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Resumen

RESUMEN

El consumo de carne de caballo ha ocasionado varios brotes de trichineilosis
humana en la Comunidad Europea involucrando aproximadamente a 3,000
personas. En México, no se ha considerado el cabalio como transmisor de esta
parasitosis, por lo que sblo en los rastros Tipo Inspeccién Federal (TIF), de los
cuales la carne de caballo se exporta, se inspecciona para la presencia de
Trichinella. Es importante que por un lado que, se conozca la prevalencia de la
trichinellosis equina en nuestro pais, y por otro lado, que se realice el diagnostico
de la trichinellosis equina en todos los rastros del pais. A este respecto, el
diagnostico se realiza por métodos directos (digestién artificial y triquinoscopia) los
cuales son poco sensibles, considerando que la carga parasitaria en caballos es
en la mayoria de los casos baja. Por lo anterior, se requiere desarroilar métodos
de diagnéstico mas sensibles y especificos. En este estudio se comparé la
sensibilidad de métodos moleculares, serologicos y parasitoldégicos en el
diagnéstico de la trichinellosis equina en dos rastros de caballos, un TIF y un
Rastro Rural. Para esto, se obtuvieron muestras de diafragma y lengua de 170
caballos y se examinaron por PCR y digestion artificial. Las muestras de suero de
estos caballos también se analizaron por ELISA para analizar |la presencia de
anticuerpos contra el parasito. Mediante el método de digestion artificial no se
detectaron larvas musculares de Trichinella. Sin embargo, por ELISA, se
detectaron anticuerpos especificos contra Trichinella en 7% y 17% de las
muestras de suero analizadas de los rastros TIF y Rural respectivamente. Por
PCR, 2% y 14% el de las muestras de diafragma del TIF y Rural fueron positivas a
Trichinella respectivamente. Considerando que por PCR se detecta la presencia
del parasito, a diferencia del ELISA, donde la presencia de anticuerpos puede
deberse a una infeccion pasada o presente, la técnica de PCR puede ser util y
alternativo para identificar animales que estan infectados por 7richinelia y que no

son detectados por otros métodos de diagnostico.
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|. INTRODUCCION

Tanto en nuestro pais como en otras partes del mundo existe un considerable
nidmero de personas que padecen enfermedades causadas por parasitos,
protozoarios y helmintos. Estas infecciones tienen un gran impacto en salud
publica en varios paises del urbe afectando el crecimiento y desarrollo de sus
habitantes.

En México, existen muchos casos de parasitosis (Tabla 1). Estas cifras lejos de
disminuir con el transcurso de los afios, muestran un comportamiento de
persistencia o incremento de acuerdo al afo anterior, de acuerdo a reportes
emitidos por la Secretaria de Salubridad. Las enfermedades parasitarias en
humanos se presentan en forma sub-aguda o crénica y aungque en algunas
ocasiones se adquiere proteccidon contra la reinfeccion, la respuesta inmune
inducida es poco efectiva en la eliminacion dei parasito. Por esto, se requiere
intensificar estudios tanto de biclogia del parasito como de los mecanismos
inmunes y métodos de diagndstico, prevencién y control de estas parasitosis.

Tabla 1. Casos acumulados de algunas enfermedades parasitarias en México
durante 1997 y 1998.

PARASITOSIS No. CASQOS 1997* No. CASQOS 1998*
Amibiasis intestinal 946221 10615058
Absceso hepatico 5096 5194
Giardiosis 46374 49408
Oxyuriosis 87977 93126
Ascariosis 311703 336480
Taeniosis 2328 2504
Otras helmintosis 521877 484817
QOtras debido a protozoarios 66566 78195
Cisticercosis 545 580

* Cascs reporiados a ia semana 39 del afio comespondiente

Tomado del reporte emitido por la SSA. (1998)
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Uno de los parasitos de la especie helmintos mas estudiados es Trichinella
spiralis. En este caso, el contar con modelos animales a partir de los cuales se
pueden obtener y estudiar las diferentes fases de desarrollo del parasito, ha
contribuido de manera importante a facilitar el estudio de la biclogia del parasito.

1.1 TAXONOMIA

Trichinella spiralis fue descubierta en Inglaterra, en mudsculos de cadaveres
humanos por Peacok en 1828. Leidi en 1860, encontrd lo mismo en carne de
cerdo. En 1991, la arquecparasitologia puso de manifiesto al parasito en momias
americanas, lo que indica que esta parasitosis €s mas vieja de lo que se creia
(Tomado de Alcantara y cols., 1992).

La clasificacion del parasito fue realizada por Owen (1935), duién encontré y
describid el agente etioldgico Trichinella, el cual es un helminto que pertenece al
phylum Nematoda en donde se encuentran agrupados otros organismos de
importancia médica, como Ascaris sp. Onchocerca sp. y Trichuns sp. Este parasito
se clasifica en la Clase Adenoforea, Orden Enoplida y Familia Trichinellidae.

1.2 MORFOLOGIA

Los parasitos de la especie T. spiralis son organismos muy pequeros, los machos
miden 1.4 y 1.6 mm de longitud por 40 ym de diametro y las hembras de 3 a 4
mm de longitud por 60 um de diametro con ia vulva cerca de la mitad del
esticosoma. La hembra posee un sélo ovario localizado en la parte posterior y
produce 6vulos de aproximadamente 25 ym de diametro, los cuales presentan
sélo 3 cromosomas. Los machos tienen espermatozoides no flagelados y su
nUmero cromosomico puede ser de 2 6 3, por lo que éste determina el sexo de la
descendencia (Despommier, 1983) (Fig. 1).
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Figura 1. Trichinella spiralis: Larva
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1.3 CICLO DE VIDA

Los parasitos del génerc Trichinella ocasionan una enfermedad conocida como
trichinellosis, la cual afecta tanto al hombre como a muchos otros animales. En el
caso del hombre, éste se infecta al consumir came contaminada con larvas de una
de las seis diferentes especies de Trichinella (T. spiralis, T. nativa, T. nelsoni, T.
pseudospiralis, T. mumrelli y T. britovi} que se encuentran en el musculo estriado
de los hospederos (Ancelle y cols., 1988; Dupouy-Camet y cols., 1994; Dupouy-
Camet, 1997; Pozio y cols., 1997, 1998b; Pozio y La Rosa, 2000). El ciclo de vida
de este parasito se inicia cuando las larvas llegan al intestino del hospedero y por
accion de los jugos digestivos las larvas se liberan y sufren cuatro mudas hasta
madurar a adulto e invaden inmediatamente ja mucosa intestinal. Después de la
copulacion, la hembra expulsa a las larvas recién nacidas (LRN), que atraviesan la
mucosa intestinal y por via sanguinea o linfatica entran en circulaciéon a todo el
organismo. Durante la migracion muchas larvas son destruidas y solamente
sobreviven aguellas que alcanzan los musculos estriados en donde maduran para
convertirse en larvas musculares (LM) (Stewart, 1983) (Fig. 2). En este proceso,
se presentan alteraciones en las células musculares, entre ellas Ia
neovascularizacion, que dan lugar a la formacién de lo que se ha denominado
célula nodriza. Esta Ultima estructura mantiene al parasito por tiempo indefinido,
almacenando nutrimentos para la misma célula y para la LM {(Despommier y cols.,
1991).

1.4 GENOTIPOS DE Trichinella

Estudios realizados por diferentes autores han demostrado que los parasitos del
género Trichinelfa presentan una gran variabilidad genética (Pozio y cols., 1989;
La Rosa y cols., 1992) la cual se refleja en |la epidemiologia, biologia, hospederos,
zoogeografia, patologia y aspectos clinico de la enfermedad. En este contexto,
Pozio y cols. (1992a,b), mediante un ensayo iscenzimatico demostraron |a
presencia de 8 diferentes genotipos en 152 aislados originarios de 5 continentes y
de diferentes hospedercs. Con base en esios estudios y considerando distintas
caracteristicas biolégicas (infectividad en ratas, infectividad en pajaros, desarrollo
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Figura 2. Ciclo de vida de Trichinella spiralis. Tomado de Murrell, {1985a).
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de célula nodriza, fecundidad, resistencias a! congelamiento e induccién de
choque anafilactico) los diferentes aislados se clasificaron inicialmente en 8 grupos
(T1 a T8). Estos grupos también fueron identificados por su polimérfismo en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFPL) obtenidos por medio de la
reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) (Nagano y cols., 1999; Wu y cols.,
1999), por la amplificacion al azar del ADN (Acido Desoxiribonucléico) polimorfico
(RAPD-PCR) (Bandi y cols., 1993a,b; Wu y cols., 1999) o secuencias del ADN
complementario que codifican para glicoproteinas de excrecion/secrecion (E/S)
(Wuy cols., 1998b), por PCR, utilizando iniciadores especificos (Appieyard y cols.,
1999). La diferenciacién de aislados de Trichinella se ha llevado a cabo por PCR
(Dick y cols., 1992; Soulé y cols., 1993c) o por mapas peptidicos de productos de
E/S de Trichinella (Wu y cols., 1998a).

Pozio y cols. (1992a,b) y La Rosa y cols. (1992) sugirieron que en base a los
estudios isoenzimaticos y a distintas caracteristicas biolégicas, se reconozcan al
menos cincos especies de Trichinella: T. spiralis (T1), T. nativa (T2), T. brtovi (T3),
T. pseudospiralis (T4) y T. nelsoni (T7). Tres genctipos adicionales, nombrados
T5, T6 y T8, fueron reconocidos en este género, pero su nivel taxonémico a nivel
de especie fue incierto. Una gran parte de los aislados estudiados corresponden a
T. spiralis s. e. (sentido estricto) (T1), los cuales fueron obtenidos de cerdos
domésticos y cuya infectividad en ratas es muy alta, siendo esta una caracteristica
unica de esta especie. Con respecto al genotipo 75, estudios recientes realizados
con 32 aislados de animales selvaticos de la regién Neartica de América del Norte
permitieron elevarla a nivel de especie ahora llamada Trichinella murrelli. Aunque
esta especie es muy similar a T. brifovi (se encuentra en la regiéon Paleartica),
difiere en el patrén de digestiéon de su ADN con dos enzimas de restriccion (Hind
lll y Alu ), asi como en el patréon obtenido por PCR-RFLP y en su distribucion
geografica (Pozio y La Rosa, 2000).

Recientemente, Nagano y cols. (1999) realizaron un estudio para la identificacion
de aislados de Trichinella por PCR-RFLP del gen de la subunidad 1 del citocromo
C oxidasa mitocondrial y sus resuilados apoyan ios 8 genotipos descritos de
Trichinella anteriormente (Pozio y cols., 1992a,b; La Rosa y cols., 1992).
Adicionalmente, los aislados obtenidos en Japén, que antes eran considerados T.
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britovi, fueron propuestos como una nueva especie {lamada genotipoT9 debido a
los resultados de este estudio y a los fragmentos de restriccion obtenidos al digerir
con Sspl, el gen de la proteina de E/S de 43 kDa (Wu y cols., 1999).

Pozio y cols. (1999a) describieron otra especie de Trichinella, T. papuae (T 10).
Esta, fue aislada de cerdos domésticos y selvaticos de Papua Nueva Guinea
durante 1988 y 1998. Esta nueva especie no forma una capsula y es un tercio mas
grande que la otra especie no encapsulada 7. pseudospiralis.

1.5 SINTOMAS

Los sintomas de trichinellosis que se presentan mas frecuentemente en humanos
dependen del ciclo de vida del parasito. Asi, cuando aicanza 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 LRN pasan al torrente
circuiatorio se originan brotes febriles, edemas periorbitales y reacciones
alérgicas. Cuando penetran las LRN al musculo esquelético se observan sintomas
de toxicidad acomparados de mialgia (Ancelle y cols., 1988). Cabe sefialar que
los sintomas varian de acuerdo a la infeccidon con las diferentes especies de
Trichinella (Tabla 2) (Pozio y cols., 1993; Carneri y cols., 1988; Jongwutiwes y
cols., 1998, Sacchini y cols,, 1998). En casos de trichinellosis causadas por
consumo de carne de puerco infectada con T. spiralis, la incidencia de
complicaciones cardiacas, como la miocarditis (la cual muy comunmente causa la
muerte){(Andy y cols., 1977; Fourestie y cols., 1993; Ursell y cols., 1984) parece
ser menor que la reportada por otros autores (Lazarevic y cols., 1999). Trichinella
spiralis, ha sido la especie que mas brotes ha causado por el consumo de carne
de puerco contaminada. Sin embargo, recientemente se han reportado casos asi
como brotes de trichinellosis humana por consumo de carne de cerdo de animales
silvestre, jabali o de caballo contaminada con 7. spiralis, T. nativa y T.
pseudospiralis (Anon, 1998; Haeghebaert y cols., 1998; Jongwutiwes y cols., 1998;
Wang y cols., 1898, Lazarevic y cols., 1999; Ranque y cols., 2000; Sohn y cols.,
2000).
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Tabla 2. Frecuencia de signos clinicos presentados en los tres brotes de
trichinellosis humana ocurridos en Francia e Italia ocasionados por el
consumo de carne de caballo.

