=.650) no fueron
significativas.
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Figuras 1.a, 1b y 1c: Otodectes cynotis adulto Macho, se observa
sus cuatro miembros, abertura anal y su tubérculo copulador.

T

Figura 1d. Huevo de Otodectes cynotis. 40 aumentos
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Discusion

Segun lo descrito por Otranto et al 30, estudiando la
sobrevivencia de O. cynotis, encontraron una sobrevida
maxima de 12 dias a una temperatura ambiente de 12,3
a 14,2°C, y con una humedad relativa entre 57,6 y
82,9%. En nuestro estudio la temperatura obtenida entre
los meses de junio a octubre fue de 9°C a 17°C y una
humedad relativa promedio del 50%, descrita por
Meteorologia de Chile (meteochile.gob.cl 2017)
temperaturas propicias para su sobrevida en ambiente.
Los datos muestran prevalencias de otitis similares
(4,4%) a las descritas por Lorenzana, de un 2-6% *. Al
comparar la prevalencia de gatos que cursan con otitis
provocada por O. cynotis, se obtuvo una alta
presentacion (75%) versus estudios previos, que la
describian entre 40-60% **%°. Si bien Ettinger® sefiala
que la infestacion es mas comun en animales menores
de un afio, en este estudio, no se dio dicho punto,
encontrandose una presentacion mayor en gatos adultos
(3/5 total de felinos infestados) que en gatos juveniles
(2/5 total felinos infestados), pero no significativa.

Al igual que lo reportado por Gatica * hay una
mayor predisposicion en gatos DPL versus los DPC,
pudiendo ser producto de que su pelaje en oido es
propicio para la proliferacion de Otodectes, para lo cual
se sugiere realizar estudio, sobre la influencia que
presenta el pelo en las orejas de gatos DPL sobre la
presencia de diferentes acaros.

Observamos, dos casos que no presentaban
signologia clinica de otitis, estos corresponden a una
presencia muy baja de Otodectes. No se encontré en la
bibliografia consultada una cuantificacion del parasito,
relacionada con otitis externa, lo cual podria ser objeto
de un estudio posterior, ya que Cordero del Campillo™®
indica que el gato es un reservorio natural,
presentandose principalmente casos en felinos adultos.
Se sugiere realizar dos estudios: primero ver cuando
este 4caro pasa de ser un agente inocuo por producir
otitis, y segundo, ¢cudndo la presencia de Otodectes
cynotis se considera como normal o cuando una
otocariosis?
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Trabajo de Incoporacion SOCHIPA

Clonaje y caracterizacion de factores de crecimiento en el
patogeno humano Trichomonas vaginalis

CHRISTIAN MUNOZ, ALEJANDRO CATALAN, JUAN SAN FRANCISCO,
BESSY GUTIERREZ, JORGE ARAYA & JORGE GONZALEZ
Laboratorio Parasitologia Molecular, Departamento de Tecnologia Médica, Facultad de Ciencias
de la Salud, Universidad de Antofagasta.

Trichomonas vaginalis es un protozoo flagelado que parasita exclusivamente al ser humano, presentando una
incidencia anual de casos estimada en méas de 276,4 millones de personas infectadas.

Diferentes investigaciones han demostrado que la patogenicidad de T. vaginalis es el resultado de eventos
complejos que involucran moléculas de adhesion, hemolisinas, cisteinas proteasas y factor de separacion celular. Sin
embargo, un evento critico en la colonizacion del epitelio urogenital humano, es la proliferacion celular, la cual no ha
sido estudiada en T. vaginalis, y los mecanismos biolégicos y/o moleculares involucrados en ella no son conocidos.

