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RESUMEN

Trichinella spiralis es un nemátodo parásito agente causal de la triquinelosis o triquinosis, una

enfermedad que afecta a humanos y muchos otros mamíferos, en particular, en México, esta

enfermedad no tiene una forma de diagnóstico en la fase temprana de infección, porque el

diagnóstico definitivo de la triquineiosis se realiza solo por ¡a demostración de larvas

enquistadas en el músculo., Sin embargo, los métodos parasitológicos, clínicos y serológicos

que se utilizan no son muy sensibles y el parásito no puede detectarse en infecciones con una

carga parasitaria baja,, Actualmente, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se ha

aplicado para la identificación de DNA de la larva muscular de T spiralis lo que representa una

posibilidad de su uso en el diagnóstico en la fase temprana de la infección, El objetivo de este

trabajo fue detectar por PCR la presencia del parásito en sangre la fase temprana de infección

en ratones experimentalmente infectados con T.spiralis usando los iniciadores pPRA Para

lograr esto, treinta y tres ratones hembras BALB /c de 4-6 semanas se infectaron por vía oral

con 300 larvas de T spiralis por ratón.. Se incluyó como control negativo otro lote de animales

con las mismas características y número que el grupo experimental Las muestras de sangre se

colectaron en ambos grupos a los días1 0,3,5,7,10,12,15,17,20,22,30 y 35 post-infección en

presencia de EDTA Se realizó la extracción de DNA de las muestras de sangre obtenidas por

la técnica de fenol-cloroformo-alcohol isoamífico La concentración de DNA se determinó por

absorbancia de luz ultravioleta a 260 nm y se usaron 500 ng de DNA para la PCR Para

determinar la susceptibilidad de la PCR se obtuvo DNA desde una hasta 200 larvas equivalente

a 90 pg y 500 ng respectivamente, Se realizó la técnica de hibridación usando una sonda

marcada con fluoresceína y revelada por quimíoluminiscencia.,

Con el uso de la técnica de PCR, pudo detectarse DNA desde 200 larvas hasta una larva y la

concentración de DNA mínima con la que se obtuvo la amplificación específica de 2 productos

de 600 y 800 pb fue de 0,2 ng,. Se detectó por la PCR, DNA de larvas recién nacidas en el

torrente sanguíneo en el día 5 post-infección y por hibridación en el día 3 post-infección con !os

mismos productos amplificados por el PCR., En el grupo control no hubo amplificación

La técnica de PCR pudo detectar la presencia de DNA en la fase temprana de la infección (día

5-17) lo cual permite hacer un diagnóstico temprano y específico a partir de una larva y/o a

concentraciones bajas de material genético.



1. INTRODUCCIÓN

Durante la última parte del siglo XIX y principios del XX, la triquinelosis o también

conocida como triquinosis, fue una enfermedad importante como problema de salud

pública Se menciona que desde años antes esta parasitosis fue objeto de especial

interés por las autoridades de sanidad, médicos y parasitólogos, particularmente en

Estados Unidos de América, en donde hubo epidemias y hasta defunciones en grupos

de personas que habían ingerido carne de cerdo infectada con el agente causal1

Actualmente se sabe que esta enfermedad es causada por el nemátodo Trichinella

spiralis (Owen.1835), Raillet, 1895 tiene una amplia distribución en todo el mundo y

que con excepción de Puerto Rico, Australia y Dinamarca infecta a una gran variedad

de mamíferos incluido el humano, por lo que constituye un problema de salud en

medicina humana y veterinaria.2

1.1 .a. Biología de Trichinella spiralis

Trichinella spiralis es un nemátodo parásito perteneciente a la familia

Trichinellídae, el cual posee un inusual ciclo de vida que te permite a un mismo

hospedero funcionar como definitivo e intermediario y desarrollar en éste los estadios

de larva y adulto, que se localizan en los diferentes órganos del hospedero, Posee

además la capacidad de formar una célula nodriza en el tejido muscular de su

hospedero que le permite vivir de forma intracelular y sobrevivir por mucho tiempo 3
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1.1.b. Historia

El primer descubrimiento de la larva de T. spiralis, se realizó en Londres en 1828

por Peacock a través de la revisión de músculos en autopsias de cadáveres James

Piaget en 1835 junto con Richard Owen observaron la presencia del gusano en una

pieza de diafragma humano, pero fue Owen el primer investigador que realizó la

descripción morfológica del nemátodo a la Sociedad Zoológica de Londres y lo llamó

"Trichina spiralis", sin embargo, este nombre genérico se hallaba ocupado por el de un

díptero que nombró Meigen en 1839 por lo que perdió validez por Ley de Prioridad de la

Nomenclatura Zoológica,, Años mas tarde, Railliet en 1895 propone el nombre de

Trichinella (de trix, trieos, cabello) spiralis (del latín en espiral), que se adoptó por la

comunidad científica y le dio nombre definitivo al parásito,,4'5

Posteriormente Von Siebold en 1844 y Dujardín en 1845, aportaron pruebas para

confirmar que el parásito era el estadio larvario de un nemátodo Joseph Leidy encontró

la misma fase larvaria del parásito en carne de cerdo (1846) e hizo notar su semejanza

con el que previamente se reportó en el humano,, Por 1860, Virchow y Leuckart

demostraron que lo que entonces se conocía como "quistes del parásito" se convertían

en gusanos adultos, pocos días después de que se administraron en animales de

experimentación y que las hembras depositaban larvas vivas en la pared del duodeno

que migraban a los músculos para enquistarse en ellos. Con este descubrimiento se

dieron a conocer las principales formas del ciclo de vida de T spiralis. En 1860,

Friedrich van Zenker, describió el primer caso fatal por causa de esta parasitosis, en

una campesina de 20 años de edad, que había muerto de "fiebre tifoidea atípica", en

esta joven se describieron formas intestinales de Trichinella spiralis. En este estudio se

encontraron miles de larvas enquistadas en los músculos del cadáver y concluyó que la



infección fue el resultado de la ingesta de salchichas crudas, además subrayó la

importancia clínica de la triquinelosis. Transcurrieron muchos años antes de que

investigadores alemanes comprobaran experimentalmente que el consumo de carne de

cerdo infectada, cruda o mal cocida era la principal vía de infección con T. spiralls?16 J

Durante la última parte del siglo XIX y principios del XX esta parasitosis se reconoció

como un problema importante de salud pública,, Actualmente, los estudios en relación

con este problema siguen dando a conocer nuevos avances y perspectivas que

permiten el mejor conocimiento de T. spiralis y la enfermedad que produce.

1 . Pu*i;ion t..xonorh\i 6>a

Phylum:

Clase:
Orden:
Superfamilia:
Familia:
Género:
Especie:

Nematoda

Adenophorea()
Enoplida
Trichuroidea
Trichinelüdae
Trichinella
Tríchinella spiralis

(Rudolphi, 1808)

Chitwood, 1958
Shurmans, Stekhoven y Deconick, 1933
Railliet, 1916
Ward, 1907
Railliet, 1895
(Owen, 1835) Railliet, 1895

I " d Potrones di; tMn-*m:sior

T. wr,./ji.¿ ca u.i ^;.i_*_!._• c_:i una amplia distribución geográfica que involucra

numerosos mamíferos tanto cRNAívoros como carroñeros y recientemente se describió

también en hervíboros particularmente en caballos.9i10-11 Para poder clasificar el tipo de

infección en animales el término de triquinelosis silvestre se aplica para describir eí ciclo

de infección entre cRNAívoros y su presa o carroña, mientras que la triquinelosis

doméstica se aplica al ciclo de infección entre humanos, ratas y cerdos (Fig. 1)1. Hay un

consenso general que indica que el cerdo doméstico y la rata sinantrópica representan
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la fuente mas importante de infección con T spiralis en e! ciclo doméstico, donde la rata

es un reservorio importante del parásito,9'12

Hasta eí año de 1975, nunca se había considerado a los hervíboros como una fuente

potencial de infección de Trichinella para humanos, solo la carne de cerdo y sus

derivados eran hasta ese momento considerados como su única fuente de infección,.

Actualmente se sabe que la carne de caballo no está exenta de la presencia del

parásito, por el contrario, estudios realizados por Arriaga, et al (1995) y Pozio et al

(1997) indicaron que el caballo es un hospedero natural de Trichinelia, lo que implica

un riesgo en su transmisión y de estos estudios se enfatizó la necesidad de considerar

al herbívoro doméstico y silvestre como una posible fuente de infección de triquinelosis

para humanos 10'11

fl 1 ¡ \riruiri(jn intrioti KJ-" fi-* -i

Por mucho tiempo se consideró a T. spiralis como la única especie del género

Trichinella. Actualmente se sabe que existen mas especies de Trichinella, las cuales

se han clasificado de acuerdo a diferentes características tanto geográficas como

biológicas. La Tabla 1 muestra los criterios que se han utilizado para la

caracterización de diferentes aislados geográficos de este parásito, sin embargo las

diferencias entre las especies de Trichinella en algunos casos son muy pequeñas lo

que dificulta y pone en controversia su designación taxonómica Pozio et ai (1992)13

clasificaron al género en 8 taxa, 5 elevados a especie (T, spiralis, T brítovi, T.

nativa, T nelsoni y T pseudospiralis) y 3 genotipos de nivel taxonómico incierto

Trichinella T5, T6 y T8,



Cadáver de cerdo infectado

(a) Ciclo doméstico

Cadáver de animal infectado

(c) Ciclo silvestre-Zona tropical

Carroña y presa ubre

(b) Ciclo silvestre-Zonas templadas

Cadáver de animal infectado

(d) Ciclo silvestre-Zonas frías

Fig.1 Tipos de ciclos de Trichinella spp en animales (Tomado de Campell, 1988)£



Tabla 1. CRITERIOS PARA LA CARACTERIZACIÓN DE AISLADOS DE Tríchinella spp.

b) Distribución geográfica13'1Ü

c) Infectívidad y patogénesis en hospederos no j) Características de enzimas e isoenzimas
humanos • • •

d) Resistencia de la larva a bajas temperaturas20 k) Análisis genético por PCR33iWJt)'

h) Caracterización de antígenos

i) Sensibilidad a los

j) Carac
•re, 30,31,32

e) Producción de larvas recién nacidas por
2121

I) Sondas de DNA
gusanos hembras in vitro

f) Sobrevivencia después de la congelación 2¿ m) Número y forma de cromosomas**

g) Caracterización de la respuesta inmune"

El número indica la cita bibliográfica de la que fue tomado el dato

Estudios recientes realizados por Pozio y La Rosa (2000), establecieron una sexta

especie, T. murreHi, para fas especies silvestres de regiones templadas de

Norteamérica previamente designada como T-5.39 Una séptima especie, la segunda

con la larva en músculo no encapsulada, fue recientemente descubierta en cerdos

domésticos y silvestres de Papua, Nueva Guinea y fue descrita como T. papuae40

El estatus de T-6, un tipo genético similar a T. nativa todavía no se ha resuelto, y

aunque se encuentra en animales silvestres de zonas árticas, posee un bajo nivel de

resistencia a la congelación y diferencias moleculares respecto a T. nativa, 1341 La T-

8, se encuentra mas relacionado a T brítovi, pero su tipo genético tampoco se ha

resuelto, debido a que el primero no es resistente a la congelación y solo se

encuentra en animales silvestres del sur de África.13'3132 Un noveno genotipo fue



denominado como T-9 e identificado en animales silvestres de Japón pero de éste

se están realizando nuevos estudios42 (Tabla 2),

Tabla 2. Resumen de las principales características de las siete especies del
género Trichinelte43.

