» UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

CAMPUS "IZTACALA "

DETECCION POR ELISA
E INMUNOELECTROTRANSFERENCIA
DE ANTICUERPOS CONTRA Trichinella Spiralis
EN SUEROS DE CABALLOS INFECTADOS
NATURAL Y EXPERIMENTALMENTE
CON EL PARASITO

Rol .2@:1/%
éT?G‘ /

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
LICENCIADO ENBIOLOGIA
PRESENTA:

NOEMI VIVEROS GUZMAN

ASESORES:

DRA.LILIANYEPEZMULIA
DRA.GUADALUPEORTEGAPIERRES
DRA.CAMILAARRIAGADIAZ

LOS REYES IZTACALA, EDO. DE MEX. MARZO 1996



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ESTE TRABAJO DE TESIS SE REALIZO:

EN EL LABORATORIO DE PARASITOLOGIA DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA
EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y PARASITARIAS DEL HOSPITAL DE PEDIATRIA
DEL CMN SIGLO XXI, IMSS Y EN EL LABORATORIO 2 DEL DEPARTAMENTO DE
GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DEL CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL I.P.N., BAJO LA DIRECCION DE LA DRA. LILIAN YEPEZ MULIA Y DE
LA DRA. GUADALUPE ORTEGA PIERRES. EN COLABORACION CON LA DRA. CAMILA
ARRIAGA DIAZ INVESTIGADOR DEL CENTRO DE INVESTIGACIONES DISCIPLINARIAS
EN MICROBIOLOGIA DEL INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES FORESTALES Y
AGROPECUARIAS, SARH.



Para obtener el grado de Licenciatura en Biologia y durante toda mi
formacion la Fundacion de asistencia privada "Alberto y Dolores
Andrade" me otorgd una beca, por lo cual expreso mi agradecimiento.
En especial a la Lic. Marisela del Carmen Vélez Salas por el apoyo y
confianza que siempre me brindo.



DEDICATORIAS

A mis padres:

Ma. Teresa Guzman y Maximinc Viveros Escamilla. A ustedes entrego el esfuerzo de
muchos afos de estudio, durante los cuales soélo recibi lo mejor. Gracias por darme con su
ejemplo constante la mejor herencia: mi carrera.

A mi familia:

A mis hermanos Olga y Dario, asi como a mi cufiado Emilio y a mi sobrina Teresa Sarahi
por la ayuda, carifo y apoyo que siempre me han brindado y la confianza que tienen en mi y
que nunca defraudare.

A la familia Reyes Santos:

Por todo el apoyo, paciencia y comprension constante que siempre me entregaron. En
especial a la Sra. Rebeca, Sr. Jaime y la Sra. Maria, pues gracias a su amistad
desinteresada supieron sembrar en mi el valor de la familia.

A mis tios y primos:
Manuel, Gelacia, Felipa, Magdalena, Guadalupe, Ninfa, Isela, César y José por todos los

buenos y placenteros momentos que siempre convivimos. Y a mi abuelitos Isidora y José por
todas las maravillosas cosas que siempre me dieron.

A Radul:

Te dedico esta tesis con todo mi amor, carifio y amistad. Te agradezco toda la comprension,
paciencia y bellos momentos a tu lado. Gracias por todo lo que compartimos dia a dia.
Te amo.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Lilian Yépez Mulia.

Por toda la confianza, dedicacién y paciencia que siempre me ha brindado. Y por darme la
oportuinidad de trabajar a su lado. También por todos los acertados consejos que
desinteresadamente recibi y por su invaluable amistad.

A la Dra. Guadalupe Ortega Pierres

Por brindarme la oportunidad de realizar una estancia de trabajo en el Lab. 2 del Depto. de
Geneética y Biologia Molecular. Por todo su apoyo y observaciones recibidas.

A la Dra. Camila Arriaga Diaz

Por su valiosa asesoria durante la realizacion de este trabajo. Asi como su apoyo constante
y facilidades para la realizacion de este trabajo.

Al Dr. Roberto Cedillo Rivera

Por todas las facilidades otorgadas para la realizacion de esta tesis. Ademas de permitirme
la estacia en su laboratorio.

A mis amigos

Araceli, Claudia, Cruz, Hugo, Jesus, Miguel, Patricia, Rocio, Verénica y Vicente. Por todos
los momentos tan felices que compartimos y sobre todo por brindarme su valiosa amistad.

A mis companeros de laboratorio

Amparo, Arturo, Blanca, Beatriz, Fatima, Fernando, Guadalupe, Ma. Elena, Maricela, Marco,
Narcy, Oscar, Raul, René, Rocio y Rosario y a las farsantes de Biologia Molecular (Amanda,
Gloria, Hilda, Maribel, Monica, Norma y Patricia) que me han facilitado el camino para llegar
aqui.

A todo el personal de la UIMEIP y del CINVESTAV que cooperd para la realizacion de este
trabajo, en especial al Sr. Garzén y al Sr. Luna personal del Departamento de Fotografia.



INDICE

ABREVIATURAS
INDICE DE TABLAS
INDICE DE FIGURAS
RESUMEN

| INTRODUCCION

] ANTECEDENTES

1] JUSTIFICACION

v OBJETIVOS

v MATERIAL Y METODOS

1.- Mantenimiento del ciclo de vida y obtencion de larvas musculares de
Trichinella spiralis
2.- Obtencion del extracto total de la larva muscular de Trichinella spiralis
3.- Purificacién de los antigenos de superficie/esticosoma de la larva
muscular de Trichinella spiralis
4 - Cuantificacion de las proteinas los extractos totales y purificados de
la larva muscular de Trichinella spiralis
5.- Infeccion experimental de los caballos
6.- Muestras de suero y de diafragma de animales de rastro
7.- Digestion artificial
8.- Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones reductoras
9.- Inmunoelectrotransferencia (IET)
10.- ELISA
11.- Caracterizacion morfolégica e identificacion de especie de Trchinella

Vi RESULTADOS

Vil DISCUSION

Viit CONCLUSIONES

X APENDICES

X REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

12

12
13

14

14
15
15
15
16
17
18

19
33
37
38
41



ASB
Bisacrilamida
DNA
ELISA
E/S

g

hr

IET
kDa

M

min
mM
nm

Hg

1]

PBS
p.i
PMSF
STD
S/IE

T. A
Temed
TLCK
TPCK
Tween 20

ABREVIATURAS

Albumina Sérica Bovina
N’N’-metilen-bis-acrilamida

Acido desoxirribonucleico

Ensayo inmunoenzimatico en placa solida
Excrecion/Secrecién

gravedades

hora

Inmunoelectrotransferencia
kilodaltons

Molar

minuto

milimolar

nanometros

microgramos

microlitros

amortiguador de fosfatos salino
post-infeccion

Fenil Metil Sulfonil Fluorido

Suero de Ternera Descomplementado
Superficie/Esticosoma

Temperatura Ambiente
N'N'N'N’-Tetrametiletilenediamina
N-p-Tosil-L-Lisina Clorometil Cetona
L-1-Tosil-2-Fenil-Etilclorometl Cetona
Polioxietilenesorbitan monolaurato



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Frecuencia de signos clinicos presentados en los tres brotes de 3
triquinelosis humana ocurridos en Francia e ltalia ocasionados
por el consumo de carne de caballo.

Tabla 2.  Brotes de triquinelosis humana ocurridos en Italia y Francia de 8
1975 a 1993, ocasionados por el consumo de carne de caballo.

Tabla 3. Numero de larvas/gramo detectadas en diferentes musculos de los 28
caballos infectados experimentalmente con Trichinella spiralis
determinado por digestion artificial.

Tabla4. Numero de larvas/gramo detectadas en el diafragma de caballos de 29
rastro determinado por digestion artificial.



Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

10

11

INDICE DE FIGURAS

Ciclo de vida de Trichinella spiralis.

Antigenos de superficie/esticosoma (S/E) purificados mediante una
columna de afinidad usando el anticuerpo monoclonal NIM-M1.

Analisis electroforético del exiracto total de lalarva muscular de
Trichinella spiralis.

Cinética de deteccion de anticuerpos determinados por ELISA
dirigidos contra Trichinella spiralis en sueros del caballo (No. 1)
infectado experimentalmente con el parasito.

Cinética de deteccion de anticuerpos determinados por ELISA
dirigidos contra Trichinella spiralis en sueros de caballos infectados
experimentalmente con el parasito.

Patrones de reconocimiento  antigénico  obtenidos  por
inmunoelectrotranferencia de los componentes de la larva muscular
de Trichinella spiralis por suero del caballo No.2 infectado
experimentalmente con el parasito.

Patrones de reconocimiento  antigénico  obtenidos  por
inmunoelectrotransferencia de los sueros de cerdo y de caballo
infectados experimentalmente con Trichinella spiralis.

Valores de densidad optica (D.O.) de sueros de caballos de
rastro obtenidos en el ELISA con antigenos de la larva muscular
de Trichinella spiralis.

Patrones de reconocimiento  antigénico  obtenidos  por
inmunoelectrotranferencia de los sueros de caballos de rastro
positivos en el ELISA empleando los componentes de
excrecion/secrecion (E/S) de la larva muscular de Trichinella spiralis.

Analisis electroforético de los productos amplificados del DNA de
Trichinella, mediante PCR.