Signos clinicos Francia, Francia, Italia,
Agosto 1985 Octubre 1985 Agosto 1986
T. 5" T. spiralis T. nelsoni™
Mialgia 93% 88% 67%
Fiebre 90% 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%

* Actualmente conocida como T. murrslli (Pozio y La Rosa., 2000).
** Reconocida como T. britovi (Tomado de Pozio y cols., 1988)

-

. Tomado de Carneri y cols. (1988).
1.6 TRICHINELLOSIS EN MEXICO

En paises de América del Norte, América del Sur, Asia y algunos paises europeos
se ha observado un incremento en el numero de casos clinicos de trichinellosis
(Wang y cols., 1998; Andn, 1998; Jongwutiwes y cols., 1998; Lanzarevic y cols.,
1999; Moorhead y cols., 1999; Ortega-Pierres y cols., 2000; Pozio y cols., 1998b,c;
Pozio, 2000; Sohn y cols., 2000). En particular, en México estudios realizados por
Martinez-Maranon en 1983 y 1985 mostraron en varios estados de la Republica
Mexicana un incremento en los brotes de trichinellosis humana. Asi, en el estado
de Zacatecas se reportd en un lapso de 7 afos, 102 casos de trichinellosis y 158
casos en la recopilacién de 10 afios en el resto de la Republica Mexicana
(Martinez-Maranon, 1985; Martinez-Marafion y cols., 1985).

En Zacatecas, existe el antecedente de que los brotes de trichinellosis 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 demostrd
que la gente con un rango de edad de 15 a 44 anos es ei grupo mas afectado. Las
larvas se detectaron en 6 biopsias musculares (38 %) y en 6 casos por cortes
histélogos e inmunoelectroforesis (Cabral-Soto y cois., 1990). Ademas, en 1992,
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‘en Zacatecas, se examinaron 600 musculos de diafragmas de cerdos, observando
que el 0.33 % resultaron positivos por el método de compresién directa y 1.33 %
por el método de digestion artificial (Contreras y Herrera, 1992).

Por otro lado, Chihuahua también es considerado un estado endémico para
trichinellosis. Uno de los dltimos 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 ei método de compresion y tincion tisular
(Hernandez y cols., 1992).

En México, se cree que la frecuencia de la trichinellosis puede ser mayor a lo
reportado, ya que en muchos casos la enfermedad no es diagnosticada
correctamente. Los estados donde con mayor frecuencia se han reportado brotes
0 casos de trichinellosis incluyen, Chihuahua, Estado de Meéxico, Jalisco,
Zacatecas. Tambien se han presentado casos de esta parasitosis en Durango,
Distrito Federal, San Luis Potosi, Michoacan y Chiapas (Correa y cols., 1997).

Recientemente, De la Rosa y cols. (1998) investigaron la presencia de anticuerpos
contra T. spiralis en Cerritos, San Luis Potosi y sus resultados sugieren que en
este lugar, existe una trichinellosis humana endémica y la cual no ha sido
notificada. Esta, se asocidé al sexo femenino, a la ingestion de moronga y
productos derivados de {a carne de puerco.

Con respecto a la prevalencia de la trichinellosis porcina determinada por ELISA
(Ensayo inmunoenzimatico en placa sélida) utilizando antigenos de E/S vy
superficie/esticosoma (S/E) del extracto total de la LM de T. spiralis, indican que
en Toluca, Edo. de México, Pasc de Ovejas, Veracruz y Paracho, Michoacan,
existe una prevalencia del 1 al 24% (Armiaga y cols., 1989). En otro estudio
realizado por ELISA y digestiéon artificial en 50 cerdos de un rastro de Toluca,
Estado de México, reveld un 6% de infeccion y un rango de entre 5 y 741 larvas
por gramo (LPG) (Arriaga y cols., 1891).
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En 1992 en un estudio en donde se analizaron 8000 cerdos en los Reyes la Paz,
Estado de México, reveld un 1.25% de prevalencia por digestién artificial, pero por
triquinoscopia se obtuvo un 6% de positividad (Vega-Alarcén y Romero, 1992). En
el mismo afo el Instituto de Salud en Toluca, Estado de México se analizaron por
triquinoscopia 151 908 cerdos, pero en ninguno de ellos se determind a la larva de
Trichinella.

En un estudio lievado a cabo por Rodriguez-Macias, (1986) en un rastro en la
ciudad de Puebla de mayo a agosto de 1995 revelé que de un total de 1500
cerdos no encontraron muestras positivas usando la digestién artificial. Estudios
realizados en el estado de San Luis Potosi con muestras de suero de cerdo (995)
revelaron que existe una prevalencia dei 1.9 % (Padilla y cols., 1994).

En 1996, Luque-Hernandez en 1200 cerdos sacrificados en Juchitepec, Estado de
México, usando digestion artificial no reportd ninguna muestras positiva.
Recientemente al analizar 539 cerdos usando la técnica de ELISA y antigenos del
extracto total y antigenos TSL-1. En este estudio se observo una prevalencia de
13.9 v 11.7% (Monroy y cols.,, 2000). En un estudio reciente realizado en
Zacatecas en 1998, (Moreno-Garcia comunicacion personal) en un total de 985
muestras de suero colectadas, 295 correspondian a cerdos provenientes de un
rastro moderno y 700 cerdos de traspatio fueron analizados por Dot-ELISA. En
este estudio 10 muestras de suero fueron positivas (Moreno-Garcia comunicacion
personal). Por lo que, la falta de control en la crianza, introduccidn y sacrificio
clandestino de cerdos favorece el desarrolio de la trichinellosis humana.

Correa y cols. (1997) sugirieren que la alta prevalencia de trichinellosis,
determinada por la presencia del parasito y/o anticuerpos en el suero de varios
animales (Arriaga y cols., 1991,1995a,b; Mazzoti y Alcantara, 1954; Murrell, 1994:
Yépez-Mulia, 1996, 1999) sugieren que esta parasitosis es mucho mas frecuente
que to esperado. Por lo que estudios posteriores podrian determinar la prevalencia
real de esta infeccion.
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1.7 METODOS DE DIAGNOSTICO

Debido a que la trichinellosis es una enfermedad gue se adquiere por el consumo
de carne, principalmente de cerdo, infectada con Trichinella, el control se basa en
la deteccion de animales infectados, mediante la inspeccion en los rastros. En los
rastros de paises desarrollados, se realiza el diagnostico de esta parasitosis
mediante e} método de digestion artificial. Sin embargo, en paises considerados
en vias de desarrollo, el método de inspeccion para la presencia de Trichinella en
cerdo, es la observacion visual de parasito in situ por la técnica de triquinoscopia.
Esta técnica se realiza generaimente mediante la demostracion directa de la LM
en biopsias de musculos. Sin embargo, este método tiene limitaciones ya que el
tamano de la muestra es pequefo y restringe la deteccion de las larvas en el
musculo de animales aun con cargas parasitarias altas. La triquinoscopia tiene
una sensibilidad de deteccion de 3-10 LPG de carne analizada (Touratier, 1991)
por lo que cerdos que tienen cargas parasitarias menores no se detectan.

En los paises eurcpeos, el diagnéstico de la infeccion se realiza mediante
digestidn artificial de una mezcla de muestras de 30 cerdos, tomando 10 g de cada
uno (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 minimao de 5 g {Internacional Committec of. the O.L.E., 1892).

Con respecto a la carne de cerdo y caballo, Gamble y cols. (1997) compararon la
digestién artificial usando 1 6 5 g de muestra, de varios tejidos de estos animales.
En todos los casos con 1 g de muestra se detectaron infecciones > 3-5 LPG de
tejido. Sin embargo, el uso de 5 g en la técnica de digestion artificial es mas
eficiente en detectar infecciones > 1 LPG. Asimismo, Forbes y Gajadhar, (1999)
validaron la técnica de digestion artificial en came de cerdo y de caballo,
sugiriéndose que con 3-5 g de muestra es posible detectar una carga parasitaria
de 1 a 1.9 LPG, pero que 5 g es optimo tanto para carne de cerdo como de
caballo.

Es importante mencionar que estos estudios se han realizado con muestras de
tejido muscular de cerdos y cabalios infectados experimentalmente con LM de T.

11
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spiralis. Los estudios realizados con caballos de rastro infectados naturalmente
con Trichinella han puesto en evidencia que en estos animales la carga parasitaria
puede ser baja, requiriéndose digerir muestra de tejido muscular mas grande entre
20y 40 g, con la finalidad de detectar al parésito (Arriaga y cols., 1995b).

Por otro lado, un aspecto de gran importancia que afecta la sensibilidad del
metodo de digestion artificial es la preparacion de la muestra la cual varia entre los
diferentes paises que la emplean (Zimmerman, 1983). Asi, Gamble, (1999)
investigd algunos de los factores que afectan la eficiencia en la digestion de carne
de cerdo y de caballo, observando que no existe diferencia cuando la carne se
mezcla o se tritura y posteriormente se hace la digestion artificial. También
observaron que el incremento en la concentracién de pepsina mejora la digestion
ligeramente. Sin embargo, el factor mas critico que afecta la recuperacién de la
larva es el tamano del poro del tamiz que se usa, por to cual, ellos recomiendan el
uso de un tamaio de poro de 355 pm para garantizar |la recuperacion optima de
las larvas.

1.8 DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Con la finalidad de incrementar la sensibilidad del diagnéstico de trichinellosis, se
han empleado diferentes métodos seroldgicos tales como: hemagiutinacién en
latex, inmunofluorescencia y ELISA en el diagnéstico de trichinellosis porcina (van
Knapen y cols., 1981, 1984; Murrell y cols., 1986). De éstos, el ensayo de ELISA
permite un diagnéstico sensible de la trichinellosis, sin embargo, el empleo de
extracto total de 7. spiralis en el ELISA ocasiona reacciones cruzadas 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 LM de 7. spiralis en el ELISA, aumentando tanto la sensibilidad del
ensayo (93 %) como una especificidad del 92%.

Por otro lado, Arriaga y cols. (1989) evaluaron tanto extracto total como antigenos
de S/E purificados y productcs de E/S de ia LM de 7. spiralis en el diagnostico de
la trichinellosis porcina mediante ELISA. Los autores demaostraron que al utilizar en
este ensayo antigenos purificados del parasito (S/E y E/S) se incrementa la
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especificidad del ELISA, disminuyendo de esta forma las reacciones inespecificas
(Fig. 3)
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Figura 3. Valores de densidad éptica (O.D.) de sueros de cerdos de traspatio
obtenidos en ensayos de ELISA con a) el extracto crudo, b) los antigenos de
superficie/esticosoma purificados ¢ ¢) los antigenos de excrecién/secrecién de la
larva muscular de Trichinella spiralis. Como testigos se utilizaron sueros de cerdos
no infectados (C) y sueros de cerdos infectados experimentalmente con T.
spiralis (1), A. suum (A.s.) o T. suis (T.s.). Los cerdos de traspatic provenian de
Toluca, Estado de Meéxico, (T), Paso de Ovejas, Veracruz (PQO) y Paracho,
Michoacan (P). Tomado de Arriaga y cols. (1989).
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Figura 4. Antigenos de la larva muscular de T. spiralis reconocidos por
inmuncelectrotransferencia por sueros de cerdos infectados natural y
experimentalmente con el parasito. (1) Suero de cerdo infectado
experimentalmente. (2) Suero de cerdo testigo infectado. (3-4) Sueros de cerdos
positivos en digestion artificial y en ELISA con los antigenos purificados de
superficie/esticosoma. (5-9) Sueros de cerdos negativos en digestion artificial y en
ELISA. (6-8) Sueros de cerdos negativos en digestion artifical y positivos en ELISA
con los antigenos purificados de superficie/esticosoma. Los pesos moleculares de
las proteinas empleadas como marcadores se indican en la figura. Tomado de

Arriaga y cols. (1994).
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En este estudio, se determinaron mediante inmunoetectrotransferencia (IET) los
principales componentes de la LM de T. spiralis que son reconocidos por cerdos
infectados experimentalmente con el parasito (Fig. 4). 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 monocional NIM-M1 (Ortega-
Pierres y cols.,, 1989). Aunado a esto, los autores demostraron que estos
antigenos de S/E, fueron reconocidos por sueros de cerdos de traspatio infectados
con Trichinella. Estos antigenos también pueden ser utilizados como un antigeno
comun para estudios de diagndstico y epidemiologia en cerdos domésticos y
selvaticos, pues al infectar experimentalmente a cerdos domésticos con seis
diferentes especies de Trichinella (T. spiralis, T. nativa, T. brtovi T.
pseudospiralis, T. mumelli y T. nelsoni) se pudo detectar la presencia de
anticuerpos de cualquier especie de Trichinella por los seis diferentes antigenos
de E/S del parasito (Kapel y Gambie, 2000).