T. spiralis T. T. britovi T. netsoni T. murrefíi T. pseudoespiraiis T. papuae
Cosmopolita nativa Paleártico África Neártico Cosmopolita Papua,

Especie Ártico Templado Tropical Templado NuevaGuinea

Adulto macho
(longitud) 1.0-18 ' 1.0-18 0 99-191 10-1.8 0 91-1089 0 6-0 9 0 81-106

Adulto hembra
(longitud) 137-3,7 13-3,7 2,2-3,4 1.3-3.7 1.55-1,81 126-2.10 0,88-131

0 ^ # ó ? 0 ^ K?
(longitud) \;:-r'::^r:--.^i^-A: ^ •• r^fr..: .:\y-:--y :/':^-y/':';--: :,-•; -':.•''-.•'.-•• • > w r ; - - ' ^ •.-;•-••• ••:•-•. :/

Encapsutación SI SI SI Sí SI NO NO
en músculo

índice de
capacidad 185-237 0 02-0.2 0 2-1.0 0 4-0 8 0,7-1,2 47-62 N.D(5.3en

reproductiva en ratón)
ratas Wistar,

Infectividad en
cerdos (larva/g 171 5 o 15 30 6 58.6 2 4 23.9 N.D..

músculo)

N.A No analizado
N.D No Determinado

1.f.f;,Morfobgía

Las formas adultas son pequeñas y delgadas. Los machos miden

aproximadamente de 1.4 a 1.6 mm de largo por 60|am de diámetro máximo. El extremo

anterior es relativamente delgado mientras que la parte posterior lleva un par de papilas

largas, situadas en cada lado del orificio cloacal. El testículo es simple y se sitúa a corta

distancia del extremo posterior del cuerpo; puede extenderse hacia delante hasta
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aproximadamente la mitad del cuerpo y se une al tubo genital que a su vez se despliega

en sentido posterior hasta la cloaca. La hembra mide entre 3 a 3.5 mm de largo por 60 a

90 \im de diámetro. Tiene un solo ovario el cual se sitúa en la parte posterior de su

cuerpo junto al oviducto, el receptáculo seminal, el útero y la vagina formando un canal

casi recto hasta la vulva, situada en ia parte ventral de su cuerpo. El útero contiene

huevos en la porción posterior, mientras que la parte anterior contiene a las larvas

juveniles incubadas,44'45

En ambos sexos, la parte anterior del cuerpo está ocupada por el esticosoma, un

cordón compacto de células glandulares, dispuestas linealmente llamadas esticocitos.

Anterior al esticosoma, se encuentran el esófago el cuál es muscular, posterior al

esticosoma hay una unión con el intestino, a través de un tubo simple, el cuál se

extiende hasta el ano. La boca lleva un estilete con el cuál el parásito puede penetrar

en el epitelio intestinal del hospedero.1|44

Las larvas liberadas por la hembra miden aproximadamente 100jim y se conocen como

recién nacidas a diferencia de las que se establecen en el músculo llamadas L1 y que

pueden alcanzar hasta 1mm de longitud (Fig.2). La presencia de las larvas en el

músculo estriados causa degeneración de la fibra muscular: el sarcolema se engruesa y

los núcleos se hacen más numerosos, la estriación de la fibra se pierde, rompiéndose

ésta y aparecen focos de degeneración adiposa. Al mismo tiempo, el tejido conjuntivo

reacciona formando una cápsula de protección alrededor de la larva conocida como

"célula nodriza", la cápsula esta compuesta de colágena tipo IV y VI 46 la cuál se rodea

por una porción única de vasos y vénulas que comienzan su formación a partir del día

12 al 20 después de la infección intracelular que le permite al parásito obtener
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nutrientes, eliminar desechos y sobrevivir dentro del hospedero por mucho tiempo 47

Después de un periodo de 6 meses, la cápsula protectora comienza a calcificarse,

completando este proceso en un término aproximado de 18 meses. A pesar de la

calcificación, las larvas permanecen vivas en la célula nodriza durante años y se ha

reportado que en el humano pueden vivir hasta 31 años48 (Fig. 3).

Fig. 2. Presentación esquemática de ías diferentes fases de Trichinelia spiralis.
A. Hembra adulta; B. Macho adulto; C, Extremo anterior del gusano, D. Extremo
posterior del macho; F. Larva joven; G. Larva enquistada en músculo, a, ano: b, bolsa;
c, cloaca; c e , cuerpos celulares; e, esófago; g, gónadas (esbozo); gr., granulos, i,
intestino; b (parte superior), boca; a.n., anillo nervioso; h, huevos; ov., ovario; r recto;
r.s., receptáculo seminal; v.s. vesícula seminal; t, testículos; u, útero con larvas; v,
vulva; va., vagina; v.d., conducto deferente. (Tomado de Brown y Neva,1985)49.
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Fig. 3. Presentación esquemática de un complejo intacto cié célula nodriza -
parásito. Tomado de Despommier, 19903,

' I ci C :l ' j >lí, vida de 7 &;J/M/,'S.

El ciclo de vida de T. spiraüs es muy característico porque el mamífero sirve

como hospedero definitivo e intermediario. Existe muy poca especificidad debido a que

una gran variedad de mamíferos pueden alojar tanto a los parásitos en fase adulta

como a las formas larvarias.

Un mamífero se infecta al ingerir carne y / o embutidos que contengan larvas

infectantes de T. spiralis , una vez dentro de su estómago, las larvas se liberan de su

célula nodriza por la acción de los jugos gástricos hasta alcanzar la madurez en el

intestino delgado mediante cuatro mudas. Macho y hembra copulan y la hembra

penetra a las células epiteliales del intestino donde libera a las larvas "recién nacidas"
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(LRN) que penetran a los espacios de vasos linfáticos del intestino50'51 hasta llegar a la

sangre venosa, algunas entran a la cavidad peritoneal y pueden pasar de ésta a la

región del tórax y penetrar a la vena porta hepática y llegar al corazón., Después de

haber llegado a la sangre, las LRN son llevadas a todo el cuerpo del hospedero,

muchas de ellas llegan por esta vía a los tejidos y si no pueden sobrevivir allí mueren.

La mayoría de las larvas que sobreviven se alojan especialmente en los músculos

estriados y en particualar en el diafragma, la lengua, los músculos maceteros, la laringe

y los músculos deltoides y gemelos; cuando son muy numerosos, los parásitos pueden

alojarse en otros músculos esqueléticos,,1

Al llegar al músculo, penetran el tejido y crecen hasta que alcanzan una longitud de

1mm aproximadamente. El ciclo se cierra, cuando otro animal ingiere carne infectada

con la larva de T. spiralis permitiendo la sobrevivencia del parásito47'48

(Fig 4).
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Fig. 4. Ciclo de vida de Trichinelía spiraiis, Modificado de Despommier, 1990;
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1.2. Triquinelosis

1 2 .i E[J "e-niclctj i\ Jt- 7" 7,,'n',v

1.2.a.l. Distribución geográfica mundial

La triquinelosis es cosmopolita, pero debido a sus hábitos alimenticios, tiene

menor importancia para los habitantes de los trópicos y de oriente con relación a

Europa y Estados Unidos de América. Las medidas de control aplicadas en los últimos

35 años en los Estados Unidos, tuvo como resultado una significativa disminución de la

prevalencia de la triquinelosis humana. Los casos reportados desde 1947 a 1981,

fueron un total de 7531, con un número de 132 casos mortales52. Actualmente, el

Centro de Control y Prevención de Enfermedades (CDC)53 indicó que entre 1991 a

1996 hubo un decremento en el número de casos reportados por cada año, los cuales

aún son asociados con la ingestión de productos derivados de la carne de cerdo,54 En

Canadá, los casos de triquinelosis que se reportaron están directamente involucrados

con la ingesta de carne de animales silvestres.55'56 Mientras que en Latinoamérica, la

enfermedad tiene prevalencia en las regiones de Sudamérica, especialmente en Chile,

Uruguay, Argentina, Ecuador y Brasil,57'58'59 así como también en América Central, con

excepción de Costa Rica, donde no se han reportado casos.1

En Europa, se reportaron casos que indicaron que la enfermedad se encuentra

ampliamente distribuida, aunque su incidencia es relativamente baja en países como

Holanda, Alemania y España, mientras que en Dinamarca no se han registrado casos,

sin embargo la incidencia es muy elevada en Polonia, Lituania, Hungría, Bulgaria,

Rusia, Italia y Francia.60 En Asia, los brotes de triquinelosis se reportaron en Laos,

Malasia, Vietnam y Tailandia. En Australia no hay casos humanos reportados2 (Fig.5),.
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Fig. 5. Distribución geográfica mundial de triquinelosis. Área rayada, pacientes
detectados. Círculos negros, casos de cerdos infectados. Cuadros negros otros
mamíferos infectados.

1.2.a.ll. Distribución en México

Los diversos estudios realizados hasta ahora sobre la situación de la triquinelosis

en México (Fíg. 6), se han descrito en 3 períodos: el primero (1981 a 1896) con los

trabajos de Barragán, Zúñiga, Toussaint y Olvera quienes demostraron la existencia del

parásito en humanos y cerdos. Encontraron la infección con mas frecuencia en ganado

proveniente de otros países de América que en México y confirmaron

experimentalmente la destrucción del parásito por efectos de cocción y fritura, A partir
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de 1942 hasta 1955 se inicia el segundo período, en éste, los trabajos de Perrin y

Mazzotti determinaron los rasgos epidemiológicos y la epizootiología de la infección por

T.. spiralis. El tercer periodo a partir de 1974 se caracterizó por el reconocimiento clínico

de la enfermedad debido a los mas de 180 casos diagnosticados en los años 70s . Este

periodo involucra lo realizado hasta la fecha, reportando un número de casos que no

determinan la situación real de la triquineíosis en México, debido a que muchos casos

principalmente humanos, no son registrados, reportados o su fuente de información

proviene de comunicaciones personales. La tabla 3 presenta una síntesis de los casos

humanos reportados en México desde 1893 a la fecha

La búsqueda de larvas de T. spiralis, también se ha realizado en tejidos musculares de

otros animales que son importantes en la dinámica de transmisión debido a que esta

parasitosis es una zoonosis. Los estudios de Nuñez et al, (1948), señalaron un

porcentaje del 25% de gatos de la ciudad de México infectados con T.spiralis..,87

mientras que Mazzotti en 1954 en un análisis de 900 diafragmas de ratas encontró 2%

de animales infectados.87 Contreras et al. (1992), examinaron los músculos de

diafragmas de 600 cerdos sacrificados en el rastro municipal de la ciudad de Zacatecas,

de este estudio el 0.33% de diafragmas resultaron positivos por el método de

compresión directa y 1.33% fueron positivos por el método de digestión artificial. Estos

datos mostraron que de cada 100 cerdos sacrificados en este rastro, un animal estaba

infectado con T. spiralis, lo que le permitió sugerir que esta forma de infección, es un

riesgo que puede constituir una fuente potencial de infección para el humano,88
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Tabla 3. Casos y brotes de triquinelosis en México