Patrones de reconocimiento *~ antigénico obtenidos  por

inmunoelectrotransferencia de los sueros de caballos de rastro
positivos por digestion artificial.

iti

22

23

25

26

27

31

32



RESUMEN

En el presente trabajo se llevé a cabo un estudio para analizar la respuesta inmune humoral
en caballos infectados experimentalmente con Trichinella spiralis, con la finalidad de
establecer la cinética de aparicién de anticuerpos en los animales infectados asi como
patrones de reconocimiento de antigenos del parasito por estos anticuerpos. En los sueros
de caballos infectados experimentalmente con T. spiralis se detectd, por ELISA, la presencia
de anticuerpos contra el parasito a partir de la 3a semana post-infeccion (p.i) con un pico a la
5a y 7a semana p.i. El andlisis por inmunoelectrotransferencia (IET) de las muestras de
suero colectadas de los caballos infectados experimentalmente con T. spiralis, utilizando el
extracto total mostré una reactividad hacia componentes de la larva muscular del parasito
con peso molecular de 47, 52, 59, 67, 72 y 105 kDa. Este patrén fue muy similar al referido
para otras especies animales infectadas con este parasito. Una vez estandarizados los
ensayos serologicos se emplearon éstos en paralelo con ensayos de digestion artificial para
la deteccion de Trichinella en caballos del rastro 5 de Junio de San Vicente Chicoloapan,
Edo México. De las ochenta muestras de musculo analizados se encontraron larvas
identificadas por PCR como T. spiralis. En los ensayos de ELISA con los sueros de caballos
de rastro se obtuvo un 9.7 y 3.6% de positividad empleando los productos de
excrecién/secrecion y los antigenos de superficie/esticosoma de la larva muscular de T.
spiralis respectivamente. En los anélisis de IET con las muestras de suero colectadas del
rastro se observo un reconocimiento de antigenos del parasito muy similar a lo reportado con
suero de caballos infectados experimentaimente.



INTRODUCCION

La incidencia de enfermedades producidas por organismos helmintos es muy alta a nivel
mundial. Estas infecciones tienen un gran impacto en salud pdblica en varios paises del urbe
afectando el crecimiento y desarrollo de sus habitantes. Las enfermedades parasitarias en
humanos se presentan en forma sub-aguda o crénica y aunque en algunas ocasiones se
adquiere proteccion contra la reinfeccion, la respuesta inmune inducida es poco efectiva en
la eliminacién del parasito. Es por esto que se requiere intensificar estudios tanto de biologia
del parasito como de los mecanismos inmunes y métodos de diagnostico, prevencion y
control de estas parasitosis.

En el caso especifico de la triquinelosis, ésta es una enfermedad causada por parasitos del
género Trichinella, y afecta tanto al hombre como a muchos otros animales. En el caso del
hombre, éste se infecta al consumir carne contaminada con larvas de diferentes especies de
Trichinella (T. spiralis, T. nelsoni, T. britovi y T. nativa) que se encuentran enquistadas en el
musculo estriado de este hospedero. El ciclo de vida de este parasito se inicia cuando las
larvas llegan al intestino del hospedero, por accién de los jugos digestivos las larvas se
liberan y sufren cuatro mudas hasta madurar a adulto e invaden inmediatamente la mucosa
intestinal. Después de la copulacion, la hembra expulsa a las larvas recién nacidas, que
atraviesan la mucosa intestinal y por via sanguinea o linfatica entran en circulacién a todo el
organismo. Durante la migracion muchas larvas son destruidas y solamente sobreviven
aquellas que alcanzan los musculos estriados en donde maduran para convertirse en larvas
musculares (Correa y cols., 1980). En este proceso, se presentan alteraciones en las células
musculares que dan lugar a la formacion de lo que se ha denominado célula nodriza. Esta
dltima estructura mantiene al parasito por tiempo indefinido, almacenando nutrimentos para
la misma célula y para la larva muscular (Stewart, 1983) (Fig. 1).

Los sintomas de triquinelosis que se presentan mas frecuentemente en humanos dependen
del ciclo de vida del parasito. Asi, cuando alcanza el estadio de adulto y se establece en la
mucosa del intestino, se presentan reacciones inflamatorias, nauseas, diarrea y fiebre. Por
otro lado, cuando las larvas recién nacidas pasan al torrente circulatorio se originan brotes
febriles, edemas periorbitales y reacciones alérgicas; al penetrar las larvas recién nacidas al
musculo esquelético se observan sintomas de toxicidad acompafados de mialgia (Ancelle y
cols., 1988; Correa y cols., 1980; Neugebauer, 1983). Cabe sefalar que los sintomas varian
de acuerdo a la infeccion con las diferentes especies de Trichinella (Tabla 1) (Pozio y cols.,
1993; Carneri y cols., 1988).
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Fig. 1 Ciclo de vida de Trichinella spiralis. Tomado de Murrell y cols., (1985a).
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Tabla 1. Frecuencia de signos clinicos presentados en los tres brotes de triquinelosis
humana ocurridos en Francia e Italia ocasionados por el consumo de carne de caballo.

T. nativa T.spiralis T. nelsoni
Signos clinicos Francia, Agosto 1985  Francia, Octubre 1985 Italia, Agosto 1986
Mialgia 93% 88% 67%
Fiebre 80% 85% 70%
Urticaria 44% 11% 4%
Diarrea 50% 41% 21%
Dolor abdominal 43% 35% 26%
Edema facial 58% 84% 62%
Conjuntivitis 28% 34% 26%
Dolor de cabeza 58% 51% 66%

Tomado de Carneri y cols., (1988).

Estudios realizados por Martinez-Maranon (1983;1985a) mostraron que en varios estados de
la Republica Mexicana se ha presentado un incremento en los brotes de triquinelosis
humana. Asi, en el estado de Zacatecas se reporté en un lapso de 7 anos, 102 casos de
triquinelosis y 158 casos en la recopilacion de 10 afios en el resto de la Republica Mexicana
(Martinez-Marafnién, 1985a,b). En Zacatecas existe el antecedente de que los brotes de
triquinelosis han sido causados por la ingesta de carne de chorizo elaborada con carne de
cerdo infectada con T. spiralis. En uno de los ultimos brotes en este estado se demostré que
la gente con un rango de edad de 15 a 44 anos es el grupo mas afectado y que dentro de
éste el 51 % ocurrio e mujeres. Asimismo las larvas se detectaron en 6 biopsias musculares
(38 %) y en 6 casos por cortes histologicos e inmunoelectroforesis (Cabral-Soto y cols.,
1890). Asimismo, en 1992, en Zacatecas se examinaron 600 musculos de diafragmas de
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cerdos, shearvando que el 0.33 % resultaron positivos por el métcdo de compresion directa y
1.33 % por el método de digestion artificial (Contreras y Herrera, 1892). Por otro lado,
Chihuahua también es considerado un estado endemico para triquinelosis. Uno de los
Ultimos brotes documentados ocurrié en Ciudad Delicias, Chihuahua ocasionado por el
consumo de derivados de cerdo. En esta ocasion se involucraron 166 personas y el 88.1 %
presentaron resultados positivos por biopsia muscular y 90.3 % por el método de compresion
y tincion tisular (Hernandez y cols., 1992). Por otro lado, estudios realizados en el estado de
San Luis Potosi con muestras de suero de cerdo (995) revelaron que existe una prevalencia
del 1.9 % (Padilla y cols., 1994), argumentando que la falta de control en la crianza,
introduccion y sacrificio de cerdos favorece el desarrollo de la triquinelosis humana.

En los rastros del pais, el diagndstico de triquinelosis porcina se realiza mediante
triquinoscopia, utilizandose de 0.5 a 0.8 g de carne. Este método tiene una sensibilidad de
deteccién de 3 larvas por gramo de carne analizada (Touratier, 1981) por lo que cerdos que
tienen cargas parasitarias bajas no se detectan. En los paises europeos, el diagnéstico de la
infeccidn se realiza mediante digestion artificial de una mezcla de 30 cerdos de rastro
tomando 10 gr de diafragma (van Knapen y cols., 1981) y en Estados Unidos se realiza la
determinacion a partir de una mezcla de 20 animales de rastro tomando muestras
individuales de un minimo de 5 gr (International Committec of the O.1.E.). Este método tiene
una sensibilidad de 1 larva por gramo de musculo (Ruitenberg y cols., 1983).

Con la finalidad de desarrollar métodos de diagnédstico, se ha demostrado la utilidad de
diferentes métodos serologicos tales como: hemaglutinacion en latex, inmunofluorescencia y
ELISA en el diagnoéstico de triquinelosis porcina (van Knapen y cols., 1981, 1984; Murrell y
cols., 1986). De éstos, el ensayo de ELISA permite un diagnostico sensible de la
triquinelosis, sin embargo, el empleo de extracto total de T. spiralis en el ELISA ocasiona
reacciones cruzadas con ofros parasitos como: Ascaris, QOesophagostomum 'y
Metastrongylus, lo cual se puede evitar mediante el empleo de antigenos purificados del
parasito (Gamble y cols., 1983).

Asi, Gamble y cols., (1983) y Murrell, (1985b) utilizaron antigenos de E/S de la larva
muscular de T. spiralis lo que aumentd tanto la sensibilidad de! ELISA (93 %) como la
especificidad (92%). Por ofra parte, antigenos de S/E purificados mediante una columna de
afinidad empleando el anticuerpo monoclonal NIM-M1 (Fig. 2) (Ortega-Pierres y cols., 1989)
han sido empleados en el diagnoéstico de triquinelosis tanto porcina como humana,
incrementado la especificidad del diagnéstico (Arriaga y cols., 1989,1991; Salinas-Tobon y
cols., 1994c).
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Figura 2. Antigenos de superficie/esticosoma (S/E) purificados mediante una columna de
afinidad usando el anticuerpo monocional NIM-M1; a) extracto total de la larva muscular de
Trichinella spiralis; b) materiai no adherido a la columna de afinidad; c) antigenos de S/E;
d) marcadores de peso molecular. Tomado de Ortega-Pierres y cols., (1989).



En este contexto, Arriaga y cols., (1989) evaluaron tanto extracto total como antigenos de
S/E purificados y productos de E/S de la larva muscular de T. spiralis en el diagnostico de la
triquinelosis porcina. Los autores demostraron que al utilizar antigenos purificados del
parasito (S/E y E/S) se incrementa la especificidad del ELISA, disminuyendo de esta forma
las reacciones inespecificas.