Esta investigacion permitio evidenciar el papel critico de los factores de crecimiento en la proliferacion del
patégeno humano T. vaginalis. En este estudio, demostramos que en el protozoo parasito T. vaginalis, existen 3
genes que codifican para factores de crecimiento, los cuales son sintetizados, traducidos y secretados por el parasito
con la finalidad de estimular su proliferacion celular, denominados TvFC1, TvFC2 y TvFC3. En primer lugar, la
incubacion de T. vaginalis con sobrenadantes de cultivos, estimula la proliferacion celular del parasito, mientras que
la incubacion con Brefeldrina A, un potente inhibidor del trafico intracelular, la inhibe. Segundo, demostramos que
los factores de crecimiento recombinantes estimulan la proliferacion in vivo de T. vaginalis, y sus proteinas nativas
estan presentes en diferentes cepas del pardsito, por Gltimo, oligonucleétidos antisentido dirigidos contra la regién
codificante de TvFC3 bloquearon significativamente la proliferacion celular en la fase de crecimiento exponencial
del parasito. Ademas, mediante ensayos de marcacién metabélica con metionina **S, demostramos que los factores
de crecimiento de T. vaginalis son secretados al medio de cultivo. Este mecanismo de secrecion parece ser mediado
por vias no clasicas o no convencionales, las cuales no han sido descritas en protozoos parasitos humanos.

Nuestras observaciones, sugieren que los factores de crecimiento podrian ser potenciales factores de virulencia,
ya que uno de los eventos esenciales asociados a la patogenia de cualquier parasito patdgeno es aumentar su densidad
poblacional, existiendo una directa correlacién entre el nimero de parésitos y la patogenia. De este modo, varias
piezas de evidencia sugieren fuertemente que la proliferacion in vitro de T. vaginalis es inducida por factores de
crecimiento.

En este estudio, hemos identificado por primera vez factores de crecimiento y descrito su papel tanto en la
proliferacion de T. vaginalis, asi como también su potencial funcién como nuevos factores de virulencia del parasito.
No obstante, este hallazgo puede tener, ademas multiples implicancias. Primero, desde la perspectiva de la biologia
celular, nuestras observaciones abren nuevas avenidas en el estudio de los mecanismos de trafico intracelular de T.
vaginalis, siendo que las vias de secrecidon no convencionales no han sido descritas ni estudiadas en este protozoo.
Segundo, desde una perspectiva biotecnolégica, nuestro trabajo sugiere que T. vaginalis es una célula secretora de
potencial aplicacion biotecnoldgica que, dado su particular habitat, podria ser utilizada como vector para potenciales
vacunas contra cancer cérvico uterino y de préstata. Del mismo modo, la existencia de regiones particulares que
difieren de aquellas presentes en los factores de crecimiento del huésped humano, sugiere la posibilidad de usar estos
factores de crecimiento como potenciales herramientas diagndsticas.
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Sefializacion intracelular mediada por fosfolipasas D
del veneno de Loxosceles laeta: el papel
de los microdominios de balsas lipidicas