Lugar

México D F.
Mcxico D F
Mcxico, D F
México D.F
Mcxico, D F
Mcxico, D F
México D F
México D F
México D F

Chiapas
Edo de
México

Zacatecas
México, D F
Zacatecas
Edo de
México

Zacatecas
Zacatecas
Durango

México, D F

México DF

México, D F

México DF
Zacatecas

México, D F
México, D F

México D F

No.
rip

casos
1
4
12
25
30
48
18
179
20
17
4

6
5
18
4

19
7
9
1

65
4

13
166
4
8

7 :

Método de diagnostico

Biopsia
Biopsia
Biops<a
Biopsia

Biopsia y Digestión artificial
Digestión artificial

intradcnmorcdccion
Prueba intracutanca de Bachman

Biopsia
Fíuculacton con bantonita

Bioosia y pruebas scroloqicas

Biopsia
Biopsia

Necropsias y pruebas serologicas
B opsia y fluculacion co i benton ta

Clinicd y eosinofilia progresiva
Cnnica y eosinofilia progresiva
Clínica y eosinofilia progresiva

Biopsia y clínica

C'iniCd eosinofilid y ELISA
Encuestas epidemiológicas clínica

eosinofilia b'opsia y
contrainmunoelectroforesis
Clínica eosmofilia y biopsia

Clínica y biopsia
Diopsia

Clínica hemaqlutinacion indirecta
contrainmunoelectroforesis
Hemaglatinacton indirecta

I Referencia

Ramírez (1983) b l

Barragán (1893)62

Olvera (1896)63

Perrín(1939)64

Mazzotti y Chavira, (1943)65

Mazzotti y Pastrana (1943)66

Perrín(1942)67

Mazzotti y Lozano (1944)68

González et al. (1975)69

Cabrera (1979 70

Martínez-Marañón (1979) 7 1

Martínez-Marañón (1979)72

Díaz et al. (1979)73

Fragoso (1981)"
Martínez-Marañón (1983)75

;Vil lacañaetal, (1984)76

Martínez-Marañón ei al. (1985)77

Rocha et al.(1986)78

Martínez-Pantaleón et al.
(1986)79

Sart ietal (1989)80

Saltigeral et al (1989)81

Rojas et al, (1989)e2

Cabral-Soto et al. (1990)83

Zamora-Chavez et al (1990)84

Alvárez- Chacón et al. (1992)65

Martínez et al, (2000)86

*Todos los datos fueron tomados de reportes notificados en diversas referencias,,
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Fig. 6. Distribución en México de brotes de triquinelosis animal y humana Estados con
alta incidencia- 1, Durango, 2. Zacatecas, 3. México, 4 Distrito Federal. Estados con
nediana incidencia: 5 Chihuahua, 5.. Jalisco, 7. Michoacán Estados con menor
incidencia, 8. Aguascalientes, 9. Sonora, 10. Hidalgo, 11 Querétaro, 12 Guerrero, 13
Suanajuato y 14 Veracruz. El mapa muestra datos actualizados por Ortega-Pierres et
al (2000) ®

1.2.b.. Mecanismos de patogenícidad

La infección por T. spiralis provoca gran variedad de respuestas en el hospedero

?n las distintas fases del ciclo de vida 1) durante la penetración de ios parásitos

íembra a la mucosa intestinal, 2) durante la migración de las larvas y 3) cuando la larva

_i transforma a una miofibrilla o célula muscular en célula nodriza. 89>9° La fase intestina!

;onocida como entera!, incluye 4 estadios larvarios y los estadios adultos, inmaduro y
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maduro,, La penetración a la mucosa intestinal por los adultos de T. spiralis causa daño

traumático en un periodo de 12 horas a 2 días después que la larva infectiva entra en el

huésped, Los metabolitos tóxicos que excretan los parásitos así como la presencia de

bacterias de ia flora entérica que penetran a través de las heridas, provoca lesiones

caracterizadas por inflamación y dolor ío que según diversos reportes en casos

extremos puede causar septicemia y con ello la muerte.7 La inflamación se caracteriza

por una reacción celular intensa que consiste de eosinófilos, neutrófilos, células

cebadas y linfocitos, Las reacciones tóxicas se manifiestan con nauseas, vómitos,

fiebre, diarrea y aspiración perfusa. Hay dificultad para respirar, erupción de manchas

rojas en la piel e inflamación en el rostro,, Esta fase de triquinelosis usualmente termina

de 5 a 7 días después de aparecer los primeros síntomas,90

La larva penetra en los capilares y nodulos linfáticos mesentéricos y durante su

migración el daño involucra a los vasos sanguíneos, lo que provoca edema

generalizado en cara y manos,

La fase parenteral se caracteriza por la migración de las larvas a través de los tejidos y

la penetración de éstas en las fibras del músculo esquelético,, El paso de las larvas

puede causar neumonía, encefalitis, pteurismo, meningitis, nefritis, daño a los ojos y

sordera. La situación es más problemática para el hospedero cuando se ven

involucrados corazón y sistema nervioso central, En el miocardio, la larva migra pero no

se enquista y provoca necrosis y fragmentación de fibras musculares, la miocarditis

que se induce es transitoria porque la larva sale del miocardio poco tiempo después de

la penetración,. Sin embargo, en el sistema nervioso central las larvas tienden a

deambular lo que provoca un daño antes de dejar el tejido para reintegrarse al torrente

sanguíneo/'91 Después de 10 días de que los primeros síntomas aparecen, las larvas
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recién nacidas comienzan a penetrar las fibras musculares que se transforman a célula

nodriza. Hay alteraciones bioquímicas que están muy relacionadas con los cambios

estructurales. Según las observaciones de Stewart en 1974, hay un decremento en la

mioglobina y reducción en diversos componentes celulares que se involucran en la

concentración de energía: ATP, fosfocreatina y creatina.92

Durante la etapa parenteral de la infección, también puede detectarse un incremento

en las enzimas asociadas con la miodegeneración, como la fosfatasa acida y la

lisozima, 93 con el consecuente decremento en las proteínas de miofibrillas, lo que

origina contracciones derivadas de una miositis 94 El nivel de la respuesta inflamatoria

que se genera en el hospedero aumenta el daño a los miocitos y se relaciona

directamente con la patogenia de la triquinelosis.95 Los eosinófilos, células

directamente involucradas en el proceso inflamatorio aparece alrededor del día 14 post-

infección y alcanzan su pico máximo en el día 20, posteriormente disminuye

gradualmente hasta el día 14 de infección.96'97

Los cambios degenerativos en el músculo están relacionados con el número de larvas

en los tejidos así como con el tiempo que dura la infección. Estudios realizados en

diafragmas de humanos, demostraron que T. spiralis afecta la habilidad del músculo

para generar estrés, trabajo y fuerza en su funcionamiento normal y reduce la

resistencia a la fatiga, sin embargo, la disfuncionalidad antes mencionada corresponde

al inicio de la infección cuando hay relativamente pocas larvas en el músculo, lo que

indicó que 7*. spiralis tiene un efecto de daño en el tejido, antes de su encapsulación y

su relación a la respuesta inflamatoria y al efecto de los productos de excreción-

secreción,98 Como consecuencia del daño muscular hay intenso dolor en éstos,

dificultad para respirar, masticar, hablar, debilidad en la presión sanguínea y pulso, así
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como parálisis espástica. Cuando afecta miocardio, hay daño cardiaco y desordenes

nerviosos,. Cuando afecta el sistema nervioso central puede originar alucinaciones90, La

Tabla 4 resume el desarrollo de T. spiralis y los cuadros clínicos correspondientes

Tabla 4. Cuadro sinóptico de fas fases biológicas progresivas del desarrollo de T. spirafis
y los correspondientes cuadros clínicos

Fase biológica Comienzo Manifestaciones clínicas

Las larvas ingeridas se desenquistan y penetran en el 2-4 horas
epitelio intestinal

rLosgusan@nríá^úran;yi!c:bpuian ; 24, horas ; /Síntomas gastrointestinaies
Las hembras depositan las larvas que invaden ios 30 horas
músculos esqueléticos

Invasión máxima de la fibra muscular

Disminución de larviposición

Larvas en los músculos totalmente diferenciados

Encapsulación precoz

Encapsulación prácticamente completa

Vida máxima de Eos gusanos en el intestino

Puede empezar la calcificación de la célula nodriza

6 días
7 días
10 días
11 días
14 días
17 días

20 días
21 días
23 días
26 días
1 mes

2 meses Desaparece la fiebre
3 meses Gran probabilidad de muerte por

miocarditis o encefalitis
6 meses Convalecencia lenta
8 meses Desaparecen los síntomas

neurológicos y la miocarditis
1 año

Edema de cara y fiebre
Fiebre máxima (40-41ÜC)

Miositis y dolores reumáticos

Epsinofifia y anticuerpos
circulantes

La eosinofília alcanza su
máximo

M ¡ocardítís;p:ghcefa|itts
Síntomas respiratorios

La calcificación de la célula nodriza puede completarse
Las larvas pueden seguir viables dentro de la célula
nodriza
Tomado de Beaver, 19861 y Faust, 19616

Aunque se ha demostrado que varios compuestos son capaces de destruir a T.

spiralis o de obstaculizar la oviposición, no se ha establecido un tratamiento específico

para esta parasitosis. Debido a que la triquinelosis no siempre puede diagnosticarse en

la fase intestinal, su tratamiento rara vez se considera en esta fase de la enfermedad,. Si

la enfermedad se diagnostica o se sospecha de su existencia, es difícil iniciar una
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medicación para prevenir o minimizar la producción de larvas y la subsecuente invasión

al músculo. El tratamiento a seguir, está directamente relacionado con el grado de

avance de la enfermedad, para aliviar el dolor y el malestar y cuando la enfermedad es

de larga duración, se incluye además del tratamiento sintomático, los fármacos

antihelmínticos específicos y una terapia definida puede ser crucial en el resultado de

casos severos,22

1.2.el. Tratamiento sintomático

El tratamiento está basado en el uso de analgésicos y antipiréticos, así como el

reposo en cama, cuyo su objetivo es aliviar mialgias y manifestaciones

toxicoantigénicas,, Se pueden administrar analgésicos comunes, antiinflamatorios,

esteroidales y corticosteriodes, éstos últimos son adecuados para evitar las reacciones

alérgicas provocadas por la muerte de ¡os parásitos,, Para aplicar una terapia adecuada

es necesario prevenir el peligro de exacerbación de la enfermedad, debido a que la

supresión causada por esteroides en la inmunidad puede prolongar la infección de la

fase intestinal e incrementar el número de larvas que invaden el tejido del

hospedero,,1'22

1.2.C.II. Terapia específica

• Fase intestinal

Aunque ¡a triquínelosis rara vez se diagnostica en la fase intestinal, el

tratamiento directo contra los adultos y preaduítos de T. spiralis se puede indicar bajo 2

circunstancias a) en infecciones prepatentes, específica en casos donde se conoce la

cantidad de carne infectada, pero los síntomas están asociados con ia diseminación de

la larva que ya no aparece y b) en pacientes cuando la diseminación de la iarva ocurrió

por larviposición de gusanos adultos. La aplicación de los antihelmínticos que se utilizan
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contra la fase crónica de ia triquinelosis es importante para una terapia temprana y

efectiva, particularmente en los primeros tres días después de la infección.