Asimismo, en este estudio se determinaron mediante |IET los principales componentes de la
larva muscular de T. spiralis que son reconocidos por cerdos infectados experimentalmente
con el parasito. Asi, se determind que los sueros de estos animales reconocen cinco
proteinas con un peso molecular de 47, 52, 67, 72 y 105 kDa, las cuales son similares a lo
reportado para los componentes de S/E purificados con el anticuerpo monoclonal NIM-M1
(Ortega-Pierres y cols., 1989).

En cuanto a el diagnéstico de triquinelosis humana, la utilizacion del ELISA permitié detectar
anticuerpos en pacientes infectados durante un brote a la 3a, 5a, 7a, 15a y 57a semanas p.i.
y los porcentajes de positividad fueron de 25, 94, 100, 100 y 57 respectivamente (Salinas-
Tobon y cols.,, 1994ab). Por otro lado, durante 19 brotes de triquinelosis humana que
involucraron a 367 personas en la Republica Mexicana se obtuvo por ELISA una positividad
del 44 %. En cuanto al patron de reconocimiento antigénico en humanos, este es similar al
reconocido por ratones y cerdos y la respuesta humoral esta dirigida principalmente contra
componentes de S/E, aunque también se reconocen productos de E/S de la larva muscular
(Salinas-Tobodn y cols., 1984c).

En un Taller Internacional de Triquinelosis realizado en Bilthoven, Holanda (Agosto de 1990)
se probo la reactividad de diferentes anticuerpos monoclonales y policlonales hacia
diferentes preparaciones antigénicas de los diferentes estadios de T. spiralis (incluyendo los
antigenos de S/E y E/S) empleando IET, ELISA e inmunoprecipitacion. La mayor parte de los
anticuerpos probados reconocieron moléculas con peso molecular entre 51 y 105 kDa y se
propuso clasificar a estas moléculas dentro del grupo de antigenos TSL-1. Los componentes
de S/E y los de E/S quedaron incluidos en este grupo (Appleton y cols.,, 1891).
Recientemente se determind que el carbohidrato tivelosa es el epitopo responsable de su
inmunodominancia, ademas de ser especifico del género Trichinella (Wisnewski y cols.,
1893). Es por esto que Wassom y cols., (1994) han sugerido su uso en el diagnodstico de
triquinelosis.
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ANTECEDENTES

La carne de cerdo ha sido considerada la principal fuente de infeccion para el humano,
ocasionalmente se han reportado brotes causados por carne de otros animales como el oso,
morsa, jabali y camello (Ramisz, 1985,1988; Pozio y cols.,, 1993; van Knapen y
Franchimont, 1988). Sin embargo, los brotes de triquinelosis humana mas importantes
ocurridos en los ultimos afios, han sido atribuidos al consumo de carne de caballo infectada
con el parasito. Estos Ultimos brotes han involucrado a mas de 2,500 personas y han sido
ocasionados por 3 diferentes especies de Trichinella: T. spiralis, T. britovi y el genotipo TS
(Tabla 2) (Ancelle y cols., 1985, 1986, 1988; Carneri y cols., 1988; Dick y cols., 1990;
Dupouy-Camet y cols., 1994; van Knapen y Franchimont, 1988). La visualizacién directa de
larvas de Trichinella en la carne de caballo consumida en estos brotes no se ha realizado, la
identificacion de la especie de Trichinella relacionada en cada brote se ha llevado a cabo
empleando biopsias de pacientes involucrados en dichos brotes asi como de animales
domeésticos que consumieron la carne de caballo infectada con el parasito. Considerando
estos acontecimientos se propusieron esirategias para prevenir infecciones en humanos
ocasionados por el consumo de carne de caballo. Asi, se adopto la inspeccion de carne de
caballo mediante el método de digestion artificial, no solo en los paises donde se han
descrito los brotes sino también en paises exportadores de carne de caballo en el este de
Europa (Ramisz y Balicka, 1994).

La via natural por la cual un animal herbivoro como el caballo adquiere la infeccion con
Trichinella se desconoce, sin embargo existen evidencias que indican gue ésta puede ser a
través del alimento contaminado con carne infectada con el parasito (Dupouy-Camet y cols.,
1994). A nivel experimental diferentes investigadores han demostrado que es posible infectar
experimentalmente a caballos con varias especies de Trichinella (T. nativa, T nelsoni y T.
spiralis), y que T. spiralis es la especie con mayor adaptacion en el caballo (Polidori y cols.,
1988; Soule y cols., 1988,1989,1893a). En estos estudios, los caballos fueron infectados con
diferente numero de larvas musculares (5000, 10000, 20000 y 50000), determinandose que
existe una relacién entre la dosis de larvas y los niveles especificos de anticuerpos dirigidos
contra el parasito.

Asi, Polidori y cols., (1988) reportaron en un caballo infectado experimentalmente con 10,000
larvas musculares de T. nelsoni, un incremento en los niveles de anticuerpos contra el
parasito entre la 4a y 8a semana p.i. evidencidandose un decremento a la 12a semana. Sin
embargo, en caballos infectados con 50,000 larvas musculares de T. nativa se demostré la
presencia de anticuerpos contra el parasito a partir de la 3a semana (Soulé y cols., 1989),
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observandose una disminucién en los niveles de anticuerpos a partir de la 7a semana p.i.
Cabe senalar que Soulé y cols., (1993a,b) al realizar una reinfecciéon con la misma dosis
inicial (20,000 larvas musculares de T. spiralis), observaron que el caballo elimind mas
rapidamente las larvas musculares, alcanzandose un pico en el nivel de anticuerpos al dia 33
p.i. Si bien en estos estudios se ha analizado la respuesta humoral hacia T. spiralis, ain
queda por definir qué componentes del parésitb son reconocidos por los sueros de caballo
infectados experimental y naturalmente con Trichinella.

En relacién con los estudios realizados con caballos provenientes de rastro, diferentes
autores (Battelli y cols., 1894; van Knapen y Franchimont, 1988; Virga y cols., 1994) indican
que serologicamente es posible detectar anticuerpos dirigidos contra Trichinella en sueros de
estos animales, siendo alta la prevalencia de triquinelosis equina (1.6 a 6 %), sin embargo,
estos resultados difieren de los obtenidos por digestion artificial ya que se han analizado
miles de muestras y en la mayoria de los casos no se han detectado larvas (Dupouy-Camet
y cols., 1994).

Tabla 2. Brotes de triquinelosis humana ocurridos en italia y Francia de 1975 a 1993,
ocasionados por el consumo de carne de caballo.

Ario Lugar Num. de Origen del Tipo de aislado
casos caballo
1975 Bagnolo in Piano, ltalia 89 Yugoslavia T. britovi
1975 Chatenay-Malabry, Francia 125 Europa del Este L
1984 Varese, italia 13 Yugoslavia
1985 Paris y Melun, Francia 431 Estados Unidos T5
1985 Paris y 10 focos en Francia 642 Este de Europa T. spiralis
(Polonia 7)

1986 Salsomaggiore, Italia >300  Este de Europa T. britovi
1991 Barletta, Italia >500 Este de Europa T. spiralis
1991 Clermont-Ferrand, Francia 21 Estados Unidos
1993 Paris, La Rochelle y 2 538 Canada T. spiralis

focos en Francia

Tomado de Dupouy-Camet y cols., (1994).



A este respecto, Virga y cols., (1894) analizaron la presencia de Trichinella en 256 caballos
de rastro (tomando 10 gr del macetero) por digestion artificial y por serodiagnéstico utilizando
como antigeno un extracto crudo de la larva muscular. Mediante digestion artificial no se
detectaron muestras positivas, mientras que por ELISA 4 caballos fueron positivos (1.6 %).
Uno de ellos no tenia helmintos intestinales, mientras que los otros tres tenian diferentes
parasitos intestinales como: Sirongilus edentatus, Strongilus vulgaris, Trichonema sp,
Triodontophorus sp, Trichostrongylus axei y Parascaris equorum, por lo cual Jos autores
sugieren que no existe reactividad cruzada entre Trichinella y otros parasitos intestinales.

Por otro lado, Ramisz y Balicka, (1994) analizaron en Polonia, que es un area endémica de
triquinelosis, por ensayos parasitolégicos y serolégicos la existencia de caballos infectados
con T, spiralis utilizando un extracto total del parasito. Asi, se examinaron 13,523 muestras
por digestién artificial, resultando negativas; sin embargo, de 1119 sueros de caballos
examinados por ELISA seis muestras fueron positivas (0.53 %). Los sueros probados
tuvieron un titulo de anticuerpos entre1:20 y 1:40.

Es importante mencionar que en paises europeos el ELISA se realiza empleando extracto
total de la larva muscular, sin embargo, seria conveniente realizar el diagndstico de
triquinelosis equina con antigenos del parasito purificados como los antigenos de S/E y los
de E/S de la larva muscular, cuya utilidad en el diagndstico de triquinelosis porcina y humana
ha sido ampliamente demostrada, permitiendo el diagnostico sensible y especifico de la
infeccion (Arriaga y cols., 1989,1991; Gamble, 1985a; Salinas-Tobon y cols., 1994a,b).

En México como en otros paises el consumo de carne de caballo se da a varios niveles
(tanto humano como para animales en cautiverio y domésticos) y no existe informacién
sobre la frecuencia de triquinelosis en caballos, ya que con excepcién de los rastros TIF
(Tipo Inspeccién Federal), no se realiza ningun tipo de inspeccion para determinar la
presencia de larvas de Trichinella en caballos de rastros. Sin embargo, considerando que por
lo menos 35 % de la produccion de estos rastros es destinada al consumo humano, es
importante contar con métodos de diagnostico que permitan conocer de manera precisa la
frecuencia de esta parasitosis en los caballos de rastro. Para ello, se pueden emplear
diferentes estrategias para la deteccién de posibles infecciones en caballos de rastro que
pueden incluir el empleo de ensayos serolégicos (ELISA e IET) y de métodos directos para
la deteccidn de los parasitos (digestién artificial o triquinoscopia).