Dr. ALEJANDRO CATALAN

Las arafias del género Loxosceles, en Chile la especie Loxosceles laeta, producen un cuadro téxico de
envenenamiento denominado loxoscelismo. Este cuadro se manifiesta en dos formas clinicas: el loxoscelismo
cutaneo (LC) y el loxoscelismo cutaneo-visceral (LCV). El LC es mas frecuente y esta caracterizado por una lesién
en la piel, con presencia de eritema, edema, y una marcada infiltracion en la dermis de células inflamatorias y
produccion de mediadores pro-inflamatorios, seguido finalmente por necrosis del tejido. El veneno de las arafias del
género Loxosceles, esta compuesto por una mezcla proteica, rica en proteinas de baja masa molecular (5-40 kDa),
donde destacan tres clases de proteinas altamente expresadas: proteasas tipo astacinas, péptidos insecticidas, y
enzimas de la familia de las fosfolipasas D (PLD). Estas Ultimas son consideradas como el principal componente
toxico del veneno de Loxosceles. Si bien, se ha destacado el papel del reclutamiento de células inmunes al sitio de
lesion durante el loxoscelismo cutaneo, poco se conoce en relacion al mecanismo molecular que induce la liberacion
de mediadores pro-inflamatorios. Recientemente, reportamos que las isoformas recombinantes 1 y 2 de fosfolipasas
D de L. laeta (rLIPLD1 y rLIPLD2), son capaces de inducir la expresion de IL-6, IL-8, CXCL1/GRO-a y
CCL2/MCP-1 en la linea células de fibroblastos de piel humana HFF-1. Este efecto fue dependiente de las PLD, pero
independiente de la actividad catalitica de las enzimas, puesto que una isoforma cataliticamente activa (rLIPLD1) y
otra inactiva (rLIPLDZ2) inducen de manera similar la expresion de estos mediadores inflamatorios. Ademas, el efecto
de las PLD recombinantes de L. laeta fue significativamente mayor al de los productos lipidicos ceramida 1-fosfato y
acido lisofosfatidico formados de la degradacion de esfingomielina y de lisofosfatidilcolina, respectivamente. Junto
con esto, los mediadores inflamatorios, fueron capaces de estimular la migracién de monocitos THP-1. Sin embargo
el mecanismo mediante el cual PLDs de Loxosceles estimulan la expresion de estos mediadores inflamatorios se
desconoce. Un blanco molecular que podria actuar como un recurso de sustrato celular (esfingomielina) y como
plataforma de sefializacion para la expresion de estos mediadores pro-inflamatorios en respuesta a las fosfolipasas D
de Loxosceles podrian ser las balsas lipidicas de la membrana celular. Se ha reportado la importancia de las balsas
lipidicas en la expresion de la quimiocina CCL2 y también su papel en la activacion de la via de sefializacion
PI3K/Akt. Esta Ultima participante de la expresion de esta importante quimiocina para el reclutamiento de monocitos.
Ademas, anteriormente hemos demostrado que las rLIPLDs son capaces de activar la via de sefializacion PI3K/Akt
en fibroblastos HFF-1. Por lo anterior, hipotetizamos que las balsas lipidicas de la membrana plasmatica de
fibroblastos actian como plataforma de sefializacion y como recurso de sustrato para las fosfolipasas D de
Loxosceles. Para esto, evaluamos la interaccion de diferentes isoformas de PLDs de L. laeta (rLIPLD1 y rLIPLD?2),
asi como también de dos isoformas mutantes de PLD1 (rLIPLD1-W256S y rLIPLD1-D259G) deficientes en la union
a esfingomielina, con las balas lipidicas de la membrana plasmatica de los fibroblastos HFF-1 mediante fluorescencia
confocal, con marcaje de las balsas lipidicas utilizando la subunidad B de la toxina de célera conjugada con Alexa
Fluor 594 y marcaje de las PLDs con anticuerpos anti-rPLD seguido de un anti-inmunoglobulina conjugada con
Alexa Fluor 488. Tanto, las isoformas recombinantes rLIPLD1 como rLIPLD2, fueron capaces de colocalizar con las
balsas lipidicas, mientras que no se observo marcaje con anti-PLD en las células no tratadas. Ademés, ambas
isoformas mutantes no fueron capaces de unirse a las balsas lipidicas de la membrana plasmatica de los fibroblastos,
a diferencia de la isoforma PLD1 no mutada. Esto demuestra que la esfingomielina presente en las balsas lipidicas es
reconocida por las fosfolipasas D, independiente de su actividad catalitica, pero que si depende se la presencia de
aminoacidos esenciales para el reconocimiento de sustrato. Finalmente, mediante western blot de Akt fosforilada en
extractos celulares de fibroblastos HFF-1 tratados con las diferentes isoformas de PLD, demostramos que rLIPLD1 y
rLIPLD2, fosforilan Akt a los 15 minutos de incubacidn, y que ademas este efecto fue mediante activacion de la via
de sefializacién PI3K/Akt, puesto que el inhibidor wortmanina a 10 nM , inhibe la fosforilacion de Akt dependiente
de las PLD de L. laeta. Junto con esto, no se observé fosforilacion de Akt cuando las células fueron tratadas con las
isoformas mutantes de PLD1, lo que indica que la interaccion entre PLD y su sustrato, es esencial para la activacion
de la via de sefializacion PI3K/Akt. Estos resultados, entregan importantes antecedentes sobre el mecanismo
molecular involucrado en la interaccion de las fosfolipasas D de Loxosceles y su sustrato celular.
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Prevalencia de la infestacion por Demodex spp
en la ciudad de Antofagasta

Lic. Mg. Cs. BESSY GUTIERREZ ASTUDILLO

En la piel humana es posible encontrar a una gran variedad de microorganismos, dentro de éstos, destacan los
acaros microscopicos pertenecientes al género Demodex. Un total de 140 especies o subespecies han sido
identificadas alrededor del mundo en 11 Ordenes de animales incluyendo al hombre y existen dos especies que
afectan al ser humano: Demodex folliculorum y el Demodex brevis [1]. Ambos son los ectoparasitos permanentes
maés frecuentes en el ser humano. Estos acaros se pueden encontrar en los foliculos pilosos y las glandulas sebaceas
de la piel, especialmente en el rostro y han sido encontrados en casi todas las edades y grupos raciales.