• Fase prepatente

Eí reconocimiento de la fase prepatente es muy rara y el inicio de un tratamiento

tiene como objetivo prevenir la función reproductiva de los gusanos adultos,, Si la carne

infectada se ingirió 24 horas previas, es posible en base a diversos estudios que las

formas preadultas puedan ser destruidas con medicamentos como pirantel, oxantel,

tiabendazol, mebendazol o albendazol. Si entre el intervalo de ingestión de carne y el

tratamiento es mayor a 24 horas, pirantel y levamisol pudieran, en teoría, ser usados

para eliminar los gusanos adultos. En el caso de pirantel una dosis de 10 mg/kg por 5

días se ha sugerido en las bases de la experimentación clínica. "

• Infección patente

La situación es similar a la infección prepatente, excepto que la invasión de la

larva en el músculo ya ocurrió. Las opciones para el tratamiento son las mismas que las

que se usan en el periodo de infecciones prepatentes de mas de 24 horas de duración

se intenta prevenir el daño en el músculo. En la práctica los compuestos derivados del

benzimidazol son los que se puede usar. El más antiguo de los fármacos que se utilizó

es el tiabendazol a dosis de 50 mg/ kg de peso a partir del segundo día de la ingesta de

carne infectada para evitar la aparición de síntomas y si se administraba entre el quinto

y noveno día después de la infección, se lograba mitigar en gran medida la

enfermedad, sin embargo, debido a las reacciones secundarias que por su uso se

presentaron durante el tratamiento, hoy en día este medicamento casi no se utiliza.100

Actualmente eí medicamento mas eficaz contra la triquinelosis es el albendazol,.
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El ahumado, la salazón y el desecado de la carne no son medidas eficaces para

eliminar la infección por larva muscular. La refrigeración a -5°C durante un periodo no

inferior a 20 días, a -25°C durante 10 días o a -28°C durante 6 días o la congelación

profunda -37°C, constituyen un tratamiento eficaz de la carne de cerdo que contiene

aislados de zonas templadas del parásito.1

Considerando que la principal fuente de transmisión de la triquinelosis al humano es la

carne de cerdo es importante considerar diversas medidas de control encaminadas a

evitar la infección tanto en el humano como en el cerdo.

Prevención de la infección del cerdo. Se consigue con la crianza higiénica, en

chiqueros bien construidos alejados de la basura y de las ratas.

Prevención de la infección del humano. En este aspecto convergen una serie de

medidas: a) educación sanitaria dirigida a crear el hábito de ingerir carne de cerdo y sus

derivados adecuadamente cocidas, b) centralización de la matanza de cerdo en

establecimientos sujetos a la inspección de carnes por parte de personal técnico idóneo

y responsable y c) tratamiento de las carnes por el frío durante un tiempo prolongado,

la congelación brusca a muy bajas temperaturas o el uso de sustancias radioactivas

como Co5S. Sin embargo estas medidas son ineficaces y requieren de un gran

despliegue de recursos materiales y tecnológicos que están muy alejados de la

realidad socioeconómica de los países en desarrollo102,,
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1.3. Métodos de diagnóstico TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

El diagnóstico de la triquinelosis humana depende de una combinación de

aspectos epidemiológicos, signos, síntomas y pruebas de laboratorio, las cuales están

directamente relacionadas con el tratamiento que debe sugerirse. Por tal motivo, el

diagnóstico de este parásito deberá contemplar las etapas: de invasión en el intestino,

de migración de la larva recién nacida por el torrente sanguíneo y la fase en que el

parásito invade los músculos de su hospedero.

La comprobación parasitológica es difícil porque requiere de un método directo

para el hallazgo de larvas por biopsia muscular Tras ia llegada de las larvas al músculo

esquelético, puede establecerse específicamente el diagnóstico mediante la

demostración de organismos libres o encapsulados en pequeñas muestras comprimidas

de los músculos deltoides, bíceps, gemelos, y sobre todo pectorales a partir de una

biopsia.

Inicialmente otro aspecto de gran importancia en la prevención de la transmisión de la

triquinelosis al humano es el diagnóstico específico y sensible de todos los animales

infectados con el parásito que representan una fuente de transmisión de esta

parasitosis. En el caso del diagnóstico de triquinelosis en animales procedentes de los

rastros, se emplean principalmente los métodos parasitológicos como la triquinoscopía

y la digestión artificial y ambos métodos se basan en la detección de la larva en el

músculo,, El método directo de compresión o triquinoscopía, requiere colocar una

porción del músculo de interés entre dos portaobjetos sujetos por tornillos,

posteriormente a la muestra se le agrega una gota de eosina y el tejido comprimido se
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observa al microscopio con pequeño aumento,.1'69 El uso del triquinoscopio permite la

detección de un número menor de parásitos en !a muestra, además del análisis de una

cantidad mayor de muestras en un tiempo más reducido que cu-ando se emplea un

microscopio simple, por lo que es útil en los rastros para analizar canales porcinas.

Aunque éste es un método confirmativo, si la infección no se detecta se debe a dos

factores que se consideran como desventajas: 1) que el hospedero presente una carga

parasitaria baja y 2) que la muestra se tomó en etapas tempranas de la infección,

cuando las larvas no se establecen en el músculo.

El otro método parasitológico, la digestión artificial, permite obtener la larva de T.

spiralis a través del tratamiento de la muestra de tejido muscular que se utiliza para el

análisis con una solución artificial de jugo gástrico que contiene una enzima (pepsina)

y ácido clorhídrico al 1% que en su conjunto liberan a las larvas de la tejido y pueden

ser colectadas posteriormente por medio de un embudo de Baerman (un embudo que

en su tallo tiene conectado un tubo de ensayo por medio de un tubo de látex),103 La

cuantificación de parásitos en la muestra se determina al analizar el sedimento con un

microscopio. Por esta técnica se puede detectar 1 larva/g de músculo lo que representa

la cantidad mínima para inducir triquinelosis clínica en el humano104,, Aunque la

sensibilidad de esta técnica es mayor que el método de compresión, su realización es

costosa, consume mayor tiempo para realizarse y tiene las mismas desventajas que

tiene la tríquinoscopía.

En rastros rurales, la triquinoscopía es el método de rutina que se utiliza para el control

de la triquinelosis porcina, no obstante, Prost, et al (1959), comprobaron que el uso de

este método en cerdos con infecciones leves por T. spiralis pasó por alto el 25% de

casos positivos103. Otro estudio realizado por Van Knappen (1980), estableció mediante
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un análisis a cerdos infectados experimentalmeníe con 500 a 1500 larvas de T. spiralis

que entre un 10 y 20% de casos positivos se detectaron por triquinoscopía, en

comparación con un 50% de casos positivos en los mismos cerdos a través del método

de digestión artificial 104, Acha y Szyfre (1989) y Soulé y Dupouy Carnet (1991),

consideraron al método de triquinoscopía menos sensible que el método de digestión

artificial, datos que coincidieron con lo que previamente se reportó por otros autores

58105 Sin embargo, Vignau et al. (1997) realizaron un estudio comparativo entre las dos

técnicas antes mencionadas y consideró que las diferencias atribuidas a la sensibilidad

entre triquinoscopía y digestión artificial estaban asociadas a probables errores en la

aplicación del método ya que los resultados de su trabajo, reportaron similitud entre

ambas técnicas.106

Actualmente para elaborar este tipo de técnicas de diagnóstico es importante

complementarlas o substituirlas por otras técnicas más sensibles y específicas que

permitan la atención a todos los animales infectados con Trichinella.

¡I '->.b Mo*cdoh Jínir t*

Los métodos clínicos para el diagnóstico de la triquinelosis incluyen 1) la historia

natural de la enfermedad, 2) la exploración física y 3) las pruebas paraclínicas.

Al referirse a la historia natural de la enfermedad en el humano es importante conocer

el tipo de alimentos ingeridos, los signos clínicos que se manifiestan durante las 5

semanas previas a la consulta y se deberá considerar los probables cambios en la

sintomatología relacionados al tiempo de evolución del padecimiento. La exploración

física permite hacer evidentes los síntomas de la triquinelosis, como el dolor muscular y

de articulaciones, disturbios visuales, así como el edema periorbital, lesiones

hemorrágicas en los glóbulos oculares y la fiebre. Finalmente, entre las pruebas
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paraclínicas de mayor valor para el diagnóstico se encuentran la determinación

cuantitativa de eosinófilos circulantes, niveles de enzimas séricas como la CPK

(difosfofructoaldolasa) y deshidrogenasa láctica (LDH) y el electrocardiograma. Sin

embargo, éstas no son pruebas confirmatorias exclusivas de la enfermedad. La CPK y

LDH incrementan a partir de la segunda semana de la infección y persisten hasta la

quinta semana 24.

s ooniloy' ;J*J

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

En los últimos años una serie de técnicas de inmunodiagnóstico se desarrollaron

con el objeto de detectar ía presencia de anticuerpos anti- T. spiralis. Muchas de estas

pruebas serológicas fueron poco sensibles y específicas para detectar anticuerpos

producidos en una infección leve y se puede presentar una interpretación errónea de

*l C\~7

los resultados cuando no se usan antígenos específicos y bien definidos .