JUSTIFICACION

En nuestro pais la carne de caballo se usa principalmente para consumo de animales como
perros y animales del zooldgico, pero parte de la produccion es utilizada para consumo
humano. Considerando el hecho de que se han reportado brotes de triquinelosis humana
causados por consumo de carne de caballo en Europa, resulta de suma imporiancia evaluar
la incidencia de triquinelosis equina en nuestro pais. Esto puede lograrse empleando
ensayos serolégicos estandarizados que sean sensibles y confiables como el ELISA e |ET.
Asimismo se pueden emplear métodos directos como triquinoscopia y digestion artificial que
permitan confirmar la presencia del parasito.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta inmune humoral en caballos infectados natural y experimentalmente
con larvas musculares de Trichinella spiralis.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estandarizar la prueba de ELISA para deteccion de anticuerpos contra Trichinella spiralis en
caballos infectados natural y experimentalmente con el parasito.

Determinar la cinética de aparicion de anticuerpos en caballos infectados experimentaimente
con Trichinella spiralis.

Identificar los antigenos de la larva muscular de Trichinella spiralis reconocidos por caballos
infectados experimentalmente con el parasito.

Evaluar el ensayo de ELISA estandarizado con sueros de caballos colectados del rastro 5 de
Junio de San Vicente Chicoloapan, Edo. de México.



MATERIAL Y METODOS

1.- MANTENIMIENTO DEL CICLO DE VIDA Y OBTENCION DE LARVAS MUSCULARES
DE Trichinella spiralis

El ciclo de vida de T. spiralis se mantuvo en ratones BALB/c, los cuales se infectaron con
800 larvas musculares de T. spiralis por via intragastrica. La obtencion de larvas musculares
se realizd segun lo recomendado por Dennis y cols., (1970). Ratones BALB/c infectados con
T. spiralis se sacrificaron, se les quité la piel, las extremidades, las visceras y el musculo
esquelético se digirié con una solucion de Pepsina-Acido Clorhidrico (HCI) al 1 % por 3 hrs a
37 OC, en agitacion constante. Posteriormente, la solucion se pasé por una tamiz de 137 pm
y se procedid a sedimentar las larvas las cuales se colocaron en tubos Falcon de 15 ml. Las
larvas se lavaron tres veces con amortiguador de fosfatos salino (PBS) (apéndice A) pH 7.3
en una centrifuga clinica (Damon IEC/Division, EUA) a 3250 g por 3 min. Las larvas
musculares obtenidas se resuspendieron en agar suave al 0.2 % y se tomaron 5 alicuotas
de 10 pl para determinar el nimero de parasitos.

2,- OBTENCION DEL EXTRACTO TOTAL DE LA LARVA MUSCULAR DE Trichinella
spiralis

El extracto total de la larva muscular de T. spiralis se obtuvo de acuerdo al método descrito
por Parkhouse y cols., (1981). La extracciéon se hizo a partir de un paquete de 0.5 ml de
larvas musculares, las cuales se resuspendieron en 1 volumen de Tris 20 mM pH 8.3
conteniendo inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM diluido en isopropanol, TLCK 25 g/ml
diluido en agua, TPCK 50 pg/ml diluido en etanol). La homogenizacion se llevo a cabo por
30 min en un homogenizador de vidrio (Poter Wheaton) en un bafio de hielo. Posteriormente
se anadid desoxicolato de sodio (DOC) al 4 % y se homogenizé 20 min mas y se dejd
reposar 30 min a T. A. El extracto se centrifugé a 13,500 g por 30 min a 4 °C en una
centrifuga eppendorf (modelo 5415 C, Alemania). El sobrenadante se guardé a 4 °C para su
posterior cuantificacion de proteinas y purificacion de los antigenos de S/E,



3.- PURIFICACION DE LOS ANTIGENOS DE SUPERFICIE/ESTICOSOMA DE LA LARVA
MUSCULAR DE Trichinella spiralis

Los componentes de S/E de la larva muscular de T. spiralis se purificaron mediante una
cromatografia de afinidad empleando el anticuerpo monoclonal NIM-M1 acoplado a Sefarosa
4B. El método que se utilizé es el descrito por Parkhouse, (1984). Se utilizd un volumen de 5
ml de Sefarosa 4B anticuerpo monoclonal NIM-M1 y se empaco en una columna de 1.3 x 30
cm (Bio Rad, Hércules, CA. EUA). Posteriomente se lavo con un volimen de amortiguador
alkali-strip (Dietilenamina 50 mM, DOC al 2 %, pH 11.5) y se equilibré con varios volimenes
de amortiguador de columna (Tris-HCI 20 mM, DOC al 0.5 % pH 8.3) hasta que el pH de la
resina fue igual al de la solucién. Aproximadamente 20 mg del extracto total de la larva
muscular de T. spiralis se centrifugé a 120,000 g en una microcentrifuga (Air -Fuge,
Beckman, Palo Alto, CA. EUA) para eliminar los residuos. Posteriormente, el sobrenadante
se paso por la columna tres veces y ésta se lavo con amortiguador de columna hasta que se
obtuvo una densidad optica (D.O.) de cero midiendo la absorbancia en un espectrofotémetro
(DU-65, Beckman, Palo Alto, CA. EUA) a 280nm. Posteriormente se eluyo el antigeno
retenido en la columna con dos volimenes de amortiguador de pre-strip (Glicina 50 mM,
DOC al 2 % pH 9.3), aquellas fracciones que dieron lecturas en el espectrofotometro a 280
nm se colectaron. Posteriormente se pasaron 2 6 3 volimenes de amortiguador Alkali-strip
hasta que los valores de D.O. de las fracciones fueran cero. Las muestras se neutralizaron
inmediatamente empleando Tris-HCI 1 M pH 8.3 y se leyo su absorbancia a 280 nm. Las
fracciones que tuvieron valores altos de D.O. se juntaron y se dializaron extensivamente
contra solucién de Tris-HCI 20 mM, pH 8.3. La concentracién de proteinas en las muestras
colectadas se determiné por el método de Lowry y cols., (1951) modificado. En algunos
casos en requirié concentrar las muestras para lo cual se empled Aquacide (Calbiochem,
San Diego, CA. EUA).



4.- CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS LOS EXTRACTOS TOTALES Y
PURIFICADOS DE LA LARVA MUSCULAR DE Trichinella spiralis

La concentracion de proteinas se determiné mediante el método de Lowry y cals., (1951) con
algunas modificaciones. Para hacer la curva patrén, diferentes concentraciones de ASB
(Fraccion V, Sigma, St. Louis, MO. EUA) fueron empleadas (10, 20, 40, 60, 80 y 100 mg/mi).
El protocolo empleado se describe a continuacion:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8

a)ASB (ul) - 10 20 40 60 8 100 -

H20 (ul) 500 490 480 460 440 420 400 490
Muestra (i) - - - - - - - 10
b)Detergente (i) 50 50 50 50 50 50 S0 50
C)Sol. E (ml) 25 25 25 25 25 25 25 25

a) Volumenes tomados a partir de un Stock de ASB (1mg/ml)

b) Solucién de DOC al 10 %

c) Solucion preparada a partir de mezclar 1 volimen de sulfato de cobre pentahidratado al
0.5 % y 1 volumen de tartrato de sodio y potasio al 2 %, mas 50 volimenes de carbonato de
sodio al 2 % en hidroxido de sodio al 0.1 N.

Se mezclo el contenido de cada tubo y se dejo reposar 10 min a T. A. Posteriormente a cada
tubo se le adicionaron 250 pl del reactivo de Folin-Ciocalteus (Merck, Darmstadt, Alemania)
diluido 1:2 y 500 pi de Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 5 %. Los tubos se agitaron en un
vortex y se incubaron por 30 min a T. A. Una vez realizado ésto se leyd la absorbancia a
750 nm, en un espectrofotometro DU-65, Beckman. La concentracion de proteinas de los
extractos totales y purificados se calculd por interpolacion con la curva patrén de Albamina.

5.- INFECCION EXPERIMENTAL DE LOS CABALLOS

Los caballos infectados experimentaimente con T. spiralis se mantuvieron en el Centro de
Investigaciones Interdiciplinarias en Microbiologia, Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales y Agropecuarias, SARH. Previo a la infeccion, los caballos se desparasitaron con
una dosis tinica de Panacur (Lakeside, Alemania) (20 mg/Kg). Tres caballos de edad adulta,
se anestesiaron con ROMPUN (1 mg/kg) y posteriormente dos caballos se inocularon por via
intragastrica con 40,000 (caballo No. 1 y 2 ) uno con 30,000 (caballo No. 3) larvas
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musculares de T. spiralis resuspendidas en agar suave (0.2 %). Como control negativo se
utilizé un caballo, el cual no se infecté con el parasito (caballo No 4). Una vez realizada la
infeccion se tomaron muestras de sangre a diferentes tiempos para obtener el suero y una
vez colectado éste se guardd a -20 OC para su posterior utilizacion en los ensayos de ELISA
e IET. Los animales se sacrificaron a la semana 27 y se colectaron muestras de diafragma,
lengua, macetero (derecho e izquierdo), corazén, cuello y pierna de estos animales que
fueron digeridas por el método artificial descrito anteriormente.

6.- MUESTRAS DE SUERO Y DE DIAFRAGMA DE ANIMALES DE RASTRO

Se obtuvieron 83 muestras de sangre, y sélo de 9 de estos animales se obtuvieron también
muestras de diafragma en 4 de ellas se encontraron larvas de Trichinefla, por lo que en un
segundo muestreo se colectaron 71 muestras de diafragmas de caballos del rastro 5 de
Junio de San Vicente Chicoloapan del Edo. de México, (trabajo en colaboracion con el MVZ
Arturo Adame Lopez) al cual se sabe que llegan caballos de diferentes regiones de la
Republica Mexicana. El suero de estos animales se obtuvo y se almacend a -20 ©C para su
posterior utilizacion en los ensayos inmunoenzimaticos. Las muestras de diafragmas se
procesaron mediante digestion artificial de acuerdo al método descrito por Dennis y cols.,
(1970).