En cuanto al diagndstico de trichinellosis humana, se han publicado métodos para
la busqueda de antigenos circulantes y de anticuerpos especificos contra el
parasito en pacientes con la enfermedad (Tomado de Alcantara vy cols., 1992). En
un estudio realizado con pacientes probables y confirmados a la exposicién al
parasito, empleando técnicas de radioinmunoensayo e inmunofluorescencia
indirecta, se encontré que el 100% pacientes confimados y el 46% de los
probables presentaban anticuerpos especificos contra antigenos de E/S, mientras
que el 47 y 13% respectivamente, presentaban antigenos circulantes. Estos
resultados demostraron que la determinacion de antigenos es menos sensible que

la busqueda de anticuerpos (Tomado de Alcantara y cols., 1992).

Por ofro lado, la utilizacién del ELISA y ios antigenos de S/E del parésito permitié
detectar anticuerpos en individuos en un brote de trichinellosis en Toluca, los
anticuerpos se detectaron a la 3a, 5a, 7a, 15a y 57a semanas post infeccion (pi) y
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los porcentajes de positividad fueron de 25, 94, 100, 100 y 57 respectivamente
(Salinas-Tobon y cols, 1994a,b). Por otro lado, durante 19 brotes de trichinellosis
humana que involucraron a 367 personas en la Republica Mexicana se obtuvo por
ELISA una positividad del 44 %. En cuanto al patrén de reconocimiento antigénico
en humanos, este es similar al reconocido por ratones y cerdos y la respuesta
humoral esta dirigida principaimente contra componentes de S/E, aunque también
se reconocen productos de E/S de la LM de T. spiralis (Fig. 5) (Salinas-Tobon y
cols., 1994c).
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Figura 5. Valores de densidad dptica (0.D.) de sueros de pacientes involucrados
en un brote de trichinellosis humana usando preparaciones antigénicas de los tres
estadios de Tnchinella spiralis, a) larva muscular, b) adulto o c¢) larva recién
nacida. Las muestras de suero probadas de pacientes con biopsias positivas (*) 0
negativas {-) y de individuos asintomaticos (.). La linea continua indica el punto de
corte. Tomado de Salinas-Tobdn y cols. (1994c).
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En un Taller Internacional de trichinellosis realizado en Bilthoven, Holanda (Agosto
de 1990) se probé 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 v los de
E/S quedaron incluidos en este grupo (Appleton y cols., 1991; Ortega-Pierres y
cols., 1996). Estudios posteriores determinaron que el carbohidrato tivelosa es el
epitopo responsable de su inmunodominancia, ademas de ser especifico del
género Trichinella (Wisnewski y cols, 1993). Basado en estos resultados,
Wassom y cols. (1994) han sugerido el uso de la tivelosa en el diagnostico de
trichinellosis.
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2. ANTECEDENTES

La carne de cerdo ha sido considerada la principal fuente de infeccion de
Trichinella para el humano. Sin embargo, se han reportado brotes causados por
carne de ofros animales como el 0so, morsa, jabali, camello y caballo (Ramisz,
1985, 1988; Pozio y cols., 1993,1998a; van Knapen y Franchimont, 1988; Bourée
y cols., 1988; Ancelle y cols., 1985, 1986, 1988, 1998; Dupouy-Camet y cols,
1994; Haeghebaert y cols., 1998; Andn, 1998).

Los brotes de trichinellosis humana mas importantes ocurridos en Europa en los
utimos aros, han sido atribuidos al consumo de carne de caballo infectada con el
parasito. En la Tabla 3, se resumen los brotes de trichinellosis humana ocurridos
en Francia e ltalia desde 1975 a 1998. Estos brotes han involucrado a mas de
3000 personas y han causado 5 decesos. Se han identificado distintas especies
de Trichinella asociadas a los brotes ocurridos en estos paises: T. spiralis, T.
britoviy T. murrelli. Cabe resaltar que T. spiralis ha sido la especie responsable de
la mayoria de estos brotes.

La principal pregunta acerca de como la came de caballo se relaciona con los
brotes va ligada al modo de infeccion de los caballos, al control veterinario y a los
habitos de consumo. Asi, la via natural por la cual un animal herbivoro como el
caballo adquiere la infeccidn con Trichinella se desconoce, sin embargo existen
evidencias que indican que ésta puede ser a través del alimento contaminado con
carne infectada con el parasito (Dupouy-Camet y cols., 1994; Dupouy-Camet,
1997). Como resultado de los brotes de trichinellosis humana relacionados con el
consumo de carne de caballo se han llevado a cabo infecciones experimentales
para estudiar si el caballo es una fuente de infeccién para el humano y desarroliar
métodos de diagnostico mas sensibles. En estos estudios se ha 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 (Smith y Snowdon, 1987; Polidori y cols., 1988;
Souilé y cois., 1988, 1989, 1993a; Gamble y cols., 1996; Voigt y cols., 1997; Yépez
y cols., 1999).
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Tabla 3. Brotes de trichinellosis humana ocurridos en ltalia y Francia de 1975
a 1998, ocasionados por el consumo de carme de caballo.

No. de Origen Especie

Aiio Lugar Casos Del caballo de

(muertos) Trichinelia
1975 | Bagnolo in Piano, ltalia 89 Ex Yugoslavia T. britovi
1975° | Chatenay-Malabry, Francia 125 Europa del este -
1984° | Varese, ltalia 13 Ex Yugoslavia -
1985° | Paris y Melun, Francia 431(2) Connecticut, EUA T 5*
1985° | Paris y 10 focos en Francia 642(3) | Europa del este (Polonia?) T. spiralis
1986 | Salsomaggiore, Halia >300 | Ex Yugoslavia T. britovi
1980° [ Barletta, lHalia >500 Europa del este T. spiralis
1991" | Clermont-Ferrand, Francia 23 EUA —
1993' | Paris, La Rochelle y 2 538 Canada T. spiralis

focos en Francia
1994' | Provincias, Francia 7 México T. spiralis
1998* | Piacenza, Italia g2 Polonia T. spiralis
1998 | Francia 100 Europa del este T. spiralis
1998" | Toulouse, Francia 404 Ex Yugoslavia (Bosnia) T. spiralis
* Tomado de Dupouy-Camet, (1997). *T5, recientemnente identificada como T. murrelli

" Laurichesse y cols. (1997).
% Pozio y cols. (1998a).

' Haeghebaert y cols. (1998).
™ Anén, (1998).

Los brotes de trichinellosis humana ocasionados por el consumo de carne de
caballo, sdlo se han reportado en Francia e ltalia, paises donde cerca del 30% de
la poblacién generalmente consume carne de caballo cruda o semicocida como:
carne tartara o carpaccio (Pozio y cols., 1997). Aungue, en los brotes ocurridos
de 1975 a 1994, no se demostré la presencia del parasito en la carne de estos
animales, el seguimiento epidemiologico realizado por las autoridades sanitarias
de los paises afectados (Francia e italia), demostraron que los brotes habian sido
causados por el consumo de carne de caballo. A partir de biopsias tomadas de
individuos y animales domésticos infectados en estos brotes se realizo la
identificacién de las especies de Trichinella mediante técnicas moleculares
(Dupouy-Camet y cols., 1994). Recientemente, Pozio y La Rosa (2000) analizaron
muestras de musculo de un cadaver humaneo, el cual consumid carme durante el
primer brote de 1985 en Francia, identificAndose larvas de Trichinella
pertenecientes al genotipo T5, ahora llamado 7. murrelii.
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Recientemente se ha detectado Ia presencia del parasito en la carne de caballo.
Esto confirmd que la especie de Trichinella que ocasiond los brotes en Francia e
ltalia en 1998, fue T. spiralis (An6n, 1998; Haeghebaert y cols., 1998).

Debido a los dos brotes de trichinellosis ocurridos en Francia en 1985, que
involucraron a mas de 1000 personas, la Comunidad Econdmica Europea
establecié en 1985 de manera cbligatoria la inspeccién de los canales de caballo
para consumo humano mediante los examenes de triquinoscopia o digestién
artificial. Estos procedimientos definidos por las regulaciones intemacionales de la
Comunidad Economica Europea (77/96/EEC, 84/319/EEC, 89/321/EEC),
especifican que la cantidad de carne requerida es de 1 g por cerdo, en una mezcla
de 100 g. Debido a que se presentaron mas brotes de frichinellosis, la misma
Comunidad Europea en 1994, propusc analizar por digestion artificial 5 g de
muestra de cada canal en lugar de 1 g, como anteriormente se realizaba
(94/60/EC). Asi, se adopté la inspeccién de carne de caballo, no s6lo en los paises
donde se han descrito los brotes sino tambien en paises exportadores de carne de
caballo como los paises del este de Europa y México (Ramisz y Balicka, 1994).

Sin embargo, a pesar de estas regulaciones se han seguido presentado brotes de
trichinellosts, como los ocurridos en Piacenza, ltalia y Toulouse, Francia durante
enero y marzo de 1998 respectivamente, que involucraron a mas cerca de 600
personas (Anon, 1998; Haeghebaert y cols., 1998).

Lo anterior, pudiera deberse a que la detecciéon de larvas de Trichinella en
muestras de carne de caballo de rastro por triquinoscopia y digestién artificial tiene
baja sensibilidad, aunado a la poca cantidad de carne que se utiliza para este
analisis (Ruitenberg y cols.,, 1983). Por otro lado, la carga parasitaria en
infecciones en los caballos es baja, lo cual contribuye a la baja deteccion del
parasito mediante estos métodos (Soulé y cols., 1989, 1993a; Yépez vy cols,,
1999).

De hecho, en muchos paises s& han examinado millones de muestras de carne de

cabalio utilizando las técnicas de rutina y sélo cuando se utilizan cantidades muy
grandes de tejido 35 g (Boni y cols., 1989) 22-40 (Arriaga y cols., 1995b) 100 g
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(citado por Pozio y cols., 1897) y 5 g ( Pozio y cols., 1997) se han encontrado
larvas de Trichinella en diferentes musculos. Existe un reporte de la deteccidn de
la LM de Tnichinella en cabalios provenientes de un rastro de México. Este estudio
fue realizado en el Rastro Rural “6 de Junio” de San Vicente Chicoloapan del
Estado de México, demostrandose |la presencia de la LM de Trichinella en 4/80
(6%) muestras de diafragma (22-40 g) analizadas por digestién artificial. Las LM
fueron identificadas por PCR como 7. spiralis (Arriaga y cols., 1995b). Cabe
mencionar que este es el primer reporte convincente de caballos infectados
naturalmente en donde se determino la especie de Trichinella. Posteriormente en
1996, se detectaron LM en 100 g de lengua de caballos importados de Poionia. La
identificaciéon de las LM se realizé en Bordeaux, Francia {citado por Pozio y cols.,
1998a) como pertenecientes a T. spiralis. En el mismo afno, los servicios
veterinarios de ltalia, al analizar 5 g de diafragma, documentaron |la deteccién de
un caballo infectado naturalmente, de un lote de 28 animales que provenian de
Rumania {Pozio y cols., 1997). Posteriormente, en enero y abril de 1998, se hizo la
deteccion durante un examen de rutina en ftalia, de dos caballos infectados
naturalmente, importados de Polonia y Yugoslavia, respectivamente (Pozio y cols.,
1998b,1999b). La cabeza del caballo importado de Polonia, por error salié al
mercado y causd un brote (92 personas) en ltalia (Haeghebaert y cols., 1998). El
ultimo reporte de un brote, por trichinellosis equina fue hecho en Francia por Anén,
(1998), en donde la deteccién de ia LM de Trichinella spiralis se hizo después de
que la ingestién de la carne afecté a 404 personas.

