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Volver a: Parasitarias en porcino

RESUMEN

La Trichinellosis es una enfermedad parasitaria el cerdo es el principal transmisor al humano causandole ya
sea la enfermedad y muerte o bien deteriora su calidad de vida. En México, la mayoria de las infecciones en
humanos ocurre por ingesta de carne de puerco contaminada con T. spiralis.

En nuestro pais la investigacion epidemioldgica relacionada con la Trichinellosis, indica que esta enfermedad
tiene una frecuencia hasta de 8.1% de la poblacién general, por lo que se considera un problema de salud publica.

Se ha logrado un gran avance en el diagnéstico con la aplicacion de estudios serol6gicos para detectar
anticuerpos anti T. spiralis. Estas pruebas comprenden: IDD, Dot ELISA e IET

El presente estudio tuvo la finalidad de analizar carne y sueros de cerdos por técnicas directas e indirectas
respectivamente a una poblacion de 300 cerdos.

Se analizaron un total de 300 muestras: 200 sueros de cerdos vivos [100 de granjas tecnificadas y 100 de
cerdos de traspatio] de los diferentes municipios del Estado de Zacatecas, se les realizo técnica indirecta de 1DD,
Dot-ELISA e IET, 100 mas fueron de cerdos sacrificados del rastro las ciudades de Jerez y Zacatecas
analizandolos por técnicas directas de compresién y digestion artificial y técnicas indirectas las ya mencionadas.
De los tejidos analizados por compresion Gnicamente se encontré uno con 1.5 LI por campo, por la técnica de
digestion artificial también fue positivo con 10 mL de LI, por la técnica de IDD el resultado fue negativo al 100
%. Al aplicar las técnicas Dot ELISA e IET arrojan ambas un valor de 16 sueros positivos, el 5.33 %.

Palabras clave: Diagnéstico, Trichinellosis, cerdo.

INTRODUCCION

El genero consta de siete especies conocidas como T. nativa, T. nelsoni, T. spiralis, T. pseudospiralis, T.
britovi. T . murrelli y T. papuae asi como tres fenotipos conocidos como T6, T8 y T9 que permanecen sin
nombrar adn (1).

La morfologia de T. spiralis pertenece a los helmintos (gusano redondo) en estado adulto las hembras son méas
grandes que los machos midiendo 3 mm. de longitud por 0.06 mm. de grosor, mientras que el macho mide 1.5
mm. por 0.04 mm. Se consideran viviparos, sus productos (larvas recién nacidas) llegan a medir 0.08 mm. . Los
machos son mas delgados en la parte anterior que en el extremo posterior (2) (fotografia 1).

Fotografia 1.- En la Parte superior una hembra y en la inferior el macho
(Laboratorio de Biologia Celular y Microbiologia UABE.UAZ (16)).
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El ciclo de vida de T. spiralis, se puede encontrar en un huésped intermedio y un huésped definitivo. Para la
infeccion del hombre, el huésped definitivo que transmite al parasito, es el cerdo en América y Espafia, en Francia
e Italia por el caballo y en Asia por el perro. En el caso de la infeccion del cerdo o del caballo, el huésped
intermedio es la rata la cual se cree se infecta por consumo de desperdicios de visceras en los rastros o por
canibalismo (2,3,4)., Asi mismo dependiendo de la especie y el fenotipo es el huésped y la region geografica
(Fotografia 2).

Fotografia 2.- Ciclo Vital de Trichinella spiralis (4).

La Trichinellosis se confunde con muchos sindromes clinicos y como consecuencia es frecuentemente mal
diagnosticada, algunos médicos dividen a la Trichinellosis clasica en la fase temprana o entérica, la fase muscular
y la fase convaleciente, la fase entérica se suele confundir con una infeccién bacteriana y la fase muscular, con
artritis reumatoide (5).

La Trichinellosis porcina constituye un problema de salud publica, ya que el cerdo es el principal transmisor al
humano causandole la enfermedad y muerte o bien le deteriora su calidad de vida. En México, la mayoria de las
infecciones en humanos ocurre por la ingesta de carne de puerco contaminada con T. spiralis (6)(7)(8).