7.- DIGESTION ARTIFICIAL

Las muestras de diafragma de los caballos de rastro, asi como de lengua, macetero,
diafragma, cuello, corazén y pierna de los caballos infectados experimentalmente, se
digirieron artificialmente con pepsina-HCI al 1 % de acuerdo a la metodologia descrita por
Dennis y cols., (1970). Aproximadamente 100 gr de carne de los caballos infectados
experimentalmente y de 22 a 37 gr de las muestras de diafragma de rastro se digirieron
artificialmente.

8.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO CONDICIONES
REDUCTORAS

El extracto total de la larva muscular de T. spiralis se separé electroforéticamente en geles
de poliacrilamida al 10 % en presencia de SDS. Los geles se prepararon de acuerdo a lo
recomendado por Laemmli, (1870) (apéndice B). Se utilizd una camara de electroforesis
miniprotean (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA. EUA). Para la preparacion
de los geles se colocd el gel espaciador al 10 % entre los dos vidrios, inmediatamente se
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adicion6 1 ml de isopropanol para que polimerizara uniforme el gel. Después se lavo y se
colocd un peine ciego, adicionandose el gel concentrador al 5 %. A 500 mg del extracto total
de T. spiralis se le agregé amortiguador de muestra (apéndice B) y R-mercaptoetanol (Bio
Rad, Richmond, CA. EUA), se hirvieron por 3 min y se cargaron los geles. Estos se corrieron
con amortiguador de corrida (apéndice A) a 100 volts hasta que la muestra entro al gel
espaciador, después de lo cual se aumento el voltaje a 140 volts y se dejé correr por espacio
de 2 hr.

En el analisis electroforético se incluyeron marcadores de bajo peso molecular (Pharmacia
LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia): fosforilasa b (94 kDa), albumina (67 kDa),
ovoalbamina (43 kDa), anhidrasa carboxilasa (30 kDa), Inhibidor de tripsina de soya (20
kDa) y lactoalbumina (14 kDa). Una vez transcurrido el corrimiento electroforético los geles
se tifieron con azul de Coomassie al 0.1 % y se destifieron posteriormente con acido acético
al 7.5 % y metanol al 50%.

9.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

Una vez realizada la separacion electroforética del extracto total de la larva muscular de T.
spiralis, las proteinas se transfirieron a filtros de nitrocelulosa (Bio Rad, Richmond, CA.
EUA), empleando filtros Whatman del No. 3 y fibras scotch brite (apéndice C) de acuerdo a
lo recomendado por Towbin y cols., (1979). E! gel de poliacrilamida-SDS se equilibré en
amortiguador de transferencia (apéndice A) por 30 min a T. A. con cambios de solucion cada
16 min. La transferencia de las proteinas al papel de nitrocelulosa se llevo a cabo en una
camara de transferencia (Hoefer, Scientific Instruments, San Francisco, CA. EUA) a 100
volts durante 1 hr a 4 ©C. Después de la transferencia, se cortd la tira de papel de
nitrocelulosa en donde se encontraban transferidos los pesos moleculares y se tiid con
Negro Amido al 0.1 %, durante 3 min y posteriormente se destifié con una solucién con écido
acético al 7.5 % y metanol al 50 %. El resto del papel se bloqueé con una solucién de PBS-
ASB al 3 % a 4 °C toda la noche. Una vez realizado lo anterior, se cort6 el papel en tiras de
4 mm. Las tiras de nitrocelulosa se incubaron toda la noche a 4 ©C con las muestras de
sueros de los caballos infectados experimentaimente con T. spiralis colectados a diferentes
intervalos p. i. en una solucién de incubacion que contenia: 100 pl de PBS (10x), 100 pl de
STD y 100 pl de la solucion stock 10x (apéndice A) en agitacion constante en un agitador de
balanceo (Hoefer, Scientific Instruments, San Francisco, CA. EUA). Los sueros se probaron
a diferentes diluciones (1:50, 1:100 y 1:250) y como contrel se incluyd un suero de caballo no
infectado a las mismas diluciones. Posteriormente las tiras se lavaron 3 veces por 10 min
con PBS-triton (X-100) al 1 %. En seguida se adicion6 el conjugado conejo anti Ig Gs
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caballo acoplado a peroxidasa (Sigma, St. Louis, MO. EUA) diluido en PBS-STD 10 % a
diferentes diluciones (1:4000, 1:5000 y 1:6000). Las tiras se incubaron 2 hrs a 37 ©C en
agitacion constante. Postericrmente se hicierori los lavados descritos con anterioridad y se
agregd la solucién de substrato (20 mi de PBS, 4 mi dei stock (4-cloro-1-naftol en metanol
absoluto:3 mg/ml) y 8 pl de peroxido de hidrogeno (Ho02) al 30 %) dejandose
aproximadamente 10 min, parandose la reaccion con agua. Posteriormente las muestras de
suero de caballos infectados experimentaimente colectados a diferentes dias p.i. se
analizaron por IET diluidas 1:250 y el conjugado 1:6,000. Por ofro lado, los sueros de
caballos de rastro se emplearon a una dilucion 1:10 y el conjugado 1:3000.

10.- ELISA

El ELISA se realizé siguiendo el método descrito previamente por Arriaga y cols., (1989).
Para estandarizar el ensayo se seleccionaron algunas de las muestras de suero colectadas
de los caballos infectados experimentalmente con T. spiralis, diluidas 1:500 y 1:1,000. Las
placas de ELISA (Nunc-lnmuno Plate, Inter Med, Dinamarca) se sensibilizaron con el
extracto total de la larva muscular de T. spiralis a una concentracién de 20 ma/ml en
amortiguador de carbonatos (apéndice A). El acoplamiento se llevé a cabo incubando la
placa por toda la noche a 4 ©C, y posteriormente los sitios en los que no se adhirid el
antigeno se bloquearon con PBS-Tween-20 al 0.5 % y ASB 0.5 % a T. A. por 1 hr. Los
sueros se diluyeron en PBS-Tween-20 al 0.5 % y ASB 0.5 % y se incubaron 1 hr a 37 ©C.
Posteriormente la placa se lavé con PBS-Tween-20 al 0.5% durante 3 min 3 veces,
enseguida se agregaron 100 pl del conjugado conejo anti Ig Gs de caballo acoplado a
peroxidasa (Sigma, St. Louis, MO. EUA) diluido 1:10,000 en PBS-ASB (0.5 %)-Tween 20
(0.5%). La placa se incubd 1 hr a 37 ©C y posteriormente se lavo con PBS-Tween-20 (0.5 %)
como anteriormente se mencionod. Una vez realizado lo anterior, se adicionaron 200 pl por
pozo de amonrtiguador citrato-fosfato (apéndice B) con 4 mg/ml de o-fenilendiamina y 4 pl de
H207 al 30% y se dejo desarrollar el color por 7 min. La reaccion se paro adicionando 50 pl
de HpSO4 2.5 M. La D.O. se leyd a 492 nm en el lector de ELISA (Biotek, Inc, Wisnooski,
VT. EUA). Una vez estandarizado el ensayo de ELISA se analizo la cinética de aparicién de
anticuerpos dirigidos contra T. spiralis en las muestras de sueros de caballos infectados
experimentalmente colectadas a diferentes intervalos p.i. diluidas 1:1,000. EI ELISA
empleando sueros de caballos de ratro se llevé a cabo utilizando una dilucién 1:400 y como
fuente de antigeno se us6 el extracto total, los antigenos de S/E y productos de E/S de la
larva muscular de T. spiralis a una concentracion de 20 pg/ml, 10 pg/ml y § pg/ml
respectivamente. Los sueros con valores de D.O. mas altos que la media de los 14 sueros
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negativos mas tres desviaciones estandar se consideraron positivos. Los antigenos de E/S
fueron amablemente donados por el Dr. H. R, Gamble del Departamento de Agricultura de

Estados Unidos.

11.- CARACTERIZACION MORFOLOGICA E IDENTIFICACION DE ESPECIE DE
Trichinella

Las larvas musculares obtenidas del diafragma de caballos de rastro se estudiaron con un
microscopio de interferencia de luz a 1000 x. Las larvas musculares se identificaron en
nuestro laboratorio y en el de los Drs. Zarlenga 'y Lichtenfels a nivel de género de acuerdo a
las caracteristicas descritas por Kozek, (1975). La identificacion a nivel de especie de las
larvas obtenidas se realizd por el Dr. Zarlenga (en el Laboratorio de Parasitologia
Biosistematica en Beltsville, Maryland, EUA) empleando PCR. La metodologia utilizada es la
descrita por Zarlenga y Dame, (1992).



RESULTADOS

L

Con la finalidad de determinar mediante ELISA e IET la presencia de anticuerpos dirigidos
en contra de T. spiralis en muestras de sueros obtenidos del rastro 5 de junio de San
Vicente Chicoloapan, Edo. de México, se procedio a la estandarizacion de estos métodos.
Para esto, se colectaron muestras de sueros de caballos infectados experimentalmente con
T. spiralis obtenidos a diferentes intervalos p.i. En el ELISA se empleé como fuente de
antigeno un extracto total de la larva muscular el cual fue obtenido de acuerdo a lo
recomendado por Parkhouse y cols., (1981). El analisis electroforético del extracto mostré la
presencia de proteinas con un peso molecular de 20 a mas de 200 kDa. (Fig. 3). En este el
ELISA se utilizé una concentracion de 20 pg/mi del extracto total y las muestras de suero del
caballo experimental No. 1, diluidas 1:500 y 1:1,000. Como puede observarse en la Fig. 4,
las lecturas de D.O. a 492 nm obtenidas con las 2 diluciones son muy semejantes, por lo que
se eligi6 la dilucién 1:1,000 para determinar la cinética de aparicion de anticuerpos contra T.
spiralis en todas las muestras de los sueros colectadas de los 3 caballos infectados
experimentalmente con el parasito. En la Fig. 5 se puede observar que a partir de la 3a
semana p.i. se detectd la presencia de anticuerpos contra el parasito, alcanzandose un pico
ala 5ay 7a semana p.i., el nivel de anticuerpos se mantuvo hasta la 10a semana p.i. para
posteriormente decrecer hacia la semana 18 p.i. manteniéndose un titulo bajo de anticuerpos
hasta la semana 27 p.i. En el control negativo los valores de D.O. se mantuvieron bajos en el
transcurso del experimento.