Hasta {a fecha se han identificado 12 caballos de rastro infectados naturaimente
con Trichinella (Tabla 4). Las LM de 6 de estos caballos, se obtuvieron por
digestion artificial y fueron identificadas a nivel de especie, como T. spiralis. Por
otro lado, los Ultimos 3 caballos infectados naturalmente (excepto el ultimo)
provenian de un area localizada a 30 Km de Vukovar (Ex-Yugoslavia), en donde
mas del 50% de los cerdos estan infectados (Marinculic, |. comunicacion
personal). En esta drea, durante el periodo de engorda el manejo de los caballos
es inadecuado, lo cual pudo resultar en la infeccion con Trichinelfa.
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Tabla 4. Deteccién de la larva muscular de Trichinella en caballos de rastro,
infectados naturalmente con el parasito.

Ao LPG LPG LOCALIDAD ORIGEN ESPECIE DE
DIA LENGUA Y PAIS DEL CABALLO Trichineila
1989° 0.26 nd Brescia, ltalia Ex-Yugoslavia ni
1994° 18 nd |Estado T. spiralis
16 nd De México ni
1.0 nd México ni
D8 nd T. spiralis
1986 ° nd 0.01% | Bourdeaux, Francia |Polonia ni
nd 0.02% ni
1996 ¢ 3.1 11 Barletta, Italia Rumania T. spiralis
1998 ¢ 256.0 1748 | Brescia, ltalia Polonia T. spiralis
1998' 166.0 615 | Poggio, Imperiale _ | Ex-Yugoslavia T. spiralis
1998 ° 9-27 nd Toulouse, Francia | Bosnia, Ex-Yugoslavia 7. spiralis
 Boni y cols. (1989). ni: no identificado
> Ariaga y cols. (1995b). ng: no determinada

° Tomado de Pozio y cols. (1998a).
¢ Pozio y cols. (1997).

® Haeghebaert y cols. (1998).

" Pozio y cols. (1998b).

2 Anén, (1998).

Un aspecto de gran importancia que puede contribuir a que no se detecten de
manera rutinaria caballos infectados naturalmente con Trichinella, es que la
digestion artificial se realiza con musculos que no son aquellos en los que

preferentemente se localiza el parasito.

Varios autores han realizado infecciones experimentales en caballos para
determinar cuales son los musculos mas infectados. Asi, Smith y Snowdon, (1987)
infectaron 3 ponies con 1 000, 5 000 y 25 000 LM de Trichinella spiralis y
observaron que la lengua, macetero y diafragma fueron los musculos con mayor
cantidad de LM. Los mismos resultados fueron obtenidos en caballos infectados
con 10 000 LM (Polidori y cols., 1988). Asimismo, Soulé y cols. (1989) detectaron
un gran numero de LM en la lengua, con respecto al macetero, en 5 de 8 animales
infectados con 5 000, 20 000 y 50 000 LM de T. spiralis. En uno de los tres
caballos restantes, el macetero tenia mas LPG que la lengua y en los otros dos
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‘caballos, el diafragma tenia mas LPG que la lengua y el macetero. Por otro lado,
Polidori y cols. (1990) también encontraron que en la lengua hay un mayor nimero
de LPG en un caballo infectado con 10 000 LM de T. spiralis. Posteriormente,
Gamble y cols. (1996) examinaron 15 diferentes musculos de caballos infectados
experimentalmente con 10 000 y 40 000 LM y observaron un gran numero de LM
en el macetero, comparado con la lengua, mientras que animales infectados con
sélo 1 000 o 4 000 larvas, la lengua contenia mayor numero de larvas. Los
mismos datos se obtuvieron con 7 caballos infectados con 20 000 LM (Soulé y
cols., 1993a). Por lo que se puede concluir que en caballos con dosis infectivas
bajas, la lengua es el sitio preferente de la LM seguido por el macetero y el
diafragma (Gamble y cols.,, 1996). Un gran numero de LPG en la lengus,
comparado con el macetero, fue reportado por Voigt y cols. (1997), en 7 caballos
que recibieron una dosis infectiva de 5 000 LM. Recientemente Yépez y cols.
(1999) infectaron 3 caballos con 30 000 y 40 000 LM de 7. spiralis, observando
que la lengua, fue el sitto mas infectado seguido por el diafragma y macetero
(Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion de los musculos de caballos infectados
experimentalmente con Trichinella spiralis con diferentes dosis infectivas.

Referencia a a b c d d e e
Dosis 20000 | 200000 | 10000 | 100000 5000 5 000 40 000 | 40 000
Semana pi 7 20 35 12 12-15 17-20 27 27
Musculo Larvas/gramo

Lengua 39.5 3.80 15.2 195 | 545 0.55 14.8 0.67
Macetero 61.2 0.23 13.3 21.9 6.37 0.31 0.29 0.42
Diafragma 28.8 6.02 10.5 59 2.30 0.43 16.4 nd
a) Soulé y cols. (1989) nd: no se detectaron

b) Polidori y cols. (1990)
c) Gamble y cols. (1996)
d) Voigt y cols. (1997)

e) Yépez v cols, {1899),
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En 3 caballos infectados naturalmente con 7. spiralis (Tabla 5), Pozio y cols.
(1998b) reportaron los sitios predilectos de infeccidn. Los musculos que se
encontrd que tenian un mayor niumero de LPG fueron los de la cabeza: el musculo
bucinator (12, 1183 y 411 LPG) en la lengua (11, 615 y 1749 LPG) y el macetero
(4.9, 289y 821 LPG). E! diafragma de estos caballos ocupd del 6° al 15° lugar en
numero de LPG (3.1, 166 y 256 LPG). Por lo anterior, los autores sugieren que se
utilicen los musculos de la cabeza para el diagnéstico de |a trichinellosis equina.

Considerando la baja sensibilidad hasta ahora reportada para los meétodos
parasitologicos (triquinoscopia y digestion artificial) en el diagnéstico de la
trichinellosis equina, diferentes investigadores han empleado el ELISA para la
deteccidn de anticuerpos con la finalidad de determinar si este método de
diagnostico es especifico y mas sensible que los parasitologicos.

Para esto, se han realizado infecciones experimentales en caballos empleando
diferente numero de larvas. Asi, Smith y Snowdon, (1987) reportaron una infeccién
experimental en 2 ponies con una dosis de 5 000 y 25 000 LM de T. spiralis,
observandose que tenian valores de densidad optica positiva a los dias 26 y 24 pi
respectivamente. Por otro lado, Polidori y cols. (1988) reportaron en un caballo
infectado experimentalmente con 10 000 LM de 7. spiralis, un incremento en los
niveles de anticuerpos contra el parasito entre fa 4a y 8a semana pi
evidenciandose un decremento a la 12a semana.

En caballos infectados con 20 000 LM de 7. spiralis se demostrd la presencia de
anticuerpos contra el parasito a partir de la 4a semana (Soulé y cols., 1989),
observandose una disminucién en los niveles de anticuerpos a partir de la 12a
semana pi. Cabe sefalar que Soulé y cols. (1993a,b) al realizar una reinfeccion
con la misma dosis inicial (20 000 LM de T. spiralis), observaron que el caballo
eliminé mas répidamente las LM, alcanzandose un pico en el nivel de anticuerpos
al dia 42 pi. Posteriormente, Yépez y cols. (1999) realizaron una infeccion
experimental en 2 caballos con 40 000 y un caballos con 30 000 LM de T. spiralis
observando que a la 3a semana hubo un incremento en el titulo de anticuerpos y
el mayor titulo se observé entre la 10a y 15a semana pi, decreciendo rapidamente
y mantiéndose bajo hasta la semana 27a pi.
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En relacién con los estudios serolégicos realizados con caballos provenientes de
rastro, diferentes autores (Battelli y cols., 1994; van Knapen y Franchimont. 1988;
Virga y cols., 1994; Yépez y cols., 1999) indican que serolégicamente es posible
detectar anticuerpos dirigidos contra Trichinelfa en sueros de estos animales,
siendo alto el porcentaje de animales seropositivos (1.6 a 7 %).

A este respecto, Virga y cols. (1994) analizaron la presencia de Trichinella en 256
caballos de rastro (tomando 10 g del macetero) por digestion artificial y por
meétodos serologicos utilizando como antigeno un extracto crudo de la LM
Mediante digestién 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: Strongilus edentatus, Strongilus vulgaris, Trichonema sp, Triodontophorus
sp, Trichostrongylus axei y Parascaris equorum, por lo cual los autores sugieren
gue no existe reactividad cruzada entre Trichinelia y estos parasitos intestinales.

Por ofro lado, Ramisz y Balicka, (1994) analizaron en Polonia, que es un area
endémica de trichinellosis, por ensayos parasitologicos 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 empleando el
extracto total del parasito seis muestras fueron positivas (0.53 %). Los sueros
probados tuvieron un titulo de anticuerpos entre 1:20 y 1:40.

En México, en un estudio realizado en el rastro “5 de Junio” de San Vicente
Chicoloapan, del Estado de México se analizaron 80 muestras de diafragma de
caballos sacrificados en este rastro por digestion artificial y en 4 de ellas se
encontraron LM de Trichinella identificadas por PCR como Trichinella spiralis
(Arriaga y cols., 1995b). Por ELISA se analizaron los sueros de los 80 caballos de
rastro, empleandc productos de e/s de la LM de T. spiralis obteniéndose una
positividad del 7 %. De los cuatro caballos infectados naturalmente, sélo uno
resulté positivo, a una dilucién 1:20, siendo ios oiros falsos negativos (Yépez y
cols., 1999). En este ensayo se detectaron niveles muy bajos de anticuerpos, lo
cual estd de acuerdo con lo demostrado por Soulé y cols. (1989,1993a,b). Las
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muestras de sueros de los caballos de rastro positivas por ELISA, se analizaron
por IET la mayoria de ellos reaccionaron con componentes de la LM de 7. spiralis
(Yépez-Mulia y cols., 1999). Un patrén de reconocimiento similar se obtuvo con
sueros de caballos infectados experimentalmente (Perret y cols., 1997, Yépez-
Mulia y cols., 19989).

Por ELISA se ha demostrado que los anticuerpos en caballos no se detectan cerca
de ios 6 meses después de la infeccion experimental (Soulé y cols., 1989; Yépez y
cols., 1999) en tanto que cuando se empled la técnica de IET, utilizando antigeno
total de la LM de T. spiralis y sueros de caballos infectados experimentalmente
con el parasito, se ha demastrado que estos sueros reconocen componentes de
los antigenos TSL-1 principalmente entre la 5a y 16a semana pi (Perret y cols.,
1997; Yépez y cols., 1999). Con respecto a los caballos infectados naturalmente,
este analisis no ha sido dtil en detectar anticuerpos contra Trichinella en los
caballos (Pozio y cols., 1997, Yépez y cols., 1999} aunque LM presentes en los
musculos de los caballos todavia sean infectivas (Arriaga y cols., 1997; Pozio y
cols., 1997).

Considerando las evidencias serolégicas relacionadas con los niveles bajos de
anticuerpos en caballos de rastros, aunada a que en caballos infectados
experimentalmente se ha demostrado que en una infeccion temprana y/o tardia,
ios niveles de anticuerpos son bajos, es claro que los ensayos serolégicos no
permiten el diagndstico adecuado de la trichinellosis equina.

A este respecto, existen evidencias que indican que la amplificacién del ADN del
parasito por PCR, constituye una alternativa para el diagndstico sensible y
especifico de ia trichineliosis. Asi, Dupouy-Camet y cols. (1991) demostraron que
es posible amplificar el ADN de Trichinella spiralis directamente a partir de
musculos de animales infectados, no interfiriendo en el ensayo el ADN del
hospedero. Los autores utilizaron iniciadores complementarios a la secuencia
repetida de 1.6 Kb de T. spiralis presente en la ciona pPra (deVos y cols., 1988)
obteniéndcse producios de ampilificacién especificos de 600 y 800 pb y uno de
200 pb no especifico.
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Para el diagndstico de trichinellosis porcina, Dick y cols. (1992) emplearon los
mismos iniciadores complementarios a la secuencia repetida de 1.6 Kb, con la
finalidad de identificar mediante PCR aislados de 7. spiralis provenientes de
muestras de musculos de cerdos infectados experimentaimente con la LM del
parasito. En este estudio, se obtuvieron los productos especificos esperados,
detectandose desde 1 larva en el tejido muscular de cerdos, ademas no se detecto
amplificacion de esta secuencia cuando se empled el ADN de T. nativa, . siendo
entonces especifica para aislados porcinos.