Técnicas como la precipitación en anillo, han permitido detectar casos humanos de

triquinelosis,108 sin embargo el éxito de esta técnica no logró complementarse debido a

la detección de reacciones falso positivas con otras enfermedades como la

mononucleosis infecciosa. 109 La microprecipitación110, se utilizó como otra forma de

diagnóstico para T. spiralis, su aplicación requirió del uso de la larva muscular o el

estado adulto como antígeno, a éste se le adicionó el suero del paciente y si había

anticuerpos contra el parásito, la reacción se manifestaba con la formación de un

precipitado alrededor de los orificios bucal y anal del gusano después de 24 horas de

incubación. La técnica representó un alto grado de especificidad pero la necesidad de

contar con el parásito viable y el tiempo de consumo para su realización impidieron el

uso rutinario de esta técnica. Otra prueba, la doble inmunodifusión utilizó como

antígeno, extractos solubles totales de la larva que se obtenía de músculo. La técnica
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requería de 24 - 48 horas para indicar resultados y no detectó bajos niveles de

anticuerpos. Su sensibilidad fue similar a la microprecipitacióix 111

La reacción de fijación del complemento demostró su utilidad para el diagnóstico de

la triquinelosis en estudios epidemiológicos, mediante la detección del antígeno o de

anticuerpos en fluidos biológicos112'113. Se consideró una prueba muy superior a la de

precipitación por tener menos reacciones falso positivas y se deíectó su utilidad hasta

después de 12 meses de infección. Kagan en 1974 reportó que la prueba tuvo

variabilidad en sensibilidad y especificidad y adoleció del inconveniente de utilizar

reactivos difíciles de conseguir y preparar. 108

La contrainmunoelectroforesis se utilizó por primera vez para el diagnóstico de

triquínefosis humana por Despommier et al. (1986) con una fracción antigénica "P"

enriquecida con granulos de esticocitos de larva en músculo y 104 sueros humanos con

síntomas clínicos de triquinelosis y con una reacción positiva a la floculación con

bentonita. Sus resultados indicaron que del total de sueros que se analizaron solo 94

dieron reacción positiva por contrainmunoelectroforesis113. E! ensayo fue sensible

específico y rápido de realizar, sin embargo su utilidad se restringió a un solo grupo de

antígenos y al elevado costo para su realización. Para mejorar la sensibilidad de esta

prueba, Dzbinski et al. (1974) emplearon antígenos marcados con C14 y revelaron la

reacción por autorradiografía, sin embargo el tiempo de realización fue muy largo y por

tal motivo el ensayo dejo de usarse.114

Basado en reacciones de aglutinación y por tratarse de una prueba simple, rápida y

reproducible, la floculación con bentonita fue el ensayo de inmunodiagnóstico de

mayor utilidad para detectar casos de triquinelosis. En esta prueba, se reportó una

sensibilidad del 97% y una especificidad del 90% en títulos de diagnóstico desde 1: 5
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que llegaron a ser tan altos como 1: 160 y persistir por años aunque en títulos mas
A A C

bajos . Las pruebas de floculación fueron mas simples para el diagnóstico serológico

de la triquinelosis, pero la técnica no encontró una amplia aplicación debido a la

dificultad de combinación de los antígenos del parásito con los acarreadores (colesterol,

látex y bentonita). No obstante, la técnica de floculación con bentonita se utilizó mucho

en el diagnóstico habitual y se aplicó como técnica estándar para el diagnóstico de

triquinelosis en laboratorios centrales de referencia Aunque por este método se

detectaron reacciones falsas positivas y reacciones falsas negativas116.

Kagan y Bargai (1956), emplearon la técnica de hemaglutinación para el diagnóstico

serológico de la triquinelosis en infecciones experimentales en ratas y conejos 108,

mientras que Price y Weiner (1956) empleando ia misma técnica para el diagnóstico de

infecciones humanas observaron un 100% de sensibilidad de esta prueba respecto a la

de fijación por complemento y un 300% más sensible que la prueba de precipitación, A

pesar de ser una prueba útil en el diagnóstico, presentó el inconveniente de producir

notables variantes por azar117.

La prueba de inmunofluorescencia para el diagnóstico de la triquinelosis en un

principio representó una alternativa que se usó por diversos investigadores, que les

reportaron resultados diferentes con relación a la especificidad y sensibilidad de

acuerdo a la fuente de antígeno utilizada,118'119'120'121. Otro estudio realizado por

Ivanoska et al.(1989) reportó el 100% de casos positivos en pacientes con signos

clínicos y síntomas indicativos de triquinelosis en comparación con un grupo de

pacientes con sintomatología clínica de otro tipo, pero sospechosos a la infección con T.

spiralis, en ellos se detectaron anticuerpos anti- T. spiralis en un 46% de muestras 122

La aplicación de este método en el diagnóstico de la triquinelosis ia realizó Sadun et al
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(1962) quienes utilizaron larvas muertas obtenidas de músculo como antígeno 123,

Posteriormente Sultzer (1965) utilizó la cutícula del parásito con el propósito de obtener

antígeno más estable y obtuvo los mismos resultados que los que se obtuvieron con el

antígeno total.,124

En la actualidad, para la aplicación de este método de diagnóstico se utilizan cortes

congelados de larvas así como el parásito completo como antígeno, Ljungstrom et al,

(1983) y Saathoff et al. (1986), reportó que la inmunofluorescencia directa fue un

método específico y detectó anticuerpos a partir del sexto día de aparición de las

manifestaciones clínicas la enfermedad, el patrón de tinción en cortes de la larva se

distribuyó tanto en la cutícula como en el esticosoma e intestino,, Los anticuerpos

presentes durante la infección fueron; IgA que persistieron después de 4 meses, IgM

hasta 5 meses e IgG que se detectó en un 50% de los pacientes después de 2 años de

infección Este método fue mas sensible que la fijación por complemento,

hemaglutinación y doble inmunodifusión con una inespecificidad muy baja, Los autores

confirmaron la importancia de la utilidad de esta técnica como diagnóstico para la

triquinelosis humana, pero al no poder aplicarse con facilidad en áreas rurales debido

al equipo especial que requiere para realizarse, sus perspectivas fueron limitadas125'126.

Con este antecedente Ben et al. (1997), aplicaron la inmunohistoquímica enzimática

para detectar casos de triquinelosis en humanos De acuerdo con sus resultados, la

técnica no mostró resultados falso negativos y por las características de ser barata,

sencilla y altamente reproducible a temperatura ambiente se consideró útil en estudios

de áreas endémicas principalmente y dé éstas en zonas rurales 127,

Con relación a técnicas inmunoenzimáticas, desde su introducción en 1976, el ELISA

se ha usado con éxito para detectar la enfermedad en el humano como en el cerdo.
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Engvall y Ljungromm (1975), aplicaron por primera vez el ELISA en el diagnóstico de la

triquinelosis humana con un antígeno de extracto salino total de la larva que se obtuvo

de músculo. Como resultado, estos investigadores confirmaron la alta sensibilidad de la

prueba pero no se descartó la reacción cruzada en 5 sueros de pacientes con filariasis,

Un aspecto importante en este tipo de diagnóstico fue la identificación de antígenos que

tuvieron como característica principa! su alta especificidad inmunogénica128, A este

respecto diversos estudios reportaron antígenos a partir de un extracto crudo de larva

de T. spiralis^29, parcialmente purificados y productos de excreción secreción derivados

"in vitro" a partir de la larva obtenida de músculo130, que en conjunto fueron altamente

sensibles y específicos para los ensayos de ELISA131. A este respecto los ensayos

serológicos del tipo de ELISA e inmunotransferencia (ÍET) representaron una alternativa

al diagnóstico de triquinelosis porcina, en la literatura existen varios reportes de la

utilidad de antígenos purificados a partir de la larva muscular de T. spiralis con el uso

de estas técnicas, que han permitido un diagnóstico sensible y específico del parásito

en cerdos, además se ha sugerido que la IET puede usarse como un método de

diagnóstico confirmativo y que el patrón de reconocimiento antigénico de la larva

muscular que se obtiene con suero de animales está muy bien caracterizado,132-133

Otros trabajos reportaron el ELISA indirecto para el inmunodiagnóstico de T spiralis en

humanos y cerdos y al tomar en cuenta la sensibilidad y especificidad del ensayo sus

resultados dependieron mucho de la calidad de los antígenos134'135. Mahannop et al

(1995), utilizaron un antígeno a partir de extracto crudo de larvas para detectar

anticuerpos en sueros de 2 grupos de pacientes y controles sanos; sus resultados

indicaron una sensibilidad del 100% en sueros de pacientes con triquinelosis

confirmada a los 57 días después del consumo de carne de cerdo infectada136. Estos
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resultados con un antígeno somático crudo, les permitió comparar su efectividad a la del

antígeno de excreción-secreción en términos de sensibilidad,, Aunque el antígeno

somático crudo fue muy específico (96.8%) con relación al antígeno de excreción-

secreción que tuvo el 100%, la diferencia y posible ventaja del primer antígeno fue su

fácil preparación, su bajo costo y su capacidad de detectar infecciones cuando los

pacientes desarrollaron síntomas e ingresaron al hospital lo que lo hizo mas factible en

comparación con el antígeno de excreción- secreción que detectó casos positivos 2

meses después de la infección. Sin embargo, los ensayos serológicos realizados con el

extracto total de la larva muscular de T, spiralis no evitaron las reacciones cruzadas

con otro tipo de parasitosis como : capilariasis, gnathostomiasis, opistorquiasis,

estrongiloidiasis e infecciones por uncinarias136 y aunque los autores propusieron el uso

alterno de IET que identificó la proteína antigénica de 109 kDa específica para T,

spiraüs, el análisis serológico a través de un antígeno crudo como el que usaron los

autores limitó sus funciones.

Es importante hacer mención que este tipo de ensayos con el uso de antígenos

purificados, reduce considerablemente las reacciones falso positivas con otros

parásitos, pero todos ellos están encaminadas al diagnóstico tardío de la infección,

cuando el parásito está establecido en el músculo.

I 3 J D aynob'jco po- Í̂L<:«CCIO \ un Cadena Je c Pcl

Desde su creación la amplificación de segmentos de DNA mediante la técnica de

la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) se utiliza en muchos laboratorios con

múltiples aplicaciones en diferentes campos de la biomedicina. Dentro del campo de la

microbiología, la PCR se utiliza para el diagnóstico rápido y preciso de infecciones
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producidas por bacterias, hongos y virus y es particularmente útil en aquellos

microoorganismos difíciles de detectar por análisis microbiólogicos directos y de cultivo,

como ejemplo están las enfermedades infecciosas como el SIDA, hepatitis viral B y

citomegalovirus137. En el campo de la parasitología, esta técnica ha sentado las bases

para el desarrollo de una nueva generación de métodos diagnósticos basados en la

identificación del material genético de diferentes parásitos. Las ventajas de la PCR para

la detección de Cryptosporidium spp en muestras clínicas, fueron: su alta sensibilidad,

facilidad para su uso, la ventaja del análisis de varias muestras al mismo tiempo,

relativo bajo costo, y la eliminación de falsos positivos encontrados en reacciones

cruzadas de anticuerpos a especies de protozoarios no patógenas y la tipificación

potencial de sus aislados138.

Sondas específicas para hibridación e iniciadores específicos para realizar la PCR, se

desarrollaron para designar la identificación de otros parásitos protozoarios como

Plasmodium spp, Toxoplasma gondii, Leishmania spp y Trypanosoma cruzi,

demostrando la eficiencia e importancia de las técnicas de biología molecular para el

diagnóstico de parásitosis139'140.