Cuando el hombre ingiere carne de cerdo cruda o mal cocida, que contiene larvas infectivas, en su intestino se
lleva a cabo la madurez y los parasitos adultos se aparean. Después del quinto dia, las larvas recién nacidas se
transportan a los tejidos con un tropismo especifico por el masculo estriado. Durante estos eventos se desencadena
la respuesta inmune de tipo humoral y celular. La respuesta inmune humoral se refiere a la produccién simultanea
de grandes cantidades de IgE y de anticuerpos (Ac) de otras clases, que son caracteristicas inmunoldgicas
notables de la infeccién por helmintos. El efecto de potencializacién se ejerce sobre una gran variedad de
antigenos, los anticuerpos IgE especificos sélo representan del 5 al 6% de la IgE total. La produccién de
anticuerpos especificos se puede determinar por pruebas Inmunoldgicas o por intradermoreaccion. En el humano,
la infeccidn provoca inicialmente, la sintesis de anticuerpos de clase IgM seguida de la respuesta de IgG, y se han
demostrado anticuerpos de clase IgA, estimulada por las larvas a su paso por el intestino (9).

Comparaciones entre los métodos de digestion artificial y compresion en placa en carne de cerdo demuestran
gue existen diferencias significativas (p>0.01) entre ambos, esto con dosis bajas de infeccion, sin embargo con
animales inoculados con 5X10 *y 5X 10* larvas no se encontraron diferencias significativas (p>0.05)(10).

Se ha logrado un gran avance en el diagnostico con la aplicacion de estudios serolégicos para detectar
anticuerpos anti-T. spiralis. Estas pruebas comprenden las pruebas de precipitacion en gel (11),
inmunoenzimaticas como el ensayo inmuno absorbente con enzima unida (ELISA), el ensayo inmuno absorbente
con enzima unida en papel de nitrocelulosa (Dot —ELISA) (12) practicadas tanto en sueros de cerdos como de
humanos, logrando una especificidad y sensibilidad por arriba del 90%, utilizando como antigeno el antigeno
soluble total (AST) o un extracto de proteinas de secrecion excrecion (ES) de las larvas infectivas (LI) de T.
spiralis, otro método aplicable es la Inmunoelectrotransferencia (IET), por medio del cual en humanos se han
detectado patrones polipeptidicos entre 38 y 104 kDa que son comunes en el diagnostico de la Trichinellosis
porcina (13).

En México en el 2002 se detecto en 22 estados de la Republica Mexicana (14). Entre 1978 y 1983 en el estado
de Zacatecas se dieron 17 brotes con 108 casos humanos, lo anterior reportado por la Organizacion Panamericana
de la Salud (2). EI primer brote en Zacatecas fue registrado en 1976 en Laguna del Carretero municipio de
Villanueva con 8 defunciones, y entre 1982 y 1983 Del Rio y Col. Encontraron 8 diafragmas positivos en 51
cadaveres analizados (15).
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La implementacion de técnicas directas e indirectas inmunoldgicas ha resultado favorable para la deteccion de
T. spiralis en los modelos experimentales rata, raton y conejo por lo que la utilizacion de éstas en el diagnostico
en cerdos vivos y de rastro en la infeccién natural, es también factible (16).

OBJETIVOS

1.-Detectar la presencia de T. spiralis por métodos directos e indirectos a una poblacion de 300 cerdos: 100
muestras de tejido y suero de cerdos sacrificados provenientes de los rastros de las ciudades de Zacatecas y
Jerez y 200 sueros de cerdos vivos [100 provenientes de traspatio y 100 mas del tipo de explotacion
tecnificada] de diferentes comunidades del estado de Zacatecas.

2.-Utilizar el modelo experimental porcino raza York para el diagnéstico de T. spiralis.

3.-Comparar los resultados obtenidos por las diferentes técnicas (directas e indirectas) en el modelo experimental
y los cerdos de estudio.