Por otro lado, el andlisis de IET se estandarizé6 empleando el suero colectado del caballo
experimental No. 1 infectado con 7. spiralis a la 3a semana p.i., a varias diluciones (1:50,
1:200 y 1:250). Para analisis posteriores se eligié la dilucién 1:250 debido a que en esta
dilucion se observaron las bandas reconocidas por el suero con mayor nitidez y el fondo
disminuyo. Empleando esta dilucion, se analizaron todas las muestras del suero colectadas
del caballo No. 1 desde el dia 0 y hasta la 27 semana p.i. Como puede observarse en la
figura 6a a partir de la 5a semana p.i. y hasta la semana 19 p.i. existe un reconocimiento
mayoritario de moléculas del parasito con pesos moleculares de 47, 52, 59, 67, 72 y 105
kDa. Cuando las mismas muestras de suero se analizaron empleando una dilucién 1:50, se
observé que a la semana 3, 24 y 27 p.i, hubo reactividad hacia las moléculas reconocidas
por las otras muestras de suero a ia dilucion 1:100 (resultados no mostrados). Como control
se incluyeron sueros obtenidos del caballo no infectado a diferentes semanas p.i. no
observandose reconocimiento de componentes del parasito (Fig. 6b).
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Fig. 3. Analisis electroforético del extracto total de la larva muscular de Trichinella spiralis.
Los componentes del extracto total de la larva muscular del parasito se separaron
electrofaréticamente en geles de acrilamida al 10 % en presencia de SDS (bajo condiciones
reductoras). Los geles fueron tefiidos con azul de Coomasie de acuerdo a lo descrito. Los
marcadores de peso molecular empleados como estandar se indican en kDa a la derecha de
la figura
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Fig. 4. Cinética de deteccion de anticuerpos determinados por ELISA dirigidos contra
Trichinella spiralis en sueros del caballo (No. 1) infectado experimentalimente con el parasito.
Las muestras de los sueros del caballo infectado se colectaron a diferentes semanas p.i. y
se diluyeron 1:500 (1) y 1:1,000 (2) y del caballo no infectado se diluyeron 1:500 (3) y
1:1,000 (4). El conjugado conejo anti Ig Gs de caballo acoplado a peroxidasa se us6 a una
dilucion de 1:10,000.
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Fig. 5. Cinética de deteccidn de anticuerpos determinados por ELISA dirigidos contra
Trichinella spiralis en sueros de caballos infectados experimentalmente con el parasito. Las
muestras de los sueros de los caballos infectados con 40,000 larvas musculares (1y 2) y con
30,000 larvas musculares de T. spiralis (3) y del caballo no infectado (4) con el parasito se
colectaron en el tiempo 0 y hasta la semana 27 p.i. Las muestras de sueros se analizaron
por ELISA empleando una dilucién de 1:1,000 y el conjugado conejo anti Ig Gs de caballo
acoplado a peroxidasa se uso a una dilucion de 1:10,000.
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Fig. 6. Patrones de reconocimiento antigénico obtenidos por inmunoelectrotransferencia de
los componentes de la larva muscular de Trichinella spiralis por sueros del caballo No. 2
infectado experimentalmente con el parasito. Los componentes del extracto total de T.
spiralis se separaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 10 % en presencia
de SDS y se transfirieron a papel de nitrocelulosa (PNC). Los sueros del caballo infectado
experimentalmente (panel a) y del caballo no infectado (panel b) se incubaron a una dilucion
1:250 con tiras de PNC. El conjugado conejo anti Ig Gs de caballo acoplado a peroxidasa se
uso diluido 1:6000. Los marcadores de peso molecular empleados como estandar se indican
en kDa a la izquierda de la figura.
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Al compararse por IET la reactividad del suero de caballo No. 1 y de un suero de cerdo
infectado con el parasito hacia componentes de la larva muscular de T. spiralis y T. nativa,
se observo que ambos sueros tienen el mismo patron de reconocimiento (Fig 7). Asimismo,
es evidente que los sueros reconocen moléculas similares de los 2 extractos con excepcion
de una proteina de 72 kDa, la cual fue reconocida en el extracto de T. spiralis no siendo asi
con T. naliva.

Con respecto a la determinacién por ELISA de la presencia de anticuerpos especificos
contra T. spiralis en sueros de caballos de rastro, éstos se emplearon a una dilucion 1:400 y
se probaron tres preparaciones antigénicas: extracto total, antigenos de S/E y productos de
E/S (Fig. 8). En este ensayo, el punto de corte obtenido fue de 0.386 con el extracto total,
0.328 con los antigenos de S/E y 0.178 con los productos de E/S. El porcentaje de
positividad fue de 6.02, 3.61 y 9.67 para el extracto total de la larva muscular (Fig. 8a),
antigenos de S/E (Fig. 8b) y los productos de E/S (Fig. 8c) de la larva muscular de T. spiralis
respectivamente.

El andlisis de IET de las 8 muestras de suero de rastro positivas por ELISA con los
productos de E/S mostré el reconocimiento mayoritario de componentes de la larva
muscular con pesos moleculares de 47, 52, 59, 67, 72 y 105 kDa (Fig 9a) los cuales son
similares a lo reportado para los antigenos de S/E, de la larva muscular del parasito (Ortega-
Pierres y cols., 1989). Como controles se incluyeron muestras de sueros considerados como
negativos en el ELISA, los cuales no presentaron reactividad hacia los componentes de
superficie de la larva muscular (Fig 9b).
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Fig. 7. Patrones de reconocimiento antigénico obtenidos por Inmunoelectrotransferencia de
los sueros de cerdo y de caballo infectados experimentalmente con Trichinella spiralis. Los
componentes del extracto total de T. nativa (carril 1 y 4) y de T. spiralis (carril 2 y 3) se
separaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 10 % en presencia de SDS y se
transfirié a papel de nitrocelulosa (PNC). Los sueros de cerdo (carril 1y 2) y de caballo (carril
3y 4) infectados con el parasito se diluyeron 1:50 y 1:250 respectivamente y se reaccionaron
con las tiras de PNC. El conjugado conejo anti Igs de cerdo acoplado a peroxidasa se uso
diluido 1:2,000 (carril 1y 2) y conejo anti Ig G de caballo acoplado a peroxidasa se uso
diluido 1:6,000 (carril 3 y 4). Los marcadores de peso molecular empleados como estandar
se indican en kDa a la izquierda de la figura.
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Fig. 8. Valores de densidad optica (D. O.) de sueros de caballos de rastro (R) obtenidos en
el ELISA con antigenos de la larva muscular de Trichinella spiralis. a) Extracto total; b)
antigenos de superficie/esticosoma; ¢) productos de excrecion/secrecion. Como controles
(N) se incluyeron sueros de caballos negativos por inmunoelectrotransferencia (IET), suero
del caballo No.1 infectado experimentalmente con T. spiralis (I). La linea punteada indica el
punto de corte calculado considerando la media de los valores de D.O. obtenidos con sueros
que en el ensayo de |ET resultaron negativos, mas tres desviaciones estandar.
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Fig. 9. Patrones de reconocimiento antigénico obtenidos por inmunoelectrotranferencia de
los sueros de caballos de rastro positivos en el ELISA empleando los productos de
excrecion/secreciéon (E/S) de la larva muscular de Trichinella spiralis. Los componentes del
extracto total de T. spiralis se separaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al
10 % en presencia de SDS y se transfirieron a papel de nitrocelulosa (PNC). Los sueros de
caballos de rastro se diluyeron 1:10 y se reaccionaron con las tiras de PNC; el conjugado
conejo anti Ig Gs de caballo acoplado a peroxidasa se usd diluido 1:3,000; panel a, carril 1,
caballo No. 2 infectado experimentalmente con T. spiralis; carriles del 2 al 9, sueros de
caballos positivos en ELISA usando los productos de E/S; panel b, carriles del 10 al 13,
sueros de caballos negativos en ELISA. Los marcadores de peso molecular empleados
como estandar se indican en kDa a la izquierda de la figura.
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Por otro lado, al realizarse la digestion artificial de los diferentes musculos de los tres
caballos infectados experimentalmente con T. spiralis, se detecto la presencia del parasito
principalmente en diafragma, lengua y macetero (Tabla 3). Sin embargo, hubo diferencias
importantes en el nimero de larvas obtenidas en los 3 caballos.

Tabla 3. Numero de larvas/gramo detectadas en diferentes misculos de los caballos
infectados experimentalmente con Trichinella spiralis determinado por digestion
artificial.

Caballo 1 2 3
Diafragma 16.376 --- -
Lengua 14.780 0.674 0.250
Macetero der. 0.082 0.420
Macetero izq. 0.294 0.050
Pierna --- - -
Corazon “-- - ---
Cuello --- - -

Se digirieron 100 gr de cada musculo siguiendo la metodologia descrita por Dennis y cols.,
(1970).



En relacion con las 9 muestras de diafragma de rastro (obtenidas del primer muestreo)
digeridas artificialmente con Pepsina-HCI, en 4 de ellas se encontraron larvas las cuales se
identificaron morfolégicamente como Trichinelia (5 %). Las larvas/gramo obtenidas de estas
muestras vario de 1.8 a 0.8 (Tabla 4). Las larvas recuperadas de la muestra 106 se
inocularon a un raton BALB/c, sin embargo al digirir la carne a los 28 dias p.i., no se
recuperaron larvas musculares. En otro muestreo posterior realizado en colaboracién con
Arturo Adame se obtuvieron otras 71 muestras de diafragma y todas fueron negativas por
digestion artificial.