A la fecha, Tríchinelfa es motivo de diversos análisis a nivel genético, de ésta forma, se

considera que el tamaño del genoma de T, spiralis es de 2.53 x 108 pares de bases y

consiste de aproximadamente 42% de secuencias repetidas141. Se han llevado a cabo

estudios para distinguir diferencias entre especies de Trichinella, basados en los

patrones de secuencias repetidas obtenidos de digestión del DNA genómico con

endonucleasas U2. Dos familias de secuencias de DNA repetido de diferentes aislados

se analizaron, la familia de 1.7 kb de T. spiralis™3 y la familia de 482 pb UPB3.7144. La

familia de DNA repetido de 1.7 kb consiste de 2800 copias y la secuencia del
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monoméro se determinó a partir de ésta y se diseñaron iniciadores para el diagnóstico

de la triquinelosis por PCRT así como en la identificación de especies. Posteriormente

este fragmento se clonó en un plásmido puC9 (pPra) y su secuencia fue determinado

por de Vos et al (1988)145. Dupouy-Camet et al. (1991) utilizo la PCR para amplificar un

fragmento de la secuencia repetida (pPra) en ratones infectados experimentalmente con

7*, spiralis,. Los autores obtuvieron 2 productos de amplificación de 800 y 602 pb

empleando 2 ng de DNA que correspondió a 0.02 de larva de T, spiralisue. Bajo las

mismas condiciones no se obtuvo amplificación de DNA de T. nativa, lo que indicó que

la secuencia era exclusiva de T. spiralis. El resultado de este trabajo, confirmó lo

realizado por Dick et al. (1990) quienes con la técnica de hibridación y una sonda con

pPra, no híbrido con el DNA extraído de una cepa tipo silvestre de T. nativa147, además

demostró demostró que el fragmento fue específico para detectar infecciones por

aislados de tipo doméstico y propone a la técnica de PCR como alternativa en estudios

epidemiológicos o en la clasificación de diferentes aislados de Trichineila. Un año mas

tarde Dick et al (1992)148, desarrolló iniciadores basados en secuencias de DNA

repetidas del fragmento de 1.6 kb que le permitieron amplificar por PCR, DNA de

aislados porcinos de Trichineila a partir de una sola larva en tejido muscular. Los

iniciadores pPra, identificaron aislados de T. spiralis como porcinos a pesar de la fuente

geográfica y el origen de la especie hospedera. Los estudios realizados por PCR antes

mencionados, se realizaron a partir de DNA de larva muscular y/o de músculos de

animales infectados con el parásito durante la fase tardía de la infección. Sin embargo

mediante la PCR, existen posibilidades para el diagnóstico de la triquinelosis, en la fase

temprana de la infección,, Durante el ciclo de vida de T. spiralis, ía larva recién nacida

migra a través del torrente sanguíneo a las células musculares, siendo en este período
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cuando se puede hacer un diagnóstico temprano de esta parasitosis y permitir el

empleo de fármacos que tengan efectos contra el parásito e impedir que cause daño a

nivel muscular. Soulé et al (1993) detectaron por PCR empleando ios mismos

iniciadores pPRA149, del parásito en sangre de caballos experimentalmente infectados,,

Los productos de amplificación obtenidos fueron los específicos de 602 y 800 pb así

como una amplificación inespecífica de 200 pb entre los 6 y 14 días post-infección,. Los

animales se reinfectaron nuevamente con T. spiralis pero el DNA del parásito no se

detectó en sangre y los autores lo atribuyeron a una reacción inmune a nivel intestinal

que provoca una rápida expulsión de gusanos adultos y la posterior inhibición de la

instalación de la hembra, así como la destrucción de la larva recién nacida

Posteriormente, Robert et al. (1996) usaron la técnica de PCR con los iniciadores de la

secuencia repetida de 1.6 kb mencionada anteriormente como específica para T.

spiralis 157'159 , con el objeto de detectar larvas en sangre que se colectó en pacientes

durante la cuarta a sexta semana después de haber obtenido la infección y que estuvo

relacionada al consumo de carne de caballo durante un brote en París en 1993. Sus

resultados presentaron la detección de 2 pacientes positivos de un total de 37, evento

normal, si se considera que ia toma de la muestra se realizó en el periodo de la fase

muscular la enfermedad, donde se observaron cargas parasitarias bajas (1 ó 2

parásitos por cada 100 mg de múscuio en cada biopsia positiva), Sin embargo los

resultados que se obtuvieron en este trabajo fueron interesantes, debido a que

demostró la utilidad de la PCR como técnica de diagnóstico en humanos, que sería

mejor evaluada en la fase temprana de infección150,

Posteriormente Uparanukraw y Morakote (1997), confirmaron el uso de la PCR para

detectar larvas recién nacidas de T. spiralis en sangre de ratones infectados
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experimentalmente151. Los autores utilizaron dos diferentes iniciadores pPRA y TsP49,

homólogos por amplificar ei fragmento de DNA de 850 pb. Sus resultados demostraron

que con ei uso de la PCR fue posible detectar DNA del parásito en la fase temprana

de infección en ratones infectados experimentalmente y que los iniciadores pPRA

amplificaron fragmentos de 850, 650 y 250 pb, mientras que con los iniciadores TsP49,

se observó que no siempre se detectó la amplificación del fragmento de 650 pb en las

muestras de sangre analizadas. Esta diferencia en los resultados obtenidos se explicó

por los autores, a que los iniciadores derivados de pPRA amplifican un alto número de

copias de DNA repetido de 1.6 kb, mientras que el número de copias del gene P49 que

derivó los iniciadores TsP49 no se ha determinado Estos estudios muestran lo

realizado por Soulé et al. (1993)149 ratificando el uso de la PCR en la detección de una

infección temprana provocada por T. spiralis en dos modelos animales distintos.

39



2. JUSTIFICACIÓN

Existen pocos estudios relacionados con la prevalencia de T, spiralis en México,

y como consecuencia de ello no, se conoce la situación epidemiológica de la

enfermedad que produce este parásito, tan solo documentada por algunos casos

aislados reportados en diferentes estados de la República Mexicana. El diagnóstico que

se realiza actualmente de esta parasitosis está dirigido a la fase tardía de la infección,

cuando el parásito se encuentra en músculo dificultando el tratamiento de la

triquinelosis, debido a que los fármacos empleados para su tratamiento son menos

eficaces en esta fase de la infección,, Por tal motivo resulta de interés contar con

métodos que permitan el diagnóstico de la triquinelosis durante la fase temprana de

infección que facilite su tratamiento impidiendo que el parásito invada y dañe los

músculos del paciente. Es por esta razón que técnicas sensibles y específicas basadas

en la biología molecular como la PCR, pueden ser aplicadas al diagnóstico de la

triquinelosis durante la fase temprana de infección permitiendo un mejor control de esta

enfermedad. Sin embargo, es necesario realizar análisis de este tipo de técnicas para

su evaluación y estandarización, utilizando un modelo murino que permita

posteriormente utilizarlas en el diagnóstico de triquinelosis humana.
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3. HIPÓTESIS

La amplificación de la secuencia de 1.6 kb (pPRA) de Trichinella spiralis en

sangre de ratones infectados con el parásito en diferentes días post-infección, permitirá

determinar la presencia de DNA de larvas recién nacidas de! parásito en periodos

tempranos de infección,,
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

• Aplicar la técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la

detección temprana de Tríchinella spiralis en ratones infectados

experimentalmente,,

4.2. Objetivos particulares

• Estandarizar la técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR),

empleando DNA de larvas recién nacidas (LRN) de T. spiralis y los iniciadores

pPRA.

• Determinar la sensibilidad de la PCR, empleando diferentes concentraciones

de DNA obtenido de LRN de T. spiralis „

• Determinar la presencia de larvas recién nacidas (LRN) de T. spiralis en

sangre de ratones infectados experimentalmente colectada a diferentes

tiempos después de la infección.
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5. MATERIAL Y MÉTODOS

5.1. Parásitos

En este estudio se usó un aislado de T.spiralis obtenido de cerdo infectado

naturalmente (fase de larva L|) y mantenida en ratas Wistar, el cual fue proporcionado

por el departamento de Genética y Biología Molecular del Centro de Investigaciones y

Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV). Las larvas se

obtuvieron mediante la digestión con jugo gástrico artificial (pepsina-HCI 1 %). a partir de

músculo de ratas infectado con el parásito152

5.2. Animales de experimentación

Se usaron ratones de la cepa BALB/c hembras de 6 semanas de edad, las

cuales fueron mantenidas en ventilación con 15 a 20 cambios de aire por hora,

condiciones constantes de luz- obscuridad (10x14 horas), temperatura (20- 23°C) y

humedad (40-60%) provistos de alimento y agua ad livitum.

5.3. Mantenimiento del ciclo de vida y obtención del parásito a partir de

músculo de rata infectada con T. spiralis.

Una vez obtenidas las larvas viables se procedió a infectar un lote de 3 ratas tipo

Wistar hembras de 6 semanas de edad. La infección se realizó vía oral y a cada rata se

le administraron 700 larvas de T. spiralis suspendidas en Bactoagar al 0 2% con una

jeringa unida a una cánula intragástrica. Los animales fueron sacrificados entre los días

30- 35 post-infección y se obtuvieron las larvas del músculo152, las cuáles se emplearon
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para el mantenimiento del ciclo de vida del parásito y la posterior infección de los

animales.

5.4. Infección y colecta de sangre

Un iote de 33 ratones hembras BALB/c de 4-6 semanas de edad se infectó con

300 larvas de T. spiraüs vía oral. Otro lote se usó como control con el mismo número y

características del lote experimental. A los dos lotes se les tomó sangre antes de iniciar

el experimento para considerar el día cero. En ambos grupos se sacrificaron en forma

aleatoria 3 ratones por cada día que comprendió la cinética de infección:

0,3,5,7,10,12,15,17, 20,22,30 y 35 días post-infección. La sangre se colectó de la vena

cava en EDTA 0.5 M, se procesó para la extracción de DNA y se congeló a -20°C hasta

su uso152.

5.5. Obtención del estadio adulto de T. spiralis para verificar que los

animales estuvieran infectados en la fase temprana de infección

De cada uno de los animales infectados se obtuvo el intestino delgado,. El

intestino se lavó con amortiguador de fosfatos 1X, se cortó longitudinalmente para

exponer el epitelio intestinal, y se fragmentó en cortes de 3 cm que posteriormente se

depositaron en embudos de Baerman a 37°C durante 3 horas sin agitación. (Blair,

1983),. Posterior a este tiempo se colectó el sedimento con el contenido intestinal, se

lavó dos veces con amortiguador de fosfatos 1X y se observó al microscopio153.
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5.6. Extracción de DNA de sangre de los lotes control y experimental de

ratones infectados con T. spiraüs.

El DNA se aisló de 200 ul de sangre colectada en EDTA 0.5 M y se siguió el

protocolo propuesto por Sambrok et al (1989) 154.A la sangre se le agregó solución de

lisis (NaCI 0.1 M y EDTA 0.1M) en una proporción 1:1 con la sangre. A la solución se le

agregó Proteinasa K en concentración de 0,1 mg/ mi y SDS 0.5% y se incubó a 55°C

en un tiempo mínimo de una hora. Posteriormente, el DNA se extrajo con fenol-

cloroformo- alcohol ¡soamílico, se precipitó con 0.1 volúmenes de NaAc 3M y 2.5

volúmenes de etanol absoluto frío. El DNA fue disuelto en TE -¡Tris-HCI 10 mM (pH 8.0)

EDTA 1rM} durante 1 hora a 37°C. Después de otra extracción con fenol-cloroformo y

posterior precipitación con NaAc 3M y etanol absoluto durante toda la noche a -20°C

se centrifugó a 8000g durante 30 minutos a 4°C y se secó en Speed Vac (Modelo 110-

Savant). El DNA se suspendió en 50¡x\ de agua y se le determinó concentración y

pureza por la absorbancia de rayos UV en espectrofotómetro (Modelo Beckman DU

640).

5.7. Amplificación de DNA por la Reacción en Cadena de la Polimerasa

(PCR)

La técnica de PCR se realizó de acuerdo a lo mencionado por Dick et al (1992)148

en 50 |J de mezcla de reacción con MgCl2 1.5,mM; doxinucleótidos trifosfatados 0.2mM

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP); amortiguador regulador (Tris-HCI pH 8.3, KCl 50 mM)

10X; iniciadores 1¿iM; DNA blanco 500 ng y 1.25 unidades de Taq DNA polimerasa.