MATERIAL Y METODOS

Sueros y tejidos de cerdos

300 muestras; 200 muestras de sueros provenientes de diversas comunidades del estado de Zacatecas y 100
sueros y diafragmas de cerdos provenientes del rastro municipal de las ciudades de Zacatecas y Jerez Zac.

A los diafragmas se les practicaron las técnicas de compresion y digestion artificial y a los sueros se les
practico la IDD, Dot — ELISA e IET.

Técnicas directas.

Técnica directa de compresién de tejido

Para el desarrollo de la técnica de compresion en placa se necesitaron aproximadamente 0.05 g de carne de
cada porcion de los cerdos de estudio (diafragma) a cada muestra se le coloc6 sobre una laminilla se comprimié
con otra, ocupando una area de 1 X 5 mm. y se observé al microscopio Optico de luz con el lente 10X (10
aumentos) realizandose el conteo por campo.

Técnica Directa de digestion artificial

Se le realiz6 también a la carne, esta se llevo a cabo a 37° C por 24 horas segun el método descrito por Del
Rio y col. con algunas modificaciones (15,16). En donde aproximadamente 30 g de carne fue dispuesta en un
tamiz de tul a forma de saco, se suspendid en una solucion al 3 % de pepsina (10,000 U) y de HCI al 37 % [0.2M]
en agua destilada en un embudo de separacidn, transcurridas las 24 horas se procedié a separar las larvas que se
depositaron en el fondo del embudo, se recolectaron y se procedié a su visualizacién al microscopio dptico de luz
con el lente 10 X y 20X (fotografia 3).

Técnicas Indirectas.

Obtencién del antigeno soluble total de Trichinella spiralis.

La obtencion se llevo a cabo de dos maneras; por sonicacion de un preparado de las LI deT. spiralis en
solucion pepsina 10,000U —HCI 0.2M (16) y por su extraccion mediante Nitrdgeno liquido (16) de la cepa que se
ha venido conservando por el cuerpo académico de Biologia Celular y Microbiologia de la Universidad Autbnoma
de Zacatecas (Fotografia.3).

Fotografia 3.- Embudo de separacion (1), LI de T.spiralis obtenidas de la
digestion artificial del embudo de separacion (2) (15,16).
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Desarrollo de la técnica de IDD

Se elabord un gel de agar al 1 % en agua con azida de sodio para evitar contaminacion, se coloc6 en una
cantidad de 3 ml a 55° C sobre una laminilla de vidrio, una vez en forma sélida se procedio a formar la roseta
con un horadador procurando una equidistancia de 0.5 cm. entre pozo y pozo, la confrontacién se hizo colocando
siempre el antigeno en una cantidad de 20 mL en el centro y en torno a este un suero de reactividad conocida en
la misma proporcion en volumen sin diluir, dejando en cdmara himeda de 24 a 48 horas hasta observar lineas de
precipitacion entre el suero positivo y el antigeno, luego se procedié a tefiir el gel con azul brillante de
Coomassie G 250 enun 25 % en volumen (18).

Técnica de Dot — ELISA

El papel de nitrocelulosa se cuadriculo de 1 cm? ocupando un total de 10 cm? para cada prueba con el fin de
que fueran analizados cada vez 100 sueros. Se pego6 el antigeno al papel colocando 1 mL en cada cuadro lo que
equivale a 0.9mg de AST de T. spiralis, se dejo toda la noche a temperatura ambiente, blogueando con leche libre
de grasa al 3% al dia siguiente por 1 hr., lavando por una ocasién con PBS —Tween 20 al 0.5 % con agitacién por
10 min., se colocaron los sueros problema en una cantidad de 1 mL por cuadro en una dilucion, de 1: 100,
dejando incubar por 1 hora, lavando nuevamente con PBS —Tween 20 al 0.5 % por 10 min., y se luego coloco el
segundo anticuerpo Anti- IgG de cerdo conjugado a peroxidasa en dil.1: 2000 en PBS incubando por 1 hora,
lavando con PBS —Tween 20 al 0.5 % por 10 min. por 2 ocasiones por 10 min. , se enjuagé con PBS por 10 min.
se revel6 con 3-3" di-amino Benzidina usando peroxido de hidrégeno al 37 % como sustrato (12).