Tabla 4. Nimero de larvas/gramo detectadas en el diafragma de caballos de ratro
determinado por digestion artificial.

Identificacion

No. de suero Larvas/gramo

Morfologia PCR
84 1.8 Trichinella T. spiralis
106 1.6 (Se inoculd en 1 raton)
108 1.0 Trichinella -
122 0.8 Trichinella T. spiralis

Se digirieron de 22 a 37 gr de diafragma de los 80 caballos de rastro de acuerdo a lo
descrito por Dennis y cols., (1970). Las larvas se cuantificaron, se observaron al microscopio
y se analizaron por PCR de acuerdo a lo descrito por Zarlenga y Dame, (1992).



Las larvas musculares recuperadas del diafragma de los caballos 84, 122 y 108 se enviaron
a los Drs. Zarlenga y Lichtenfels (en el Laboratorio de Parasitologia Biosistematica en
Beltsville, Mayland, EUA) para su caracterizacién morfolégica y por PCR (amplificacién en
cadena empleando la polimerasa). La obtencién del DNA de las larvas obtenidas de las
muestras y el PCR se realizé de acuerdo a lo descrito por Zarlenga y Dame, (1992). En este
trabajo de colaboracion las larvas se identificaron morfologicamente como Trichinella. En el
PCR se obtuvo en las muestras 84 y 122 un producto de amplificacion de 170 pb del mismo
tamafio que el obtenido con DNA de T. spiralis, (Fig. 10 carril 2, 5 y 6) mientras que con el
DNA de T. nativa y T5 se obtuvieron productos de amplificacion de 130 pb (Fig. 10 carril 3 y
4). Con la muestra 108 no se obtuvo un producto de amplificacion (Datos no mostrados).
Considerando lo anterior y de acuerdo al tamafio de los productos de amplificacion del DNA
de las larvas musculares obtenidas de los caballos 84 y 122, éstas se clasificaron como T.
spiralis.

Es importante mencionar que en el ELISA las muestras de sueros correspondientes a las
muestras de diafragma con larvas musculares de T. spiralis (84, 106, 108 y 122) dieron
valores de D.O. por debajo del punto de corte utilizando las tres preparaciones antigénicas y
una dilucion 1:400.

Por otro lado, el analisis de IET empleando los sueros 84, 106, 108 y 122 mostrd el
reconocimiento de varios componentes del parasito, entre ellos, las moléculas de 47, 52, 67,
72 y 105 kDa reconocidas por los sueros de caballos infectados experimentalmente (Fig.
11a). También en este ensayo se incluyeron sueros correspondienies a las muestras de
diafragma que no tuvieron larvas por digestion artificial, no observandose reactividad hacia
estos componentes (Fig. 11b).
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Fig. 10. Analisis electroforético de los productos amplificados del DNA de Trichinella,
mediante PCR. La amplificacién del DNA por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa se realizd por el Dr. Zarlenga usando los oligos oTsr1 y oTsr2 que comparten
secuencias con el DNA ribosomal de |la subunidad grande. Carril 1, DNA de @ 174 digerido
con Hae lil; carril 2, DNA de T. spiralis; carril 3, DNA de T. nativa; carril 4, DNA de Trichinella
tipo T5; carril 5 y carril 6 DNA de las larvas musculares obtenidas de diafragma de caballos
de las muestras 84 y 122 respectivamente; carril 7, DNA de higado de ratén. En el PCR se
emplearon 0.25 pg del DNA de las muestras control (carril 2, 3, 4, y 7). El peso molecular de
los productos de PCR se indica a la izquierda en pares de bases (pb). Datos obtenidos en el
trabajo de colaboracion con los Dr. Zarlenga y Lichtenfels.
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Fig. 11. Patrones de reconocimiento antigénico obtenidos por inmunoelectrotransferencia de
los sueros de caballos de rastro positivos por digestion artificial. Los componentes del
extracto total de Trchinella spiralis se separaron electroforéticamente en geles de
poliacrilamida al 10% en presencia de SDS y se transfirieron a papel de nitrocelulosa (PNC).
Los sueros de caballos de rastro se diluyeron 1:10 y se reaccionaron con las tiras de PNC,; el
conjugado conejo anti Ig Gs de caballo acoplado a peroxidasa se usd diluido 1:3,000. Panel
a, carmril 1, caballo No. 2 infectado experimentalmente con T. spiralis; carriles del 2 al 5,
sueros correspondiente a los caballos con larvas musculares de T. spiralis en el diafragma.
Panel b, carriles del 6 al 9, sueros de cabalios negativos por digestion artificial. Los pesos
moleculares usados como estandar se indican en kDa a la izquierda de la figura.
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DISCUSION

La transmision de la triquinelosis a humanos ha sido ocasionada mas frecuentemente por el
consumo de carne de cerdo infectada con el parasito (Cabral-Soto y cols., 1890; Contreras y
Herrera, 1992; Hernandez y cols., 1992; Martinez-Marafén, 1993,1985a,b; Salinas-Tobon y
cols., 1994a,b,c). Sin embargo en anos recientes se han reportado varios brotes de la
enfermedad en humanos causados por la ingesta de carne de caballos (Ancelle y cols.,
1985,1986,1988; Bourée y cols., 1988; Carneri y cols., 1988; Dick y cols., 1890; Mantovani, y
cols., 1880). Esto ultimo ha estimulado la realizacién de estudios sobre la deteccién del
parasito en estos nuevos transmisores asi como de la respuesta inmune inducida en ellos.
En este contexto debe considerarse también que la carne de caballo por su accesibilidad en
costo y por los gustos culinarios de los diversos individuos puede pasar a convertirse en un
alimento que se integre a la dieta del mexicano. De hecho en México, el consumo de carne
de caballo ha aumentado debido principalmente a que el precio de ésta es
considerablemente mas economico que la de res o puerco. Por otro lado, México es un pais
exportador de carne de caballo por lo que se requiere contar con métodos que permitan
certificar la ausencia de infecciones por T. spiralis en estos animales. Considerando estos
aspectos, en este trabajo inicialmente se establecieron las condiciones experimentales de
infeccion de caballos con T. spiralis con el objetivo de analizar los parametros inmunolégicos
que sentaran la base para estudios serolégicos sobre incidencia de la enfermedad en rastros
especializados en la matanza de caballos. Asimismo con la finalidad de validar datos
inmunolégicos con la deteccion del parasito se llevaron a cabo analisis de muestras de tejido
muscular.

En estudios de tipo epidemioldgico, para determinar frecuencia de infeccion por parasitos del
genero Trichinella es necesario considerar el curso de infeccion. Esto Ultimo nos permite
determinar qué ensayos son Utiles y optimizar éstos en cuanto a sensibilidad y especificidad.
Asi, en relacién a el diagnostico de triquinelosis equina empleando el ELISA, es importante
tomar en cuenta io que ha sido observado en este trabajo, en relacion a Ia cinética de
aparicion de anticuerpos contra T. spiralis en caballos infectados experimentalmente con el
parasito. En estos, se detecto la aparicion de anticuerpos contra T. spiralis, a partir de la 3a
semana p.i. alcanzando los niveles mas altos entre fa 5a y 10a semana p.i., para después
disminuir hacia la semana 17 p.i. Al final del estudio la carga parasitaria en los 3 caballos
tuvo un rango de 16 a 0.2 larvas/gr. Considerando esto, si el diagnostico de la infecciéon en
equinos se realiza antes de la 3a semana p.i. 0 después de la 17a semana p.i. es muy
posible que los niveles de anticuerpos sean bajos y el animal sea un falso negativo. Por otro
lado, estudios realizados por Soulé y cals., (1989) han demostrado que a partir de la semana
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20 p.i. en caballos infectados experimentalmente con T. nativa comienza a disminuir el titulo
de anticuerpos contra el pardsito, correlacionandose con una carga parasitaria baja.
Ademas, al realizarse una reinfecciéon con la misma dosis inicial (20,000 larvas musculares
de T. spiralis) el caballo elimina mas rapidamente las larvas musculares y el nivel de
anticuerpos contra el parasito decrece, existiendo también una correlacion entre el nimero
de larvas obtenidas de diagragma y macetero y el titulo de anticuerpos presentes en el suero
de los caballos infectados.

Asi, en este estudio se determind la presencia de anticuerpos especificos contra T. spiralis
en sueros de caballos de rastro, utilizando productos de E/S y antigenos de S/E,
obteniéndose una positividad del 8.7 % y 3.6 % respectivamente. Estudios
seroepidemiolégicos de triquinelosis equina en paises europeos reportan una positividad del
1.8 al 6 % en caballos de rastro empleando exiracto total de T. spiralis y productos de E/S
respectivamente (van Knapen y cols.,, 1988; Virga y cols,, 1994). Por los resultados
observados tanto en este trabajo como en otros en los cuales se ha utilizado en ELISA los
productos de E/S en el diagnéstico de la triquinelosis equina, han demostrado que su uso
confiere mayor sensibilidad al ensayo. Lo anterior también ha sido observado en el
diagnostico de triquinelosis porcina (Arriaga y cols., 1989,1991; Gamble y cols., 1985b)

Sin embargo, resulta de interés mencionar que en este trabajo, las muestras de diafragma
en las cuales se aislaron larvas de T. spiralis tuvieron una carga parasitaria baja (0.8 a 1.8
larvas/gramo) y en el ELISA las muestras de suero correspondientes tuvieron un nivel de
anticuerpos bajo, considerandose como se menciond anteriormente como negativos (falsos
negativos) a la dilucién empleada en el ensayo. Esto sugiere que como lo observado por
Soulé y cols., (1989) hay una correlacion entre carga parasitaria baja y niveles de
anticuerpos. Sin embargo, para poder corroborar la relacion entre el titulo de anticuerpos y la
carga parasitaria hubiera sido importante tener muestras de diafragma de los animales de
rastro que resultaron positivos en ELISA, ya que de estos caballos no se obtuvieron tejidos)
los cuales tenian diferente titulo de anticuerpos contra Trichinella. Por lo que en un estudio
posterior deberia considerarse este aspecto. Otra forma de confirmar la infecciéon por
Trichinella seria la deteccién de antigeno circulante mediante un ensayo inmunoenzimatico
semejante al utilizado en cerdo (Arriaga y cols., 1995), con lo cual se tendria la certeza de la
presencia del parasito.