Como iniciadores se usaron los oligonucleótidos 5*CTTGTAAAGCGGTGGTGCGTA3' y
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5'CATAGAGGAGGCAACATTACCT 3'que amplifican la secuencia repetida de la clona

p Pra específica para T. spiralis.

También se determinó la sensibilidad de la PCR con diferentes concentraciones de

DNA de larvas de T. spiralis obtenidas de músculo (LM), (500, 300, 200, 100, 50, 30,

12, 6, 2, 1 ng y 500, 200, 100 y 90 pg, así como el DNA equivalente a distinto número

de larvas (LM), (200, 100, 80, 70, 60, 50, 30, 20,15,10, 5 y 1 larva). La amplificación

consistió de 30 ciclos (1 minuto a 93°C, 1 minuto a 55aC y 3 minutos a 72°C en un

termociclador programable (Perkin Elmer Cetus), Todos los productos de PCR fueron

analizados en geles de agarosa al 1.5 %, teñidos con bromuro de etidio y visualizados

por transilumínador de rayos UV, comparados con marcadores de bajo peso molecular

(BioRad) y DNA amplificado de larvas (LM) de T. spiralis como control positivo y DNA

de sangre de ratón no infectado como control negativo.

5.8 Southern blot

Para realizar la transferencia, ¡os geles fueron tratados previamente con una

solución acida (HCI 0.25 N) que fragmentó el DNA, se desnaturalizó con una solución

básica (NaOH 0.5M, NaCI 1.5 M) y se neutralizó con una solución alcalina (Tris-HCI pH

8 y NaCI 1.5M). Los fragmentos de DNA amplificados se transfirieron a la membrana de

Nylon Hyband-N (Armershad) por arrastre salino con una solución con alta

concentración de sales (SSC 20X)155.

5.9. Hibridación

Las membranas fueron incubadas en amortiguador de hibridación (SSC 5X, SDS

0.1%, reactivo de bloqueo 0.5%, solución Denhardt 5% y 100 ng/ml de esperma de
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salmón), con lo que se prehibridó durante 1 hora como tiempo mínimo e hibridó toda la

noche a 65°C con la sonda complementaria marcada con fluoresceina. Posteriormente

las membranas se lavaron con amortiguadores de diferente astringencia (SSC2X-SDS

0.1% y SSC 0.1X- SDS 0.1%) a 65°C por 15 minutos cada uno. Se incubaron durante

10 minutos a temperatura ambiente en Tris-HCI 0.1M pH 7.5 y NaCÍ 0.1M y en un

reactivo de bloqueo (Tris-HCI 0.5% o.1M pH 7.5 y NaCI o.1M) 1 hora a 37°C. Para la

inmunodetección, se utilizó un anticuerpo conjugado (antifluoresceína unido a

peroxidasa) y la actividad enzimática fue revelada por quimioluminiscencia con el

sustrato H2O2 y luminol. La membrana preparada se colocó en un cassette de

exposición y el film se reveló155.

47



6. RESULTADOS

6.1. Infección

6.1.1. Determinación del inoculo adecuado para la infección de ratones

BALB/c con T .spiralis.

Se analizaron cuatro diferentes inóculos para establecer la mortalidad inducida

por un aislado de T. spirafis en ratones hembras de la cepa BALB/c. En la figura 7, se

puede observar que con 700, 500 y 300 larvas se encontraron diferencias en la

mortalidad. Con el inoculo de 100 larvas, todos ios animales sobrevivieron, sin

embargo al concluir 30 días después de la infección, todos los ratones se sacrificaron y

se determinó el número de animales infectados. Se encontró que con el inoculo de 100

larvas de 7". spiralis, 4 de los 15 animales utilizados en este experimento, no se

infectaron, lo que corresponde a un 26.6 % de mortalidad, mientras que, con el inoculo

de 300 larvas, todos los animales estuvieron infectados.
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Fig. 7 Determinación del inoculo adecuado para la infección de ratones BALB/c
con T. spirafis. Se indica el número de animales sobrevivientes respecto al los
días post-infección,

6.1.2. Obtención de formas adultas de T. spirafis

Se tomó el intestino de cada uno de los 3 ratones correspondientes al grupo

experimental y al grupo control negativo de cada día post-infección. El análisis al

microscopio de luz con aumento de 40X, de cada intestino, permitió observar parásitos

en su fase adulta en todos los ratones infectados con 7' spiralis desde el día 3 hasta el

17 post-inocuio Los intestinos de los ratones del grupo control negativo no presentaron

parásitos (Fig. 8).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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6.1.3. Obtención de larvas a partir de músculo de rata y ratones infectados

con T. spiralis

Se obtuvo la fase infectiva de T.spiralis (larva L1) mediante la digestión con jugo

gástrico artificial (Pepsina-HCI 1%) procedente de músculo de ratas Wistar infectado

con T.spiralis. La observación al microscopio de luz con aumento 40X estableció la

presencia de larvas viables. La viabilidad de los parásitos se determinó medíante la

observación de su movimiento. Se obtuvo el músculo de cada ratón correspondiente al

grupo experimental y al grupo control negativo, y se realizó el mismo procedimiento

mencionado para la obtención de larvas a partir de músculo de rata. Se observó ía

presencia de larvas de T. spiraiis en músculo, sín la formación completa de la célula

nodriza a partir del día 20 post-infección, en el día 25 ésta formación se observó mas

avanzada y en el día 30 se observó a ía larva dentro de una célula nodriza

completamente formada (Fig. 9).
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100x

40x

D

10© x

Fig. 8. Observación microscópica de adultos de T spiralis obtenidos a partir de ratones
BALB/ c infectados experimentafmente con el parásito A. Macho B Acercamiento de!
macho, mostrando las papilas copulativas C Hembra D. Acercamiento de larvas
embrionadas dentro de la hembra
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40 x

Fig. 9. Observación microscópica de larvas de T.spiralis en músculo de ratones BALB/c
infectados experimentalmente con el parásito A. Larva en músculo en el día 25 post-
infección, la flecha indica su esticosoma B. Larva en músculo en eí día 30 post-
infección donde se observa ia formación completa de la célula nodriza. C. Larva
digerida por jugo gástrico artificial, liberada del músculo

FALLA DE ORIGEN
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6.2. Extracción de DNA de sangre de ratones no infectados e infectados con

T.spiralis.

Una vez que se realizó la extracción de DNA por la técnica de fenol-cloroformo-

alcohol isoamílico, se midió su concentración y pureza en un espectrofotómetro La

pureza se determinó dividiendo los valores de absorbencia 260 entre los valores de

absorbancia 280 Posteriormente se analizaron usando geles de agarosa al 15%

teñidos con bromuro de etidio Como se puede observar en la figura 10, en todos los

casos se obtuvo DNA genómico con purezas de entre 1.5 a 1,7. El DNA presentó un

alto peso molecular, no mostró signos de degradación y su patrón de migración fue muy

similar entre el os.

Kb

Fig. 10. Análisis electroforético en geles de agarosa al 1% del DNA extraído de sangre
de ratones infectados con T.spiralis así como de animales no infectados. A. Grupo
experimental. B Grupo control negativo.
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6.3. Análisis de productos de PCR obtenidos con diferentes

concentraciones de DNA de larvas de T. spiralis.

Se procedió a realizar por PCR, el análisis de los productos obtenidos con

diferentes concentraciones de DNA de larva (LM) desde 500 ng hasta 90 pg. Se

observó que hasta con 100 ng se amplificó el doblete de 600, 800 y una banda de 200

pb, mientras que con 12 ng hasta 500 pg, no se observó la amplificación del producto

que corresponde al peso molecular de 200 pb. Se utilizaron controles para dar validez al

ensayo y como se observa, el control positivo a partir de una muestra de diafragma de

ratón infectado con T.spiralis, amplifico los fragmentos esperados de 800 y 600 pb,

mientras que el control negativo, procedente de una muestra de sangre de ratón sin

infectar, no amplificó nada (Fig 11A).

6.4. Análisis por hibridación de los productos de PCR obtenidos con

diferente concentración de DNA de larvas de T. spiralis.

Se realizó el análisis por hibridación de los productos obtenidos por PCR con

diferente concentración de DNA larvas de T.spiraiis, con la sonda pPRA, marcada con

fluoresceína y revelada por quimioluminiscencia. Se detectaron los productos de

amplificación específicos de 600 y 800 pb observados por PCR y el producto de 600 pb

fue el único que se observó cuando se usaron 100 pg de DNA. El fragmento de 200 pb

no híbrido con la sonda específica pPRA (Fig 11a).
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800
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1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Fig. 11. Productos de amplificación obtenidos de diferentes concentraciones de DNA
de larva (LM) de T.spimlis analizados con geles de agarosa a! 1.5%. (11 A). 500ng
(línea 1), 300ng (línea 2), 200ng (línea 3), 100ng (línea 4), 50ng (línea 5), 30ng (línea
6), 12ng (línea 7), 2ng (línea 8), 500pg (línea 9), 1OOpg (línea 10) y 90pg (línea 11)
Control positivo, 500ng de DNA obtenido de diafragma infectado con larva (LM) de
T.spimlis (línea 12) y control negativo, 500ng de DNA de sangre de ratón (línea 13)
Hibridación de productos de PCR con una sonda marcada con fluoresceína.(11a).
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6.5. Análisis de productos de PCR obtenidos con diferentes número de

larvas de T.spiralis.

Para determinar !a sensibilidad del ensayo, se analizaron muestras de DNA

obtenido a partir de 200 larvas hasta 1 larva y los productos de amplificación

específicos de 600 y 800 pb se observaron desde 200 larvas hasta 20 larvas (LM). Se

detectó la amplificación de un fragmento'de 200 pb que se observó con claridad hasta

con 20 larvas y que desapareció con un número menor a 10 larvas. El control positivo a

partir de DNA de 500 larvas LM, híbrido los productos específicos esperados de 800 y

600 pb, mientras que no se observó hibridación en el control negativo (Fig. 12A).

6.6. Análisis por hibridación de los productos de PCR obtenidos con

diferente número de larvas de T.spiralis.

Para determinar la especificidad de los productos amplificados por PCR, se

realizó un análisis por hibridación a los productos obtenidos por PCR con diferente

número de larvas (LM) de T.spiraíis, Los resultados obtenidos, detectaron a los

fragmentos amplificados por PCR de 600 y 800 pb, pero también el fragmento de 200

pb que fue imperceptible a partir de 5 larvas (Fig.12a). Este resultado fue inesperado,

debido a que en análisis anteriores el fragmento de 200 pb no había sido detectado por

hibridación, lo que hacía suponer que era inespecífico*
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8 9 10 11 12

Fig. 12. Productos de amplificación obtenidos de DNA de diferente número de larvas
(LM) de T.spiraíis analizados con geles de agarosa a! 1.5%. 200 larvas (A) (línea 1),
100 larvas (línea 2), 80 larvas (línea 3), 70 larvas (línea 4), 60 larvas (línea 5), 50ng
(línea 6), 20 larvas (línea 7), 10 larvas (línea 8), 5 larvas (línea 9) y 1 larva (línea 10) 1.
Control positivo DNA de 500 larvas LM (línea 11) y control negativo de DNA de sangre
de ratón no infectado (línea 12). (a). Hibridación con sonda pPRA marcada con
fluoresceína.
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6.7. Análisis de productos de PCR obtenidos con DNA genómico de sangre

de ratones no infectados e infectados con T. spiralis.