En la literatura de parasitologia, las referencias a D. folliculorum suelen ser escasas y poco descriptivas [2, 3, 4].
Esta aparente falta de interés podria deberse quizas a la discutible patogenicidad del parasito. La presencia de éste en
el ser humano ha suscitado, no obstante, el interés de muchos dermat6logos, debido a su posible asociacion con las
mas variadas dermatosis, particularmente la rosacea [2, 3, 4]. EIl nombre Demodex proviene del griego demos: grasa;
y dex: carcoma insecto roedor de madera [5]. Pertenece al phylum artrépoda, clase: Arachnida, orden: Acari;
superfamilia: Demodicodoidea [6]. Este acaro fue descubierto por Berger en 1841 en el meato auditivo externo
humano y por Henle (1841) en un caso de acné de la cara [7]. Owen (1843) propuso el término Demodex
folliculorum. Becker en 1875 fue el primero en detectar el Demodex en la region ocular, encontrandolo en el ducto
excretorio de una glandula de meibomio [7]. Majocchi (1878) recogié Demodex en un chalazion de un paciente con
blefaritis cronica. Estos acaros se pueden encontrar en los foliculos pilosos y las glandulas sebaceas de la piel,
especialmente en el rostro. Los acaros del género Demodex se percibian originalmente como comensales, y que
tenfan una relacion simbi6tica con el huésped humano. Sin embargo, la opinién sobre el papel de Demodex en la
patogénesis de muchas enfermedades, incluyendo la rosacea ha ido cambiando. En algunas condiciones especificas
del huésped, los &caros del género Demodex pueden llegar a ser patégenos potenciales. Esto puede suceder cuando
las condiciones inmunolégicas del cambio de huésped y las nuevas condiciones ambientales sobre la piel facilitan el
desarrollo de los acaros Demodex [8]. En este estudio, se investigd la presencia de Demodex sp y su relacion, edad,
género, actividad laboral y enfermedades alérgicas. Hipoétesis: En habitantes de la ciudad de Antofagasta, la mayor
prevalencia de Demodex sp, tiene relacion con la actividad laboral. Objetivo General: Determinar la prevalencia de
la infestacion por Demodex sp, en los foliculos pilosos de rostro y pestafias en habitantes de la Ciudad de
Antofagasta. Material y Método: EIl universo fue conformado por un total de 680 personas. Todas las personas
consintieron por escrito participar en el estudio mediante una carta de consentimiento informado, ser examinadas
mediante el uso de la biopsia superficial de la piel estandarizada (SSSB). El grupo de estudio, estuvo compuesto por
personas cuyos rangos de edad fluctuaban entre los 18 y los 78 afios. Resultados: Del total de individuos
examinados, el 13,5% estaba infectado por Demodex sp. Una leve mayor prevalencia fue observada en el género
masculino (51,1%), mientras que en el femenino mostré una prevalencia de 48,9%. De igual modo, un mayor
porcentaje de infeccién por Demodex sp se observé en los pacientes de grupos etarios entre 48 a 78 afios.
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de la virulencia de Trypanosoma cruzi
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Trypanosoma cruzi es el agente causal de la Enfermedad de Chagas, que afecta entre 6 a 8 millones de personas
aproximadamente alrededor del mundo (1). Ademas, millones de pacientes cronicos corren el riesgo de desarrollar
patologias cardiacas, lo que hace que la Enfermedad de Chagas sea una de las principales causas de morbilidad
cardiovascular y muerte prematura en Latinoamérica (2).