Posteriormente, Soulé y cols. (1994) evaluaron el empleoc mediante PCR en el
diagnédstico de trichinellosis equina. En este estudio se colectaron muestras de
sangre de caballos infectados experimentalmente a diferentes dias pi, de las
cuales se obtuvo el ADN y se amplifico por PCR utilizando los iniciadores
complementarios a la secuencia repetida del fragmento de 1.6 kb. A partir del dia
6 y hasta el dia 14 pi se observaron los productos de amplificacion especificos
(600 y 800 pb). Después se presenta la amplificacion alternada de estos productos
hasta el dia 33 pi, lo cual se puede deber a un decremento en el nimero de LRN a
partir dei dia 14 pi. Considerando que el empleo de esta técnica permite la
deteccién de la LRN en sangre, se sugiere que este sea un método adecuado
para realizar la identificacion temprana del parasito.

Ademas, UparanuKraw y Morakote, (1997) detectaron por PCR la presencia de la
LRN de 7. spiralis en sueros de ratones infectados experimentalmente utilizando
los iniciadores pPra. El mismo patron de productos de amplificacion se obtuvo
cuando se usé el ADN de sangre de ratén no infectado con el parasito, adicionada
con LRN que al usar el ADN de la LRN.

Por otro lado, la identificacion de |la especie de Trichinella en caballos infectados
naturalmente (Arriaga y cols., 1995b; Pozio y cols., 1997), se ha hecho mediante
PCR utilizando dos pares de iniciadores: SB4-2 descritos por Wu y cols. (1997) y
oTsr1 y oTsr-4 descritos por Zarlenga y Dame (1992).

Recientemente, Zarienga y cols. (1999) desarrollaron una PCR muitiplex para
diferenciar inequivocamente todos los genotipos de Trichinella. Los iniciadores
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fueron disefiados a partir de la regién 5 del segmento de expresion del ADN
ribosomal proveniente de 5 especies y 2 genotipos (75 y 76). Se disefaron 5
iniciadores, los cuales fueron utilizados en un ensayo de PCR y se obtuvo un
unico patrén de bandeo para cada una las especies y genotipos incluyendo tres
diferentes genotipos de T. pseudospiralis (Zarlenga y cols., 1986, 1999).
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3. JUSTIFICACION

En Mexico, no se ha considerado hasta ahora la carne de caballo como posible
fuente de transmisién de la trichinellosis al hombre y quiza debido a esto ia
inspeccion de la carne de caballo para detectar larvas de Trichinella mediante
digestién artificial o triquinoscopia, sblo se lleva a cabo en los rastros Tipo
Inspeccidn Federal (TIF) en donde se procesa la carne que se exporta a Europa y
Japon. Estos rastros funcionan bajo principios sanitarios internaciones y son
supervisados periddicamente por representantes de los paises compradores. De
acuerdo con los reportes sanitarios de estos rastros, hasta ahora no se ha
detectado, con los métodos empleados (digestion artificial o triquinoscopia) la
infeccion de caballos con parasitos del género Trichinelfa. Por otro lado, en los
otros rastros (tipo rural) donde se sacrifican caballos cuya carne es destinada a la
alimentacion de animales (domesticos © en cautiverio), los requisitos de higiene
son menos estrictos y hasta donde se ha podido obtener informacidn no se realiza
ningun examen para establecer la presencia del parasito. Sin embargo, se calcula
que una parte importante (35%) de esta produccion es consumida por la poblacion
humana, la mayoria de los casos como adulterante de longanizas, chorizos y
carne para hamburguesas. La deteccién de Trichinefla por digestién artificial ha
sido posible solamente cuando el tamano de la muestra es grande. Por lo que,
resulta un metodo de diagnostico poco sensible, ademas de laborioso y costoso.

La utilizacion de metodos serologicos (ELISA e |[ET) tampoco ha resultado ser 1o
suficientemente sensible principaimente en infecciones tempranas y/o tardias, en
donde los niveles de anticuerpos contra Trichinelfa son bajos. Una alternativa en el
diagnédstico de la trichinellosis equina es el empleo de técnicas moleculares como
la PCR, que permitan la deteccién del ADN del parasito.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso potencial del método de PCR en el diagnéstico de trichinellosis
equina en dos rastros de la Republica Mexicana, uno Tipo Inspeccion Federai y

otro rastro rural.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estandarizar el método de PCR para la deteccion del ADN de la larva muscular de
Trichinella spiralis empleando muestras de tejido muscular de caballos infectados
experimentalmente con el parasito o tejido de caballos normales a los cuales se

adicionara un numero determinado de larvas.
Evaluar el método de PCR en el diagnoéstico de trichinellosis equina empleando
muestras de tejido muscular de caballos de distintos rastros de México, las cuales

se examinaran de manera paralela por digestion artificial y ELISA.

Analizar los resultados obtenidos por PCR, digestion artificial y ELISA en muestras

de tejido muscular y de suero colectados de los caballos de rastro.
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‘5. MATERIAL Y METODOS

5.1 PARASITOS

En este estudio se empled un aislado porcino de T. spiralis, proporcionado por el
Dr. Martinez-Maranoén, del instituto Nacional de Referencias Epidemiolégicas
(INDRE). Las LM de T. spiralis, se obtuvieron a partir de muscuio de ratones
infectados con el parasito mediante la digestion artificial con Pepsina-Acido
Clorhidrico al 1%.

5.2 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 LM de 7. spiralis por via intragastrica. La obtencidn de las LM
se realizd segun fa metodologia descrita por Dennis y cols. (1970). Para ello,
ratones BALB/c infectados con 7. spiralis se sacrificaron, se les quitd la piel, las
extremidades, las visceras y el musculo esquelético restante se digirid con una
solucion de Pepsina-Acido Clorhidrico al 1% por 3 h a 37°C, en agitacién
constante. Posteriormente, |a soluciéon se pasd por cuatro capas de gasa y se
procedi® a sedimentar las larvas, por 20 min, las cuales se colocaron en tubos
Falcon de 15 mL. Las larvas se lavaron tres veces con amortiguador de fosfatos
salino (PBS) (Apéndice) pH 7.3 en una centrifuga clinica (Beckman, EUA) a
3 000 rpm por 5 min. Las LM obtenidas se resuspendieron en agar suave al 0.2%

y se tomaron 5 alicuotas de 10 ul para determinar el nimero de parasitos.
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5.3 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO MUSCULAR DE ANIMALES
DE RASTRO

Se llevaron a cabo un total de 9 colectas durante 4 meses, cinco de las cuales se
realizaron en el rastro TIF, en un periodo comprendido del 30 de mayo al 1 de
agosto de 1998 y las otras cuatro se realizaron en el rastro rural “5 de Junio”
durante el mes de septiembre del mismo ano (Tabla 6).

Tabla 6. Colectas de came de caballo de los rastros de la Republica
Mexicana, un rastro TIF y un rastro rurai.

RASTRO No. DE

FECHA {Procedencia) MUESTRAS LENGUA DIAFRAGMA
30 May 98  TIF (Tuxpan, Nayarit) 20 10 10
6Jun 98  TIF (Salinas, SLP) 40 20 20
S Jul 88  TIF (Acaponeta, Nayarit) 40 20 20
18 Jul 98  TIF (Charcas SLP) 40 20 20
1Ago 98 TIF (Charcas, SLP) 40 20 20
12 Sep 98 Rural (Veracruz) 40 20 20
18 Sep 98 Rural (Veracruz) 40 20 20
24 Sep 98 Rural (Veracruz) 40 20 20
30 Sep 98 Rural (Veracruz) 40 20 20
Total 340 170 170

TIF: Tipa Inspeccidn Federal. Unidn Ganadera de Aguascalientes.
Rastro rural: *5 de Junio™ S.A de C.V. (UTICA) de San Vicente Chicoloapan, Estado de México.
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Se obtuvieron muestras de lengua y diafragma de 90 cabalios, del rastro Tipo
inspeccion Federal (TIF) de la Unién de Ganaderos de Aguascalientes
(U.G.A.S.A). Estos caballos provenian de los municipios de Tuxpan y Acaponeta,
Nayarit y del municipio de Salinas y Charcas de San Luis Potosi. También se
obtuvieron muestras de lengua y diafragma de 80 caballos del rastro Rural “5 de
Junio” S.A. de C.V. (UTICA) de San Vicente Chicoloapan del Estado de México, al
cual se sabe que llegan caballos del diferentes regiones del sur de la Re;ﬁublica

Mexicana.

De manera paralela se tomaron muestras de sangre de cada caballo, tanto del
rastro TIF como del rural, las cuales posteriormente fueron centrifugadas a
3 000 rpm por 5 min (centrifuga Beckman, EUA) para la obtencicn del suero, el
cual fue guardado a —20°C, hasta su posterior utilizacién en los ensayos de ELISA.

La colecta de los tejidos y de los sueros se realizd después de que los caballos
fueron eviscerados, desollados y cortados en canal, tomando muestras de lengua
y de diafragma con un peso aproximado de 60 g de cada uno.

5.4 DIGESTION ARTIFICIAL

Se digirieron artificialmente las 170 muestras de tejido de diafragma y 170 de
lengua de los caballos del rastro TIF y del rastro rural, de acuerdo a la
metodologia descrita por Dennis y cols. (1970). Las muestras de tejido de cada
uno de los caballos (50g de carne) se maceraron en una Picadora Moulinex. De
estas muestras, se tomaron 40 g para ser digeridas y 5 g de diafragma y lengua
fueron almacenados a -20°C hasta su utilizacién en los ensayos de PCR. Las
muestras de lengua y de diafragma se digirieron en una solucidén de Pepsina-HCI
al 1%, por 3 h en agitacion constante. Transcurrido el tiempo, las muestras se

procesaron como se describid anteriormente.
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5.5 EXTRACCION DEL ADN

El ADN de LM de T. spiralis, asi como el ADN de muestras de carne de caballo a
las que se les afiadié un numero conocido de LM y de un caballo infectado
naturalmente involucrado en el brote de Toulouse, Francia (esta muestra fue
amablemente donada por el Dr. Pascal Boireau), se obtuvo empleando dos
metodologias, una descrita por Soulé y cols. (1993c) y la otra por Bruford y cols.
(1992).

La metodologia descrita por Soulé y cols. (1993c) consiste en la utilizacién de 0.5
g de tejido muscular de cada uno de los caballos. La muestra se incubd en
amortiguador de lisis 1:10 (10 mM de Tris-HCI pH 8, 10 mM de EDTA pH 8, 100
mM de NaCl y 0.5% SDS) y 300 pg/mL de Proteinasa K (Boehringer, Lakeside,
Alemania) toda la noche a 55°C. Posteriormente se adiciond un volumen de Fenol-
Cloroformo-Alcohol iscamilico (FCI) (24:24:1) y se centrifugd a 3 000 rpm a 4°C
por 10 min {microcentrifuga refrigerada Hettich modelo 22R, Alemania). Se tomo el
sobrenadante y se le adiciond 2.5 volimenes de etanol absoluto y 20 ul de
glucégeno (1mg/mL) y se dejé precipitar el ADN a —70°C por 1 h. Después se
centrifugd a 14 000 rpm a 4°C durante 15 min y Ia pastilla se disolvid en 200 ul de
TE (10 mM Tris-HCIpH 8 y 1 mM de EDTA pH 8) se agregaron 20 pg/mL de
RNasa libre de ADNsa (Boehringer, Lakeside, Alemania) y la muestra se incubd
1 h a 37°C. Transcurrida esta incubacion, se adicioné un volumen de FCI (24:24:1)
y se centrifugd a 3 000 rpm a 4°C por-10 min. El sobrenadante se recuperd y se
adicion6 0.1 volumen de acetato de sodio 3M y 2.5 volumenes de etanol y se
precipitd el ADN por 1 h a =70°C. Posteriormente, se centrifugd a 14 000 rpm a
4°C durante 15 min y la pastilla se lavd dos veces con 500 ul de Etanol a 70%
(Merck) y se centrifugd igual que en el paso anterior. Ei sobrenadante fue
eliminado invirtiendo ef tubo por 5 min a temperatura ambiente y se dejé que se
secara. Después, la pastilla se disolvié en 200 pi de TE y el ADN se cuantifico y se
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analizé eletroforéticamente en geles de agarosa al 1%. Las muestras se

guardaron a -20°C hasta la realizacién de los ensayos de PCR.