Técnica de Inmunoelectrotrasferencia (IET).

El producto obtenido del corrimiento en gel de poliacrilamida se transfirié a papel de nitro celulosa (N C) de
acuerdo a lo descrito por Towbin (19).Utilizando la cdmara de Transblot- Cell ( Bio — Rad.)O a 35 voltios, durante
toda la noche a 4 ° C.

El papel de NC fue teflido con fast green (verde rapido) por 5 min. con agitacién constante, se retir6 el
colorante y fue decolorado en agua destilada, para verificar transferencia de las proteinas, se dejo secar y se
cortaron las tiras del ancho aproximado de cada carril ( 0.5 cm).

Transcurrido lo anterior se procedio a cubrir cada tira con una solucién de PBS- leche en polvo al 3% y azida
de sodio al 0.15 M a 4 °C, con agitacion constante por toda la noche. En seguida se lavaron 3 veces por 10 min.
con PBS, se continud con la incubacion por 1.5 hr. con los sueros de los cerdos en una dilucion de 1:100 en PBS-
leche en polvo al 3% a 37 °C con agitacion constante, se lavaron enseguida por dos ocasiones con PBS- Tween
20 al 0.3% por 10 min. y tres mas con PBS por 10 min. A continuacion se incubé con el segundo anticuerpo
Anti- 1gG de cerdo conjugado con peroxidasa 1. 2000 PBS- leche en polvo al 3% por 1 hr., a temperatura
ambiente con agitacién, después se lavaron 2 veces con PBS- Tween 20 al 3% y se enjuagaron con PBS por tres
ocasiones por 10 min. cada una.

El patrén de Bandeo de cada tira se revel6 con 3,3 di-amino — benzidina (DAB), 50 mg en 100 ml de PBS ,
usando como sustrato peroxido de hidrégeno al 37 % (12).

MODELO EXPERIMENTAL

El modelo experimental que fue usado en este estudio const6 de 2 cerdos hembras raza York de 12 meses de
edad, divididas en dos lotes: 1 cerdo infectado con T . spiralis 1 larva infectiva por gramo de peso, el otro lote
consistio en 1 cerdo sin infectar para ser usado como testigo negativo, sangrdndolos semanalmente, hasta un
total de doce ocasiones, los sueros asi obtenidos se utilizaron para probar la reactividad antigénica del AST, asi
como para probar la eficacia diagndstica de las diferentes pruebas indirectas ( IDD, Dot-Elisay IET) de interés en
este estudio.

Una vez transcurridos las 12 semanas, los animales fueron sacrificados implementandoles la técnica de
compresion en placa de los tejidos: diafragma, lengua, masetero y pierna, 30 gramos de carne se sometieron a
digestion artificial y en el modelo experimental un fragmento de .5 cm. de los tejidos mencionados fue fijado en
formol para su procesamiento en la técnica de Hematoxilina-Eosina.

Tincién con Hematoxilina - Eosina

El tejido fue fijado en formol al 10% para cortes histologicos con el fin de determinar las caracteristicas por
tincion de Hematoxilina -Eosina de la célula Nodriza. Los tejidos se deshidrataron para luego procesarlos en
parafina. Esto fue llevado a cabo en el aparato procesador de tejido (Lipshaw Automatic Tissue Processor) de
acuerdo a los siguientes pasos:

Formol al 10 % por 12 horas alcohol etilico al 80% por 1 hora alcohol etilico del 96% 3 cambios cada uno de
30 min. , Alcohol etilico absoluto 3 cambios de 1. 5 horas cada uno, Xileno 2 cambios de 1.5 horas y por ultimo
parafina a 60 °C., 2 cambios de 1.5 horas, se colocaron los tejidos en moldes cubicos con ésta hasta enfriar.
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Luego de 24 horas se colocan en cama de hielo para efectuar los cortes, teniendo cada uno un grosor de 4m en
el Micrétomo modelo 820 rotary, American Optical. Posteriormente se colocd en un portaobjetos cubriéndolos
luego con un gel hecho a base de clara de huevo y glicerol (1:1) mas unos granos de tibol como conservador. Los
cortes asi tratados se colocaron en placa caliente para fundir la parafina y continuar con la tincién con
Hematoxilina — Eosina, tal como lo describe el libro de las Fuerzas Armadas de los Estados Unidos de
Norteamérica (17).

El proceso de tincion se llevé a cabo en un tren de tincion: los portaobjetos se colocaron en una canastilla
misma que fue introducida en las siguientes soluciones; : Xileno 5min., xileno 5 min., alcohol etilico absoluto 3
min., Alcohol etilico al 96% 3 min., alcohol etilico al 96% 3 min., agua potable y agua destilada (de manera
rapida), Hematoxilina de Harris ( por unos segundos) agua potable, alcohol &cido al 1 % (de manera rapida) agua
potable, solucion saturada de carbonato de litio 2 min. , agua potable-Eosina (por unos segundos) agua potable
dos cambios en alcohol etilico al 96 %, 3 cambios en alcohol etilico absoluto, Xileno (todos los pasos anteriores
son de 1min.) se mantuvieron las laminillas mientras se fueron montando con resina sintética Sigma a y se
cubrieron con cubreobjetos quedando listas para su observacion al microscopio optico de luz.

RESULTADOS

Caracterizacion del antigeno soluble total de T. spiralis.

La concentracion proteica del antigeno fue de 90 mg / mL .

Su corrimiento en geles de poliacrilamida mostré un bandeo comprendido entre 24 - 97 kDa. predominando el
triplete de 43,45 y 48 kDa. Caracteristico de T. spiralis, utilizado paras las técnicas indirectas de IDD, Dot-ELISA
y IET.

Técnicas directas en el modelo experimental en cerdo

Por la técnica de digestion artificial se encontraron 25 mL de LI, aproximadamente cada microlito contiene 25
LI.

En cuanto a la técnica de compresién del tejido se encontraron aproximadamente entre 10-14 LI por campo
(fotografia 4).

Fotografia 4.- Técnica directa de compresidn de tejido de diafragma de cerdo infectado
experimentalmente con T. spiralis observado a 10 X en microscopio 6ptico de luz.

En la tincion con Hematoxilina —Eosina se encontré el mismo patrén de célula Nodriza que se presenta en el
modelo experimental murino que esta ya bien caracterizado (2,16) (fotografia 5).

Fotografia 5.- Técnica de Hematoxilina-Eosina en tejido de pierna de cerdo infectado
experimentalmente con T. spiralis con el patrdn de célula nodriza caracteristico.
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Técnicas indirectas en el modelo experimental en cerdo

Se encontrd una positividad en IDD hasta la cuarta semana, por Dot -ELISA a la tercera semana mostréd
positividad, por el método de IET a la segunda semana se encontraron resultados positivos reconociendo el
triplete caracteristico de 43, 45 y 48 kDa.

Técnicas directas en los animales de estudio

De los tejidos analizados de los cerdos del rastro, el resultado obtenido por la técnica de compresion de tejido
en placa fue de un diafragma positivo con 1.5 larvas por campo (Foto 6), representando el 0 .3 % de positividad.

Fotografia 6.- Técnica de compresion de tejido de diafragma de cerdo sacrificado en el
rastro municipal de Jerez Zacatecas observada al microscopio éptico de luz 20X.

Por la técnica de digestion artificial se encontrdé con 10 mL de LI del digerido, siendo el mismo de la técnica
anterior.

Por el método de IDD realizado se encontré que el 100% fue negativo, para el total de los 300 sueros.