La virulencia de T. cruzi esta altamente implicada en la capacidad que tiene el parasito de diferenciarse a sus
estadios infecciosos, penetrar epitelio, invadir células, proliferar y evadir la respuesta inmune del hospedero (3). En
esta perspectiva, varias proteinas implicadas en la evasion de la respuesta inmune han sido descritas y son
denominadas factores de virulencia (4). Entre estos se encuentran las cisteino proteasas y miembros de la familia
Gp85/Transialidasas. Sin embargo, la verdadera contribucion de cada factor permanece desconocida. De la misma
manera, ninguna evidencia experimental nos ha permitido comprender la virulencia mostrada por T. cruzi de una
manera integral (5). A pesar de la evidencia, los estudios sobre los factores de virulencia de T. cruzi han sido
dificiles, principalmente por lo complejo de la biologia del parasito, debido a un Unico mecanismo para la expresion
de genes, ausencia de algunos mecanismos que controlan el inicio de la transcripcion, la existencia de dos estadios
infectivos, entre otros (6). Incluso, desde el punto de vista biol6gico y bioquimico, T. cruzi es una especie
genéticamente muy heterogénea entre si, que posee una gran cantidad de cepas, que debido a su gran dispersion
geogréfica, se distribuyen en diferentes vectores y en una gran cantidad de hospedadores mamiferos (7). Esta alta
heterogeneidad es llamada variabilidad genética, las cuales serdn observadas en las diferentes manifestaciones
clinicas que pueden presentar las distintas cepas; todo esto con base en la diferencia en virulencia que puede
presentar una cepa en comparacion con otra (8). Hoy en dia, T. cruzi se clasifica en siete unidades discretas de
tipificacion (DTU’s) que van desde Tcl a TcVI 'y TeBat (2,9,10). La gran diversidad en la virulencia de las diferentes
cepas de T. cruzi también se asocia con la capacidad de generar patogenicidad en el hospedero, donde algunas de
ellas presentan una mayor virulencia y por ende una mayor patogenicidad que otras (3). Hasta hoy, no se entienden
completamente porqué unas cepas son mas virulentas que otras, sin embargo, la explicacion mas probable es que el
grado de virulencia de las diferentes cepas se establece por la expresion diferencial de algunos factores de virulencia.
Si bien se han descrito y propuesto diferentes proteinas y factores de virulencia que estan involucrados en todos los
procesos, la base molecular exacta de la virulencia de T. cruzi aun se desconoce (3). Existen diferentes estudios en
los que comparan cepas Vvirulentas de T. cruzi con cepas no virulentas o de baja virulencia (11,12), pero no se han
obtenido resultados concluyentes. Esto sucede, debido a que estas investigaciones se realizan con parasitos que
pertenecen a diferentes cepas, y poseen una heterogeneidad muy variada, lo cual genera que no se puedan obtener
evidencias significativa al momento de generar comparaciones en estos estudios, ya que no solo poseen diferencias
genéticas, si no que también han sido aislados de diferentes hospederos, que provienen de diferentes zonas
geogréaficas y pertenecen a diferentes DTU’s (13,14). Es por esto, que es necesario un buen modelo para estudiar la
virulencia en T. cruzi.

Aqui, proponemos un nhuevo modelo para estudiar la virulencia de T. cruzi, el cual comprende dos lineas celulares
provenientes de un mismo clon, una de las cuales posee una alta virulencia (C8C3hvir) y una que posee una baja o
nula virulencia (C8C3lvir). De esta manera, se puede proporcionar un nuevo método de entendimiento para descubrir
las bases moleculares en la infeccion por T. cruzi. De ésta manera, utilizando tripomastigotes derivados de cultivo
celular provenientes de dos lineas celulares de un mismo origen genético, pero con virulencias y caracteristicas
patogénicas opuestas, la virulenca fue evaluada mediante ensayos in vitro e in vivo. De este modo, ratones infectados
con C8C3hvir desarrollaron altas parasitemias mientras que los infectados con C8C3lvir desarrollaron parasitemias
subpatentes. De igual manera, C8C3hvir fue 3 a 5 veces mas infectiva para céluals Vero que C8C3lvir. Cuando cinco
conocidos factores de virulencia fueron evaluados mediante ensayos de western blot uni y bidimensional, se observé
que la linea celular C8C3hvir mostrd una mayor expresion de Cruzipaina, Tc85, Trans-sialidasas, Proteina
Reguladora del Complemento y Calpainas repecto de su contaparte de menor virulencia C8C3lvir. De este modo, la
mayor expresion de estos factores de virulencia podria explicar las diferencias en el comportamiento bioldgico entre
tripomastigotes de la linea celular C8C3hvir y aquellos de la linea celular C8C3lvir.
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