La metodologia descrita por Bruford y cols. (1992), consistid en macerar 1 g de
muestra de tejido de los caballos con 20 mL de Nitrégeno liquido en un mortero de
porcelana. El contenido se vacié a un tubo Falcon cénico de 15 mL, al cual se le
adicionaron 5 mL de la solucion de lisis (0.05 M Tris-HCIipH 8, 0.1 MEDTApH 8y
0.5 % Sarkosyl) y 10 yg/imL de RNasa libre de ADNsas (Boehringer, Lakeside,
Alemania) y se incubd 1 h a 37°C. Una vez reaiizado o anterior, se adicionaron
100 pg/mL de Proteinasa K (Boehringer, Lakeside, Alemania) y la mezcla se
incub6 2h a55°Cy 1hab5°C. Después, se tomd 1 mL del sobrenadante y se fe
agregd NaCl 5M hasta una concentracion final 2M, la mezcla se agitoé durante 15
seg y se centrifugé a 3 000 rpm a 4°C por 10 min. A fa fase organica se le adiciond
1 volumen de Fenol saturado (Gibco BRL, Gran Island, New York, EUA) y se
centrifugd igual que el paso anterior. Se tomé el sobrenadante y se le adiciono 1
volumen de Cloroformo-alcohol iscamilico (24:1), se centrifugdé a 3 000 rpm a 4°C
durante 10 min, este paso se repitio dos veces. Al sobrenadante obtenido se le
adiciond un volumen de alcohol isopropilicc al 100% (Merck) y se dejd
precipitando toda la noche a -20°C. Posteriormente, la muestra se centrifugé a 14
000 rpm a 4°C durante 15 min y la pastilla se lavé dos veces con 500 ul de Etanoi
al 70% (Merck) y se centrifugd igual que el paso anterior. El sobrenadante fue
eliminado invirtiendo el tubo por 5 min a temperatura ambiente y Ia pastilla se secé
por centrifugacién al vacio durante 10 min para eliminar los restos de etanol.
Finalmente, las pastillas se resuspendieron en 50 ul de agua desionizada y el ADN
se cuantificd. La integridad de la muestra se analiz6 en geles de agarosa al 1% y
se guardo a —20°C hasta su uso posterior en los ensayos de PCR.
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5.6 CUANTIFICACION DEL ADN POR ESPECTOFOTOMETRIA

Para la cuantificacion del ADN se utilizd {a metodologia descrita por Sambrok y
cols. (1989). Para ello se utilizaron 3 pl de cada una de las muestras obtenidas y
se prepard una dilucion 1:50 con agua, midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm.
La lectura a 260 nm permite el calculo de la concentracion de acidos nucleicos en
la muestra, ya que un valor de densidad Optica igual a 1, corresponde

aproximadamente a 50 ug/mL de ADN de doble cadena.

La relacién entre las lecturas a 260 y 280 nm proporciona una estimacién de la
pureza del ADN. Se consideran preparaciones adecuadas aquelias que

presentaron una refacion entre 1.8y 2.0.
5.7 SEPARACION ELECTROFORETICA DE ADN

Para verificar que el ADN se encontraba en condiciones éptimas (integro y sin
RNA) se corrié una alicuota de 5 ul de cada muestra en un gel de agarosa al 1%
disuelto en TAE 1X (Apéndice) el cual contenia 0.5 ug/mL de bromuro de etidio.
Antes de cargarse, la muestras se mezclaron con amortiguador de muestra (6X)
(Apéndice). Se utilizé como amortiguador de corrida TAE 1X y se corrido a S5V/icm.
Una vez concluida la separacion electroforética, el ADN se observé en un

transiuminador de luz ultravioleta.

5.8 AMPLIFICACION DEL ADN POR REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

Para la estandarizacién de la técnica de PCR se utilizaron inicialmente los
iniciadores oTsr1 v oTsr4, descritos por Zarlenga v Dame, (1992) Estos
comparten secuencias con el ADN que codifica para el RNA ribosomal de la
subunidad grande del ribosoma.
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La secuencia de los iniciadores empleados es la siguiente: oTsr4 5’
GTTCCATGTGAACAGCAGT 3" y oTsr1 es 5" CGAAAACATACGACAACT 3'. El
producto de amplificacion es de 170 pb cuando se utiliza ADN de 7. spirafis y de
130 pb para el ADN de T. nativa o el genotipo 75 (Zarlenga y cols., 1996).

También se utilizaron los iniciadores pPra 203-226 y pPra 804-781, que amplifican
dos fragmento de 600 y 800 pb, que forma parte de una secuencia repetida de 1.6
Kb del genoma de Trichinella. Estos iniciadores fueron descritos por Dupouy-
Camet y cols. (1991). La secuencia de los iniciadores pPra 203-226 es la
siguiente: 5’ GTAAAGCGGTGGTGCGTATTCCAT 3’ y para pPra 804-781:

5" AGTTTGCATACCGAACAACCGCTC 3'. Los dos pares de iniciadores se

mandaron sintetizar con la compania QOPERON (California, EUA).

Las condiciones para la PCR con los dos iniciadores fueron ias mismas y se siguio
la metodologia descrita bor Zarlenga y cols. (1996). De esta forma, la reaccion se
llevé a cabo en un volumen de 50 Ml y la mezcla de reaccion contenia 5 pl de
amortiguador de reaccién de PCR 10X (Tris-HC| 10mM, cloruro de magnesio 1.5
mM, cloruro de potasioc 5mM, 0.1% de Triton X-100, gelatina 0.1%), 10 mM de
cada deoxinucledtido trifosfatado, 2.5 mM de MgCl,, 1.25 U de Taq polimerasa
(Perkin Eimer Corp, San José, Ca, EUA)} y 0.25 ug de cada iniciador oTsr. En el
caso de los iniciadores pPra se emplearon 0.3 pg de cada uno. La mezcla de
reaccion se precalentd a 95°C por 5 min. Las muestras fueron sometidas a 40
ciclos de amplificacidon cuando se emplearon fos iniciadores oTsr1 y cuando se
emplearon los oligos pPra las muestras fueron sometidas a 30 ciclos de
amplificacion. En ambos casos se us6 un termociclador automatico {(modelo 2400,
Perkin Elmer Corp, San José Ca. EUA). Cada ciclo consistid en un paso de
desnaturalizacién de 1 min a 94°C, un paso de alineamiento de 1 minde a 55°C y

xtensidnde 2 m

n paso de e

min a 72 °C. Después de cubrir ios 40 cicios, se iievo a
cabo un paso final de extensién durante 7 min a 72°C. Las condiciones para los

iniciadores pPra fueron las mismas, excepto en la cantidad de iniciadores que fue
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de 0.3 pg y los ciclos de amplificacién fueron 30. Como controles positivos se
incluyeron: ADN de LM obtenidas por digestion artificial de ratones infectados
con T. spiralis, asi como de muestras de carne de caballo a la que se afadié un
numero conocido de LM. Como control negativo se incluyd ADN de la muestra de
carne de caballo sin infectar.

Los productos de amplificacién se corrieron en un gel de agarosa al 2% en TAE
(1X) en presencia de 0.5 pg/mL de bromuro de etidio y se corrié a 10 V/cm por 1
h. Antes de cargarse la muestras se mezclaron con amortiguador de muestra (6X).
Se utilizé como amortiguador de corrida TAE (1X). Los pesos moleculares
utilizados fueron un marcador de ADN XIli, con un rango de 50 a 750 pb con una
banda adicional de 2642 pb (Boehringer Mannheim, Alemania). Una vez concluida
la separacidn electroforética, el gel se cbservé en un transiluminador de luz

ultravioleta.
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6. RESULTADOS

La presencia de LM de Trichinella en muestras pareadas de tejido de diafragma y
lengua de 90 caballos sacrificados en el rastro TIF de la Unidn Ganadera de
Aguascalientes y en muestras de 80 caballos obtenidas del rastro rural “5 de
Junio” del Estado de México se analiz6, empleando el método de digestion
artificial. Los resultados mostraron que en ninguna de las 340 muestras analizadas

se encontraron LM de Trichinella.

Con el objetivo de determinar por la PCR, la presencia de Trichinella en muestras
de tejido de diafragma y lengua de caballos colectadas en el rastro TIF y en el
rastro rural, se procedid a la estandarizacion de esta técnica. Esta se realizé
empleando dos metodologias para la extraccion del ADN de la LM de 7. spiralis, la
primera descrita por Soulé y cols. (1993c¢) y la segunda descrita por Bruford y cols.
(1992). Ademas se emplearon dos diferentes juegos de iniciadores: los oTsr-1 y
oTsr-4, que comparten secuencias con el ADN que codifica para el RNA ribosomal
de la subunidad grande (Zarlenga y Dame, 1992} y los iniciadores pPra 203 y pPra
804 que forman parte de una secuencia repetida de 1.7 Kb descritos por Dupouy-
Camet y cols. (1991). Las condiciones de amplificacidon empleadas en cada caso

se describieron en la seccion de  metodologia.

Cuando se amplificaron diferentes concentraciones del ADN de la LM de 7. spiralis
obtenido de acuerdo a Soulé y cols. (1993c) con los iniciadores oTsr, se amplificd
un producto de 170 pb. La sensibilidad del ensayo fue de 0.2 ng de ADN que
corresponde aproximadamente a 0.002 de LM. No se observd un producto de
amplificacién con el ADN obtenido del diafragma de ratdn no infectado con T.

spiralis (Fig. 6).
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Figura 6. Analisis de los productos de amplificacion obtenidos mediante la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa obtenidos con los iniciadores oTsr y con
diferentes concentraciones del ADN de larvas musculares de Trichinella spiralis,
extraido de acuerdo a lo recomendado por Soulé y cols. (1993c). Carril 1, 1200 ng;
carril 2, 600 ng; carril 3, 300 ng; carril 4, 30 ng; carril 5, 1 ng, carril 6, 0.2 ng; carril
7, 500 ng de ADN de raton no infectado con LM de T. spiralis; carril 8, control de

reactivos.
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Figura 7. Anélisis de los productos de amplificacion obtenidos mediante la técnica

de Reaccidén en Cadena de la Polimerasa obtenidos con los iniciadores pPra y con
diferentes concentraciones del ADN de larvas musculares de Trichinella spiralis,
extraido de acuerdo a lo recomendado por Bruford y cols. (1992). Carril 1, 1000
ng; carril 2, 600 ng; carril 3, 300 ng; carril 4, 75 ng; carril §, 7 ng; carril 6, 500 ng

d nll

de ADN de raldn no in de 7. spiraiis; carrii 7, control de reactivos.
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Por otro lado, cuando se amplifico el ADN de la LM obtenida de acuerdo a lo
descrito por Bruford y cols. (1992) empleando los iniciadores pPra 203 y pPra 804,
se obsevaron dos fragmentos especificos de 600 y 800 pb y uno no especifico de
200 pb (Fig.7). En este ensayo se utilizaron diferentes concentraciones de ADN de
ia LM de T. spiralis obteniéndose una sensibilidad de 7 ng. Como control negativo
se utilizdé 500 ng de ADN de raton no infectado con la LM de T. spiralis y no se

obtuvo producto de amplificacion.

La sensibilidad de la técnica de la PCR empleando el ADN obtenido de 1 g de
diafragma de caballo no infectado (negativo por ELISA y digestién artificial) al cual
se le adicionaron 1200 LM de Trichinella spiralis siguiendo la metodologia de
Bruford y cols. (1992) fue de 7 ng (Fig. 8). Se observd la amplificacién de los
productos especificos de 600 y 800 pb, cuando se usaron concentraciones de
1000 ng hasta 7 ng, lo cual corresponde a 0.14 dei ADN de LM (Fig. 8, carril 1-5).
Cuando se ampilifico el ADN de 1 g de diafragma del mismo caballo sin adicionar

LM de T. spiralis (100 ng) no se obtuvieron productos de amplificacion.

Por otro lado, se amplificdé el ADN de una muestra de diafragma de caballo
infectado naturalmente con larvas de T. spiralis, causante del uitimo brote de
trichinellosis humana ocurrido en Toulouse, Francia en 1998, con una carga
parasitaria de 9 LPG, determinada por digestion artificial. EIl ADN de esta muestra
se extrajo siguiendo las dos técnicas antes descritas. Sin embargo, a diferencia de
la obtencién del ADN de LM purificadas, en donde ambas metodologias tienen
resultados eficientes, la extraccion del ADN del diafragma de caballo infectado
siguiendo la técnica reportada por Bruford y cols. (1992) permitié obtener el ADN
en mejores condiciones de integridad asi como en cantidad con respecto a lo
recomendado por Soulé y cols. (1993c).