Ademas de los métodos directos y seroldgicos- la técnica de PCR puede ser usada en el
diagnostico molecular de triquinelosis equina empleando las sondas previamente
caracterizadas (Dupouy-Camet y cols., 1988; Dick y cols., 1990; Zarlenga y Dame, 1892).
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Cabe mencionar que por ELISA los sueros correspondientes a las muestras de diafragma en
las cuales se detectaron larvas musculares de T. spiralis, a la dilucién empleada, resultaron
negativas, posiblemente fuera necesario emplear diluciones mas bajas. Sin embargo, estos
sueros al igual que las muestras positivas pdr ELISA empleando los productos de E/S
presentaron por IET un patrén de reconocimiento caracteristico de animales infectados con
T. spiralis (Fig. 7 y 9) (Arriaga y cols., 1989). Lo anterior sugiere que tanto IET como ELISA
son utiles en el diagnéstico de triquinelosis equina, aunque la IET es mucho mas sensible
como ha sido demostrada en triquinelosis porcina (Arriaga y cols., 1989; Su y cols., 1991).

El hecho de haber encontrado 4 caballos con larvas en este estudio (5%) y a diferencia de lo
encontrado en Europa, en donde se han examinado miles de muestras sin haberse
detectado larvas de Trichinella, pudiera explicarse en parte a que se digirio de 22 a 37 gr de
muestra de diafragma, a diferencia de lo realizado en paises europeos, donde se digieren 10
gr de carne, o cual posiblemente aumentd la sensibilidad del método. A este respecto
como se menciond con anterioridad existe la evidencia de haberse detectado unicamente,
una larva de Trichinella en el biceps brachialis de un caballo proveniente de Polonia
mediante la digestion de 38 gr de carne (Boni y cols., 1989), lo cual no hubiera sido posible
si la cantidad de carne hubiera sido menor. Debe sefalarse que las 4 muestras positivas se
obtuvieron el mismo dia, de un mismo lote de caballos lo que sugiere que la infecciéon por
Trichinella esta muy localizada.

En México, no se conoce la frecuencia de la triquinelosis en caballos, ya que actualmente, el
diagnéstico de triquinelosis equina por digestion artificial se realiza tnicamente en los rastros
Tipos Inspeccion Federal (TIF), a partir de los cuales se exportan los canales a paises
europeos. Por los resuitados obtenidos en este estudio es evidente que esta parasitosis es
mas frecuente en caballos de lo que pudiera esperarse de un animal herbivoro por lo que se
requiere se lleve a cabo el diagnéstico de triquinelosis equina en todos los rastros de caballo
de la Republica Mexicana, lo cual permitiria ademas, obtener informacién acerca de la
prevalencia real de la triquinelosis equina en México.

En este método de diagnéstico directo se acostumbra digerir de 1 a 10 gr de carne, sin
embargo, como se menciond anteriormente la sensibilidad del método es de 3 larvas/gramo
de muestra, por lo que seria recomendable aumentar la cantidad de carne analizada. En los
otros rastros de caballos, un porcentaje alto de esta carne se destina para consumo humano
y no se le realiza ningun tipo de inspeccion para Trichinella.
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Por otro lado, a pesar de que existen estudios que demuestran que los caballos se pueden
infectar experimentalmente con varias especies de Trichinella (T. nativa, T. nelsoni y T.
spiralis), y que T. spiralis es la especie con mayor adaptacién (Polidori y cols., 1988; Soulé y
cols., 1989, 1993a). Sin embargo, la forma en que un animal herbivoro como el caballo se
infecta con Trichinella no esta clara. Sin embargo se ha propuesto que la fuente de
transmision de la infeccion sea el alimento contaminado con carne de animales infectados
(Bourée y cols., 1988; Dupouy-Camet y cols., 1994; van Knapen y cols., 1988). Asimismo,
existen reportes que indican que en otros animales herbivoros (borrego y vacas) ademas del
caballo se ha demostrado infeccion por Trichinella (Murrel y cols., 1994). De esto se
desprende la necesidad de realizar estudios acerca de la ruta de infeccion, asi como de la
transmision de la infeccion a humanos por animales herbivoros, que paralelamente con el
empleo de métedos de diagnostico adecuados favorecera el control de Ia transmision de la
triquinelosis a humanos mediante el consumo de carne de caballo infectada con Trichinella.
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CONCLUSIONES

1.- La respuesta de anticuerpos contra Trichinella spiralis en sueros de caballos infectados
experimentalmente con el parasito se detecta a partir de la 3a semana p.i. y los niveles mas
altos se observan entre la 5a a 10a semana p.i. y posteriormente decrecen alrededor de la
semana 17 p.i.

2.- Al utilizar productos de excrecion/secrecion (E/S) y antigenos de superficie/esticosoma
(S/E) en ensayos de ELISA con sueros de caballos del rastro 5 de Junio de San Vicente
Chicolopan se encontré una positividad del 9.7 % y 3.6 % respectivamente. El empleo de los
productos de E/S aument¢ la sensibilidad del ELISA.

3.- El analisis por inmunoelectrotransferencia (IET) evidencid el reconocimiento de los
antigenos de S/E (conformados en el grupo TsL1) con peso molecular de 47, 52, 58, 67, 72 y
105 kDa de la larva muscular de T. spiralis por sueros de caballos infectados natural y
experimentalmente con el parasito.

4.- En 4 muestras de diafragma de caballos de rastro se detecto la presencia de larvas de
Trichinella spiralis.

5.- Las muestras de suero correspondientes a las muestras de diafragma de caballos de
rastro a partir de los cuales se aislaron las larvas musculares de T. spiralis resultaron
negativos por ELISA en las condiciones empleadas en este ensayo. Sin embargo, por IET
esencialmente se reconocieron los mismos componentes de S/E de la larva muscular de T.
spiralis que fueron reconocidos por caballos infectados experimentaimente.

6.- El método de ELISA e IET son utiles en el diagnéstico de la triquinelosis equina.
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APENDICE A

AMORTIGUADORES

Amortiguador de fosfatos salino (PBS)

Cloruro de sodio 150 mM, fosfato de sodio dibasico 16 mM, fosfato de sodio monobasico 4
mM, Cloruro de potasio 2 gr, ajustarel pHa 7.3y aforara 1 It.

Amortiguador de carbonatos pH 9.6

Carbonato de sodio1.59 gr y Bicarbonato de sedio 2.93 gr aforar a 1 It.

Amortiguador de citrato-fosfato pH 5

24.3 ml de Ac. Citrico 0.1 M mas 25.7 ml de Fosfato de sodio 0.2 M ajustarel pH a 5.0 y
aforar a 100 ml.

Amortiguador de corrida

3.02 gr de Trisma base, 14.41 ml de glicina, 5 ml de Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20 %,
ajustar el pH a 8.3 y aforara 1 It.

Amortiguador de transferencia
12.11 gr de Trisma base, 57.68 gr de glicina, 800 ml de metanol y aforar a 4 It.
Solucién de incubacion para las tiras de nitrocelulosa

Stock (10x)
4 gr de ASB, 4 ml de Triton x-100 10 %, 2 ml de SDS al 20 % y aforar a 10 ml.
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APENDICE B

ELECTROFORESIS DE GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO
CONDICIONES REDUCTORAS (SDS-PAGE).

Para la elaboracion de los geles de poliacrilamida en presencia de Dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) se prepararon las siguientes soluciones.

AMORTIGUADOR PARA EL GEL CONCENTRADOR (BGC 8X)

50 mi de Trisma base 2 M pH 6.8, 4 ml de SDS al 20 %, aforar a 200 ml.
AMORTIGUADOR PARA EL GEL ESPACIADOR (BGE 5X)

187.5 ml de Trisma base 2M pH 8.8, y 5 ml de SDS al 20 %, aforar a 200 ml.

ACRILAMIDA 30 % / BISACRILAMIDA 0.8 %.

60 gr de acrilamida, 1.6 gr de N' N'-metilen-bis acrilamida, 60 ml de Glicerol, aforar a 200 mi
y posteriormente filtrar varias veces.

AMORTIGUADOR DE MUESTRA

Trisma base 2M pH 6.8 (0.78 ml), SDS al 20 % (2.5 ml), glicerol (0.97ml), R-mercaptoetanol
(1.25 ml), Pironina al 2 % en glicerol al 60 % (25 pl), aforara S ml.

PREPARACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS AL 10% Y
CONCENTRADOR AL 5 %.

Para la elaboracidon de los geles de poliacrilamida en presencia de SDS se prepararon las
siguientes soluciones.

ESPACIADOR CONCENTRADOR

(10 %) (5 %)
BGC (8X) _ 2.5mi
BGE (5x) 3.76 mi
H20 8.8 ml 14.16 ml
Acril-bisacrilamida 30:0.8 % 6.32 ml 3.32 ml
N'N'N'N' - Tetrametiletilenediamina (TEMED) 12l 12 pul

Persulfato de amonio (APS) 10 % 44 pl 110 pl



APENDICE C
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La transferencia de proteinas de! exiracto total de Trichinella spiralis separadas por SDS-
PAGE empleando geles de poliacrilamida al 10 % se llevo a cabo empleando el dispositivo
que se muestra: 1) Papel de nitrocelulosa; 2) gel de poliacriiamida al 10 %; 3) papel
Whatman 3MM; 4) fibras Scoth Brite; 5) soportes de plexiglass. Los signos negativo y
positivo corresponden al catodo y anodo respectivamente.
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