Al realizar la técnica de Dot —ELISA a los sueros del rastro, se obtuvo un valor del 6.00 % de positividad (6
sueros) (Fotografia 7 B).

Los resultados obtenidos en los sueros de los cerdos de los dos tipos de explotacion; traspatio y tecnificada,
fueron 5 y 5 positivos respectivamente (Fotografia7 Ay C) .

A B

C
Fotografia 7.- Técnica de Dot. ELISA Dot ELISA aplicada a cerdos de traspatio ( A ), los puntos obscuros son los positivos
(5+) y los 3 puntos obscuros juntos el control positivo. Dot ELISA aplicada a sueros de cerdos de rastro ( B ),los puntos
obscuros son los sueros positivos(6+). Dot ELISA aplicada a los sueros de cerdos con explotacion tecnificada ( C ) los
puntos obscuros son los positivos (5+). En la parte inferior de ( C) 3 controles negativos.
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Fig.2. Técnica de Dot. ELISA aplicada a sueros de cerdos de rastro, los puntos obscuros son los sueros positivos(6+).
3controles positivos. Fig. 3. Dot ELISA aplicada a cerdos de traspatio, los puntos obscuros son los positivos (5+).
3 positivos control 3 negativos control.

Mediante la utilizacion de la metodologia de IET para la deteccion de T. spiralis en los sueros de los cerdos,
se encontraron un total de 16 positivos (Fotografia 8 ) con el predominio del triplete de 42,45 y 48 kDa, los
mismos hallados por Dot-ELISA, en el total de los 300 sueros.

Fotografia 8.- IET, A: sueros positivos de cerdos de los dos tipos de explotacion. Tecnificaday traspatio B: 2 sueros
positivos control y C 3 sueros negativos control. En los positivos el *El triplete caracteristico de 42,45 y 48 kDa.

Fig. No.5. IET Aplicada a sueros de cerdos de rastro; carril A Pesos Moleculares, B Antigeno Soluble Total,
C sueros de* Cerdos de rastro con el predominio del triplete caracteristico de 42-45 y 48 Kda..
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Fig. No.6. IET, A: sueros positivos de cerdos de los dos tipos de explotacion. Tecnificaday traspatio B: 2 sueros
positivos control y C 3 sueros negativos control. En los positivos el *El triplete caracteristico de 42,45y 48 kDa.

DISCUSION

Al realizar las técnicas directas e indirectas en animales infectados experimentalmente encontramos
resultados positivos, pero nuestro modelo experimental fue infectado con 1 LI por gramo de peso del cerdo. Al
llevarlas a cabo con animales silvestres, el desarrollo de la técnica de IDD ha dado negatividad al 100% de los
sueros lo cual indica que quizés para sueros con niveles de anticuerpos bajos, y por ende una baja carga
parasitaria < 1.5 LI por campo y con poco tiempo de infeccidn esta técnica no resulta adecuada.

Al detectar anticuerpos anti T. spiralis por las técnicas de Dot-ELISA y por IET en un numero de 16 en
sueros reportados como negativos por IDD, digestion y compresion en placa, concluimos que la técnica de Dot-
ELISA puede ser usada para grandes tamices de diagndstico para Trichinellosis porcina, la técnica de IET es
adecuada cuando de especificidad se trata como método diagnéstico en Trichinellosis.

Desafortunadamente T. spiralis sigue presente como una zoonosis endémica en Zacatecas, México, que es
diagnosticada solo en brotes epidémicos.

Y al no realizar de forma rutinaria inspeccion para T. spiralis en carne de cerdo en los rastros permite su
trasmision al humano y aunque sea baja la carga parasitaria si impacta en la calidad de vida de este.

Siendo importante implementar como tamiz la Dot-ELISA ya que es rapida y de bajo costo y no se necesita
una gran infraestructura.

CONCLUSION

La Trichinellosis sigue como zoonosis en el estado de Zacatecas, sin llevarse un diagndstico sanitario.
La técnica de Dot-Elisa es una alternativa para un diagnéstico rapido y de bajo costo, especifico y sensible.
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