Con respecto, a la amplificacion del ADN de esta muestra empleando los
iniciadores pPra se obtuvieron los 2 productos de ampilificacion especificos de 600
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

1200 —>»

800 —» p-
600 —

Figura 8. Analisis de los productos de amplificacion obtenidos mediante la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa empleando diferentes concentraciones
del ADN de diafragma de carne de caballo no infectado al cual se le adicionaron
1200 larvas musculares de Trichinella spiralis. Carril 1, 1000 ng. Carril 2, 500 ng;
carril 3, 250 ng; carril 4, 31 ng; carril 5, 7 ng; carril 6, 3 ng; carril 7, 1 ng; carril 8,

100 ng de carne de caballo sin LM; carril 9, control de reactivos.
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Figura 9. Andlisis de los productos de ampilificacion obtenidos mediante la técnica
de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa empleando diferentes concentraciones
del ADN del diafragma de un caballo infectado naturalmente con larvas
musculares de Trichinella spiralis (3 LPG) y los iniciadores pPra. Carril 1, 270 ng.
Carrit 2, 75 ng; carril 3, 50 ng; carril 4, 100 ng del ADN de LM de T. spiralis
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y 800 pb (Fig. 9). Estos productos se lograron ampiificar empileando desde 270
hasta 75 ng de ADN de la muestra. A concentraciones menores no se detectd la

amplificacion de estos productos.

Cabe mencionar que cuando se empled ADN obtenido de diafragma de caballo
siguiendo la técnica de Bruford y cols. (1992) y los iniciadores oTsr-1 y oTsr-4 no
se obtuvo amplificacién. Considerando o anterior, se procedié a obtener él ADN
de las muestras de diafragma y lengua de los caballos de rastro siguiendo o
recomendado por Bruford y cols. (1992). Para |los ensayos de PCR se emplearon
500 ng del ADN asi purificado y los iniciadores pPra.

Asi, se realizé |a técnica de PCR del ADN obtenido de tas muestras de diafragmas
de 90 caballos de rastro TIF y del ADN de 23 muestras de lengua de caballos que
resultaron positivas en diafragma, ademas de algunas muestras negativas en
diafragma. De las muestras de diafragma, $0lo en 2/90 (2%) de ellas {caballo, 67 y
68), se detectd una banda de 800 pb como producte de amplificacién (Fig. 10,
carril 1 y 2). Al realizarse la PCR de las muestras pareadas de lengua, sélo en el
caballo 68 se obtuvo un producto de amplificacidn de 800 pb (Fig. 10, carril 3). Sin
embargo, 2 muestras negativas en diafragma resultaron positivas en lengua
(caballo, 64 y 69) (Fig. 10, carril 4, 5). De esta forma, 3/23 (13%) muestras de

lengua fueron positivas por PCR.

El analisis de las 80 muestras de diafragma de caballos de rastro rural “5 de
Junio”, mostré que 11/80 (14%) muestras fueron positivas, observandose los
productos de ampiificacion especificos de 600 y 800 pb en una de las muestras y
en las demas muestras se observo principalmente un producto de 600 pb (Fig. 11

y 9).
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pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 10. Andlisis de los productos de amplificacién obtenidos mediante Ia
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa obtenidos con los iniciadores
pPra con 500 ng del ADN de las muestras de Diafragma (D) y Lengua (L) de los
caballos del rastro Tipo Inspeccién Federal. Carrii 1, ADN del caballo 67 (D); carril
2, ADN del caballo 68 (D); carril 3, ADN del caballo 68 (L); carril 4, ADN del caballo
64 (L), carril 5, ADN del caballo 69 (L); carril 6, ADN del caballo 21 (D); carril 7,
ADN del caballo 66 (D); carril 8, control de reactivos; carril 9, 200 ng de ADN de
diafragma de caballo al que se le afadicron LM: carril 10, 100 ng de ADN de i

de Trichinella spiralis.
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1200

Figura 11. Analisis de los productos de ampilificacion obtenidos mediante la
técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa obtenidos con los iniciadores
pPra con 500 ng del ADN de las muestras de Diafragma (D) y Lengua (L) de
caballos del rastro rural. Carril 1, ADN del caballo 125 (L); carril 2, ADN del caballo
126 (D); carril 3, ADN del caballo 127 (D); carril 4, ADN del cabalio 136 (D); carril
5, ADN de! caballo 136 (L); carril 6, ADN del caballo 107 (D); carril 7 ADN del
caballo 129 (D) ; carril 8, 150 ng del ADN del caballo no infectado mas 1200 LM de
Trichinella spiralis (D); carril 9, 50 ng del ADN de LM de Trichinella spiralis; carril

10, control de reactivos.
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Pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Figura 12. Anélisis de los productos de amplificacién obtenidos mediante la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa obtenidos con los iniciadores
pPra con 500 ng del ADN de las muestras de Diafragma (D) y Lengua (L) de
caballos del rastro rural. Carril 1, ADN del caballo 147 (D); carril 2, ADN del
caballo 148 (D); carril 3, ADN del caballo 149 (D); carril 4, ADN del caballo 150
(D); carril 5, ADN del caballo 153 (D); carril 6, ADN del caballo 170 (D); carril 7,
ADN del caballo 146 (D); carril 8 ADN del caballo 157 (D); carril 9, 150 ng def ADN
del caballo no infectado mas 1200 LM de Trichinella spiralis (D); carril 10, 50 ng
del ADN de LM de Trichinella spiralis; carril 11, control de reactivos.
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En el caso de estas muestras se observé ademas un producto de 1200 pb, que

también es evidente con el ADN de LM de T. spiralis (Fig. 11, carril 9).

Cuando se analizo por PCR el ADN de la lengua de ios caballos positivos en
diafragma, soélo se detectd como positiva una muestra correspondiente al caballo
136 (Fig. 8, carril 5). Sin embargo, el caballo 125 fue positivo en lengua pero
negativo en diafragma (Fig. 11, carril 1). Cabe resaltar que solo en este caballo se
obtuvieron los dos productos de amplificacion especificos de 600 y 800 pb (Fig.
11, carril 9). De esta forma, 2/38(5%) muestras de lengua fueron positivas por
PCR.

De manera paralela en otro estudio, se analizaron por ELISA muestras de suero
de los 90 caballos del rastro TIF y de los 80 caballos del Rastro Rural empleando
productos de E/S de LM de T. spirafis. En |la Tabla 7 se resumen los resultados
obtenidos por digestion artificial y PCR de muestras de diafragma y lengua de
cabalios que por ELISA fueron positivos y de algunas otras muestras negativas

por este ensayo.

De las muestras de sueros de los 90 caballos colectados del rastro TIF, 6 fueron
positivas por ELISA (7%) y solo dos de ellas positivas por PCR, una empleando
ADN de lengua y la otra positiva en lengua y diafragma. Cabe mencionar que una
muestra de diafragma y otra de lengua dieron positivas por PCR, habiendo
resultado negativa por ELISA (caballo 67), ademas lo mismo se observd con una
muestra de lengua (caballo 69) (Tabla 7).

Por otro lado, de las muestras de suero de 80 caballos coiectadas del rastro rural,
14 (17%) fueron positivas en el ensayo de ELISA (Tabla 7). Soélo dos caballos
fueron positivos tanto por ELISA como por PCR ambos cuando se amplifico el
ADN del diafragma. Es importante resaltar que 10 negativos por ELISA fueron
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positivos por PCR, 8 de ellos cuando se amplifico el ADN de diafragma, una con
ADN de lengua y una mas con ADN de diafragma y lengua.

Tabla 7. Resultados del analisis de muestras de suero, diafragma y lengua de
m=im = Io sastro TIF y rural realizadas por ELISA, digestion artificial y PCR.
No. DE ELISA DIGESTION PCR
CABALLO ARTIFICIAL | DIAFRAGMA LENGUA
21
64
66
68
81
86
98
101
102
105
109
123
128
137
138
139
152
155
166
168
67 - -
126 - -
127 - -
136 - -
147 - -
148 - -
149 - -
150 - -
163 - -
170 - -
69 - -
125 - - - +
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Como control de la d:gestlén artificial a ia par se obtuvieron larvas musculares del misculo de una
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7. DISCUSION

Desde 1975, el consumo de carne de caballo ha ocasionado el 52.6 % del total de
los casos (n=6250) de trichinellosis humana en la Comunidad Europea (Ancelle,
1998; Anodn,1998; Pozio, 1998).

Aunqgue no se tiene conocimiento del mode de transmision de la trichinellosis a
los caballes, existen dos hipotesis: 1) Por la ingestidon de alimento contaminado
con cadaveres de roedores infectados con Trichinella o por 2) la ingestion de
carne de puerco o de animales silvestres contaminada con el parasito. Esta
ultima hipdtesis es apoyada por el hecho de que se emplea una mezcla de
cadaveres de carnivoros criados en cautiverio, 0 que se cazan por su piel, para

engordar a los caballos antes del sacrificio (Pozio y cols., 1997; Pozio, 2000).

La deteccidn de caballos infectados naturalmente con Trichinella ha sido posible
en afos recientes gracias ai uso de cantidades de tejido mayor (5-100 g) a la
recomendada por la CEE (1g). Empleando estas condiciones se ha determinado
la presencia del parasito en ocho caballos provenientes principalmente del este
de Europa (Ex-Yugoslavia, Polonia y Rumania) y en cuatro cabalios de México
(Arriaga y cols., 1995b; Pozic y cols., 1997, 1998b, 1999b; Andn, 1998;
Haeghebaert y cols., 1998).

Con respecto al numero de larvas recuperadas por digestion artificial en el
diafragma o en la lengua de caballos existe un rango muy amplio gue va desde
026 a 1749 LPG. Pozio y cols. (1997), basandose en infecciones
experimentales sugirieron que en cabalios de rastro con pocas LPG existe la
posibiiidad de que se hayan infectado con menos de 10 000 LM de Trichinefla y
gue se encontraban al inicio de la infeccion (1-3 semanas pi) o al final de la

infeccion (después de la 15 semana pi). Asimismo, Pozic y cols. (1999b)

51




Discusion

reportaron que cuando analizaron cortes histolégicos de 3 caballos infectados
naturalmente (los animales importados de Rumania y Yugoslavia), éstos
presentaban una capsula gruesa alrededor de la célula nodriza calcificada (22%
de esta célula), lo cual indica una infeccion prolongada, por lo que los caballos
pudieron adquirir la infeccidn 8 6 10 mese antes de ser sacrificados. En cambio,
otro de los caballos infectados naturalmente (importado de Polonia), tenia un
mayor numero de LM (1749 en lengua y 256 en diafragma) y presentaba una
capsula delgada (promedio de 18.7 ym), por io que se sospecha que el caballo
habia adquirido la infeccidn hacia poco tiempo (entre |la 5a y 12a semana pi). El
hecho de haber encontrado una gran cantidad de larvas, explica porque este
caballo causoé el ultimo brote de trichinellosis equina en ltalia, involucrando a 404

personas (Anon, 1998). —e

A pesar de los hallazgos anteriores, en general, el diagndstico de trichinellosis
equina por métodos directos (digestidn artificial o triquinoscopia) ha sido dificil,
debido a varias razones. Entre ellas se pueden mencionar a) que los caballos
presentan infecciones con un numero reducido de larvas, b) la cantidad de
muestra analizada, (lo que puede influenciar {a recuperacion del parasito) y c) al
andlisis de tejidos diferentes a los tejidos de predileccién dei parasito (Gamble y
cols., 1996; Pozio y cols., 1998a,1999b). En el caso de la infeccidon en cerdos y
ovejas, los sitios predilectos son el diafragma, macetero y lengua en infecciones
experimentales con 7. spiralis (Serrano y cols., 1999). Sin embargo, el diagndstico
de la trichinellosis equina que se lleva —a cabo en rastros de paises desarrollados
y paises exportadores de carne de caballo, se realiza empleando muestras de
diafragma. Es importante mencionar que se ha reportado que la lengua vy el
macetero son los sitios de predileccion del parasito cuando los caballos tienen
infecciones bajas y altas, respectivamente (Voigt y cols., 1997; Pozio y cols.,

1999b). Considerando lo anterior, recientemente se ha sugerido el diagndstico de

52




Discusion

la trichinellosis equina empleando el método de digestion artificial se realice a

partir de musculos de ia cabeza del animal (Pozio y cols., 1999b).

Trichinella spiralis ha sido la unica especie reportada en caballos infectados
naturalmente, siendo la especie que se adapta mejor en caballos infectados
experimentaimente (Polidori y cols., 1998, 1990; Soulé y cols., 1989, 1993a). En
este contexto en un reporte reciente se mosird que LM de T. spiralis presentes en
el tejido muscuiar de caballos infectados experimentalmente, después de 6 meses
de infeccidn y cuando los niveles de anticuerpos habian decrecido, fueron
capaces de causar una infeccién en perros y ratones (Arriaga y cols., 1997, Pozio
y cols., 1997).

En relacion al diagnostico serolégico de la trichinellosis equina existen evidencias
que indican que ensayos del tipo de ELISA e IET no son suficientemente
sensibles para identificar a todos los caballos infectados con Trichinella (Pozio y
cols., 1997: Yépez y cols., 1999). Por otro lado, la técnica de PCR ha sido con
éxito usada en el diagnostico de trichinellosis en ratones, cerdos y caballos
infectados experimentalmente con Trichinelfla (Dupouy-Camet y cols., 1991; Soulé

y cols., 1994; Uparanukraw y Morakote, 1997).

Considerando lo anterior, en este estudio se evalud el método de PCR para el
diagnéstico de trichinellosis equina en muestras de tejido de caballos de dos
rastros de la Republica Mexicana, comparandolos con el ELISA y el método de

digestion artificial.

Con respecto al analisis por digestion artificial de las muestras de diafragma y
lengua, no se encontraron LM de Trichinella en los tejidos de los caballos de los
dos rastros de la Republica Mexicana, a pesar de que se aumenté el tamafio de la

muestra a 40 g.
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La sensibilidad del ensayo de PCR con ADN de LM de T. spirafis purificadas y con
el ADN de muestra de diafragma de caballo no infectado al que se le adicionaron
1200 LM de T. spiralis, fue de 7 ng en ambos casos. En este ensayo se observd
la amplificacion de dos fragmentos especificos de 600 y 800 pb (Fig. 11) similares
a los descritos por Dupouy-Camet y cols. (1991), quienes lograron amplificar

hasta 2 ng del ADN de LM de T. spiralis utilizando los mismos iniciadores.

El analisis por PCR de las muestras de diafragma colectadas del rastro TIF y
rural, reveld 2 y 14% de positividad, respectivamente. En el rastro TIF, en dos
muestras de diafragma (2%) se detectd unicamente el producto de amplificacion
especifico de 800 pb. Cuando se analizaron por PCR 38 muestras de iengua de
caballos cuyo diafragmas habian dado negativos por PCR solamente en 2 de
ellas se obtuvieron resultados positivos. Cabe resaltar que el caballo No. 68,
proveniente de Charcas, San Luis Potosi, dio positivo cuando se analizé el ADN
de los dos tejidos. En relaciéon con el rastro rural en 11/80 de las muestras de
diafragma analizada (14%) se observaron productos de amplificacion especificos
de 600 y/o 800 pb. De las muestras positivas, sélo un caballo resuité también
positivo cuando se analizé la muestra de lengua (caballos 136). Sin embargo, de
23 muestras de lengua de caballo que resultaron negativos por PCR al analizar el

diafragma, so6lo una resultd positiva (cabalio 125)(Fig. 11, carril, 1).

Un aspecto que hay que tomar en cuenta es que para el diagnostico de Trichinella
se ha recomendado el uso de la lengua por ser el tejido de predileccidén en los
caballos con carga parasitarias bajas. Es importante mencionar que en este
estudio, de 16 caballos positivos por PCR (lengua y/o diafragma), las muestras de
2 caballos fueron positivas tanto para diafragma como para lengua, y en 13 se
determinaron productos de amplificacién especificos cuando se analizaron los
tejidos del diafragma y s6lo en 3 cuando se emplearon muestras de tejido de

lengua. Estos resultados son diferentes a los reportados con anterioridad (Pozio y
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cols., 1999b), ya que en estos estudios el diafragma ocupa del 6° al 15° lugar en
predileccidn por Trichinella. Los estudios acerca de los sitios de predileccion de
Trichinella se ha realizado en caballos infectados experimentaimente (Polidori y
cols., 1988, 1990; Soulé y cois., 1987, 1993a; Gamble y cols., 1996; Voigt y cols.,
1997; Yeépez y cols., 1999), por lo que es necesario realizar mas estudios
empleando muestras de tejidos de caballos infectados naturalmente para
determinar con mayor seguridad los sitios de predileccion para la infeccion en

cabalios.

El hecho de que no se detectaran larvas de Trichinella por el método de digestion
artificial en las muestras de diafragma y lengua que fueron positivas por PCR, aun
cuando se aumento la muestra analizada (40 g) sugiere que la carga parasitaria
es baja. Sin embargo, es posible que en otros tejidos, el nimero de LM sea mas
alto (Gamble y cols., 1996; Pozio y cols., 1997), aunque la lengua es uno de los
musculos de la cabeza que se recomienda muestrear para el diagnéstico de la
trichinellosis en cabalios empleando el método de digestion artificial (Pozio y
cols., 1999b).

Actualmente se recomiendan los musculos de |a cabeza para el diagnéstico de la
trichinellosis equina. Sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados de PCR,
las muestras de tejido de diafragma todavia analizadas en muchos rastros
empleando el método de digestion artificial parecen ser adecuadas. Por otra
parte, es de interés mencionar que en algunas de las muestras de diafragma y
lengua de caballos del rastro rural se amplificé un producto de 1,200 (Fig. 11y
12). Este producto sélo ha sido reportado por Dick y cols. (1992), cuando
analizaron por PCR, el ADN de aislados de Trichinella obtenidos Unicamente de
animales domeésticos (cerdos, gatos, ratas y zorros) empleando los
oligonuledtidos pPra. En este estudio, también se evidencid que no en todos los

aislados domésticos considerados por los autores como 7. spiralis se observo, el
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producto de 1,200 pb (9/12 aislados) lo cual pudiera deberse al bajo numero de
copias presentes. Estos resultados sugieren la existencia de diferencias entre los

mismos aislados de 7. spiralis.

En el caso de las muestras de diafragma analizadas en este estudio, también se
observé heterogeneidad en cuanto a la amplificacion del producto de 1,200 pb.
Con el empleo de los iniciadores pPra no se tiene la certeza de que la especie de
Trichinefla detectada sea T. spiralis. Por lo que para determinar la especie seria
necesario el empleo de otros iniciadores como los descritos por Takahashi y cols.

(1997) y un ensayo de PCR multiplex (Zarlenga y cols., 1999).

Por PCR el mayor porcentaje de positividad en muestras de diafragma (14%) se
encontré en-el rastro rural en caballos que provenian de Veracruz. Las muestras
positivas (2%) encontradas en los caballos del rastro TIF, provenian de Nayarit y
San Luis Potosi. Estos resultados sugieren que la trichineilosis equina, se
encuentrd restringida en ciertas regiones de la Republica Mexicana. Estos datos
concuerdan con los obtenidos en un estudio previo que se llevé a cabo en el
mismos rastro rural en el que se detectaron 4 de 80 muestras positivas para
Trichinella spiralis, las cuales provenian de Veracruz y Tabasco (Arriaga y cols.,
1995b).

Con respecto a los resultados obtenidos por ELISA y PCR soélo algunos de los
caballos se detectaron como positivos por las dos técnicas. De 20 muestras
positivas por ELISA, sbélo en 4 de elias se confirmé a presencia del parasito por
PCR. Sin embargo, 12 muestras negativas en ELISA dieron resultados positivos
por PCR, ya sea en diafragma y/o lengua, por lo que se sugiere que estos
cabalios tenian una infeccion temprana o tardia acorde con o que se ha
reportado refererido a que en estas dos situaciones se presentan los niveles bajos

de anticuerpos (Soulé y cols.,1993a,b; Pozio y cols., 1997; Yépez y cols., 1999).
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Por otro lado, los caballos positivos por ELISA empleando los productos de E/S
de T. spiralis, pero negativos por PCR, pudieron ser faisos positivos, debido a
otras infecciones por parasitos que tengan antigenos con reactividad cruzada con
Trichinefla. A este respecto, estudios recientes han mostrado que extractos crudos
obtenidos de diferentes estadios de nematodos como Ascaris suum, Anasakis
simples, Haemonchus contortus, Trichuris muris y Toxocara canis son reconocidos
por un anticuerpo monoclonal que reconoce a la tivelosa de Trichinella spiralis,
presente en los antigenos de E/S y que le confiere a estas moléculas su
inmunodominancia (De Ayuela y cols., 2000). Con anterioridad, se considerd que
la tivelosa era especifica del género Trichinella, sin embargo, las evidencias
mencionadas anteriormente, sugieren la presencia de reactividad cruzada con
otros parasitos. Lo anterior pudiera explicar lo resuitados de ELISA y PCR, sin
embargo, se requiere determinar si en extractos de parasitos especificos del
caballo, se observa reactividad cruzada con los productos de E/S de 7. spiralis y

en especial con la R-tivelosa.

Tomando en cuenta las evidencias que indican que el parasito puede estar viable
en el musculo y el titulo de anticuerpos en caballos infectados sea bajos, los
meétodos seroldgicos no son lo suficientemente sensibles. Los resultados
obtenidos en este trabajo refuerzan lo anterior y demuestran la utilidad de la PCR
en el diagnostico de la trichinellosis equina. Asi, es necesaric que en el
diagnéstico de la trichinellosis equina se utilicen métodos aiternativos como la
PCR, la cual es sensible, especifica e indica la presencia del parasito en los
animales analizados. Los resultados obtenidos en este estudio, empleando
técnicas moleculares, asi como ios obtenidos en estudios previos (Arriaga y cols.,
1995b; Yeépez y cols., 1999), demuestran que la presencia de la trichinellosis
equina en rastros de la Republica Mexicana es alta. Esta parasitosis pone en
riesgo a una gran parte de la poblacidén en nuestro pais, ya que se considera que

cerca del 35% de ia produccidn equina es para consumo humano (Benitez,
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comunicacién personal). Sin embargo, el diagnéstico de la trichinellosis equina
solo se realiza en los rastros TIF, donde se exportan las canales a paises

europeos y Japon.

Es importante notar que las investigaciones epidemiolégicas de los cuatro brotes
mas recientes ocurridos en Italia en 1998, indican que [os caballos infectados
naturalmente con el parasito provenian de paises con una alta prevalencia de
trichinellosis en cerdos o animales silvestres, sugiriendo que existe una relacion
entre la infeccién de estos animales y los caballos (Anén, 1998; Pozio, 2000).
Estos reportes indican que la trichinellosis equina esta localizada y esta
reemergiendo principalmente del este de Europa (Pozio y cols., 1999b; Pozio,
2000). o

La alta positividad encontrada de trichinellosis equina especialmente en el rastro
rural, al cual llegan caballos principalmente del sur del pais, podria indicar una

alta prevalencia de la trichinellosis en las zonas de donde provenian fos caballos.

Considerando lo anterior es de gran importancia que en México se realice la
inspeccion de carne de caballo para Trichinella en todos los rastros del pais,
siendo la PCR una alternativa en el diagnéstico y epidemiologia de la

trichinellosis equina.
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8. CONCLUSIONES

1.- Es importante determinar si existe reactividad cruzada entre los productos de
excrecidn/secrecion de Trichinella spiralis y componentes antigénicos de parasitos
propios del cabailo, con la finalidad de determinar la presencia de falsos positivos

en el ensayo de ELISA realizando en este estudio.
2.- La alta positividad encontrada por PCR en el rastro rural (14%), al cual llegan
caballos principalmente del sur del pais, podria indicar que la trichinellosis equina

es endémica en varios zonas de nuestro paijs.

3.- La PCR es un método atit y alternativo en el diagnodstico y epidemiologia de la

trichinellosis equina.
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9. APENDICE

Amortiguador de fosfatos salino (PBS)

150 mM Cloruro de sodio, 16 mM fosfato de sodio dibasico, 4 mM fosfato de sodio
monobasico, 2 g Cloruro de potasio, ajustar el pH a 7.3 y aforara 1 It.
Amortiguador de lisis

0.05 M Tris- HCI pH 8, 0.1 M EDTA pH 8 y 0.5 % Sarkosyl

Amortiguador de muestra (6X)

0.025 g de azul de bromofenol, 0.025 g de xilen cianol, 3 mi de glicerol y aforar a
10 ml

Amortiguador Tris Acetato ({TAE 50X)

242 g de Trisma base, 57.1 ml de acido acético glacial, 100 ml de EDTA 0.5 M
(pH 8) y aforar a 1 It.
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