La técnica de PCR pudo amplificar DNA de larva (LRN) T.spirafis en ratones

infectados a partir del día 5 post-infección utilizando los iniciadores pPRA Los

productos de amplificación fueron de 600 y 800 pb. (Fig 13A). La toma de muestra de

cada ratón se realizó hasta el día 35 post-infección y en este tiempo se detectó la

amplificación de DNA del parásito hasta el día 17. En los siguientes días post-infección

los fragmentos amplificados de DNA que se observaron en la fase temprana de

infección, no se detectaron en la fase de invasión del parásito en el músculo de cada

uno de los ratones analizados. (Fig 14B). Se usaron dos muestras de sangre como

controles, una positiva procedente de la sangre de un ratón infectado

experimental mente con 500 larvas (LM) de T.spirafis y que se sacrificó en el día 8 post-

infección para obtener adultos y larvas (LRN) del parásito y otra muestra negativa

procedente de la sangre de un ratón no infectado. Los análisis por PCR amplificaron

los fragmentos esperados de 600 y 800 pb en el control positivo y en el lote control no

se amplificó DNA del parásito.

6.8. Análisis por hibridación de los productos de PCR obtenidos con DNA

de sangre de ratones infectados y no infectados con T. spiralis.

Al realizar la transferencia de los geles de agarosa al 1% en membranas de

Nylon, con una sonda pPRA, marcada con fluoresceína y revelada por

quimioluminiscencia, se pudo detectaren el grupo de ratones infectados con T.spiralis,

una amplificación entre 600 y 800 pb, que desapareció en el día 20 post-infección y

volvió a aparecer en el día 35 post- inoculo. Se pudo observar que esta técnica fue mas
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volvió a aparecer en el día 35 post- inoculo. Se pudo observar que esta técnica fue mas

sensible que la PCR, que por este análisis no detectó nada en el día 35 post-infección

(Figuras 13a y 14b).

M 1 10 11 12 13

800
600

800
600

Fig. 13. Productos de amplificación obtenidos de DNA de ratones no infectados e
infectados con T.spiralis evaluados en ios días 0-12 post-infección y analizados con
geles de agarosa al 1.5%. (13A). Día cero (línea 1), día 3 (líneas 2-3), día 5 (líneas 4-
5), día 7 (líneas 6-7), día 10 (líneas 8-9),día 12 (líneas 10-11) Control positivo, DNA de
larva LM (línea 12) y control negativo, sangre de ratón sin infectar, ambos controles no
incluidos en la cinética de infección (línea 13). Grupo experimental (líneas 2,4,6,8,10) y
grupo control, ratones evaluados en el mismo tiempo que el grupo experimenta! (líneas
1,3,5,7,9) Hibridación de productos de PCR con sonda pPRA marcada con fluoresceína
(13a).
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Fig. 14. Productos de amplificación obtenidos de DNA de ratones no infectados e
infectados con T.spíralis evaluados en los días 15-35 post-infección y analizados con
geles de agarosa al 1.5% (14B). Día 15 (lineas 1-2), día 17 (líneas 3-4), día 20 (líneas
5-6), dia 22 (líneas 7-8), día 30 (líneas 9-10), Día 35 (líneas 11-12). Control positivo
DNA de larva LM (línea 13) y control negativo sangre de ratón sin infectar (línea 14),
ambos controles no incluidos en ia cinética de infección. Grupo experimental (líneas
1,3,5,7.9,11) y grupo control, ratones evaluados en el mismo tiempo que el grupo
experimental (líneas 2,4,6,8,10). (14b), Hibridación de productos de PCR con sonda
pPRA marcada con fluoresceína*
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7. DISCUSIÓN

La triquinelosis es una de las parasitosis de difícil diagnóstico tanto en la fase

temprana como crónica de la infección, siendo esta la causa principal por la que los

datos epidemiológicos son imprecisos de la incidencia y prevalencia de la parasitosis en

humanos. Los métodos que se han utilizado para su diagnóstico, detectan la presencia

del parásito cuando éste se encuentra dentro del músculo, es decir, durante la fase

tardía de ía infección y en esta fase, hay una sintomatología clínica severa en el

humano y un problema de salud latente porque el tratamiento con fármacos se dificulta,

ya que pocos alcanzan concentraciones óptimas en el plasma. El principal mecanismo

de transmisión de !a triquinelosis al humano es el consumo de carne de animales

infectados con el parásito como el cerdo y el caballo y los métodos parasitológicos

empleados hasta ahora para el diagnóstico de T. spiralis en animales domésticos para

el consumo humano tienen 2 dos principales desventajas: 1) poca sensibilidad, y 2) no

detectar al parásito en la etapa inicial de la infección. Los análisis parasitológicos de

rutina para el diagnóstico de la triquinelosis en los animaies de rastro, como la

triquinoscopía y digestión artificial, son los métodos mas utilizados por ser baratos y de

fácil uso, pero con la gran desventaja de ser poco sensibles103, que pueden provenir de

animales con carga parasitaria baja, y dar como resultado reacciones falsos negativas

A este respecto, Vignau, et al (1999)106 compararon ios dos métodos diagnósticos y

mencionaron que la sensibilidad de estas técnicas está asociada a errores en su

aplicación, ya que hay muchas posibilidades de escoger de toda una canal de carne,

solo un fragmento y no varios escogidos aleatoriamente, aunado a el poco conocimiento

de la morfología del parásito de quienes revisan la carne y que puede ser motivó de
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inadvertir la presencia de T spiralis. En casos humanos, la biopsia representa el

método directo utilizado en México El diagnóstico de la mayoría de casos es

respaldado por estudios clínicos que permite identificar al parásito 79i8°, pero se

considera que una biopsia es un procedimiento doloroso y que en infecciones con carga

parasitaria baja, puede resultar negativa,,

Otro método diagnóstico son los exámenes clínicos y pruebas paraclínicas

(determinación cuantitativa de eosinófilos circulantes, niveles de enzimas séricas, etc)

así como el electrocardiograma, sin embargo también se considera que no son pruebas

confirmatorias exclusivas de la triquinelosis por lo que no se pueden aplicar como

medios de diagnóstico único de esta parasitosis24. Con respecto a las técnicas

seroiógicas, éstas representan una buena opción en el diagnóstico de la triquinelosis,

principalmente la prueba de ELISA y Western blot 133i134
( sin embargo Morakote, et al

(1991), reportó que los resultados en especificidad y sensibilidad de la prueba de

ELISA, está relacionada a ia calidad de los antígenos que se utilizan135. Esta

observación es importante, debido a que si no se cuenta con un buen antígeno, la

calidad de la prueba y por lo tanto de su resultado final, favorecería las reacciones

cruzadas o inespecíficas, así como también es importante considerar que en casos

humanos la producción de anticuerpos anti- T. sphalis se lleva a cabo después de 2 a 3

semanas de infección7 lo que excluye a estas técnicas para un diagnóstico en la fase

temprana de infección.

Considerando estos antecedentes, se revisaron los trabajos relacionados ai uso de la

PCR como técnica diagnóstica en diferentes organismos, en ellos se encontró que e!

análisis para la detección de DNA se realizó con buenos resultados desde virus hasta

parásitos137'138l139l14°. Entre las ventajas que apoyan el uso de este método de
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diagnóstico, están: su alta sensibilidad, especificidad y la capacidad de analizar en el

mismo tiempo un mayor número de muestras.

Diferentes trabajos demostraron la amplificación de DNA de T spiralis a partir de

músculo infectado y larvas (LM) que se obtuvieron del mismo tejido146'147'148, el objetivo

siguiente fue amplificar fragmentos de DNA en una fase del parásito que se encuentra

circulando en la sangre de los mamíferos infectados y que corresponde a la fase

temprana de infección,,

Basados en la hipótesis de que la PCR puede amplificar secuencias determinadas de 7".

spiralis en músculo, este trabajo buscó como objetivo utilizar esta técnica en sangre de

ratones infectados con el parásito y determinar su utilidad en periodos tempranos de

infección. Se determinó el inoculo adecuado para infectar grupos de ratones con T,

spiraljs. La infección con 700 y 500 larvas mostró una mortalidad de 27 a 47%

comparativamente a la infección con 100 larvas, en donde todos los animales

sobrevivieron pero en 4 de 15 ratones analizados no se detectaron adultos, ni larva

(LM) del parásito en intestino y músculo esquelético respectivamente, lo que indicó que

este inoculo no fue el adecuado para infectar a los animales,. Con el inoculo de 300

larvas se mostró un 93 % de sobrevivencia, pero se encontraron gusanos adultos en el

intestino y larvas en el músculo esquelético. (Fig. 7,8 ,9),, De acuerdo a los resultados

evaluados se consideró que el inoculo de 300 larvas (LM) fue el adecuado para infectar

a los ratones a partir de los cuales se tomaron las muestras de sangre para su posterior

análisis por PCR. Cabe hacer notar que se incluyó un grupo de animales como control

negativo sin infectar para comparar con el grupo experimental infectado con T. spiralis.

Se realizó el método de extracción de DNA de la sangre de ratones BALB/c infectados

con T. spiralis y no infectados. Se obtuvo DNA de alto peso molecular sin signos de
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degradación, lo que determinó que el método de extracción de DNA genómico fue

adecuado (Fig 10).

Consideramos importante demostrar la sensibilidad de la técnica de la PCR, tomando

en cuenta las concentraciones de material genético y el número mínimo de parásitos,

para obtener resultados que permitieran validar el método como forma de diagnóstico.

Un trabajo previo, realizado por Dupouy- Carnet et al (1991)146, demostró la sensibilidad

de la PCR, al detectar 200 y 2 ng de DNA, correspondiente a 2 y 0.02 larvas de T.

spiralis respectivamente. En el presente trabajo, consideramos evaluar la sensibilidad

de ia PCR con concentraciones desde 500 ng hasta 90 pg del DNA de larvas (LM),

disminuyendo los valores hasta picogramos (pg) respecto al trabajo anteriormente

mencionado155. Se observó la amplificación de los fragmentos de 800, 600 y de 200 pb

en una concentración mínima de 500 pg de DNA T. spiralis {Fig. 11 A). Al realizar la

hibridación de los fragmentos amplificados por PCR con la sonda pPRA marcada con

fluoresceína, se observó un reconocimiento a los 2 fragmentos de 800 y 600 pb, pero

no así al de 200 pb, en una concentración mínima de 100 pg de DNA del" parásito

También se analizó la cantidad mínima de parásitos que las técnicas de estudio antes

mencionadas pueden detectar y para ello se evaluó la amplificación de fragmentos de

DNA en 200 hasta 1 larva (LM) de T. spiralis. Los resultados obtenidos de este análisis

demostraron nuevamente, la amplificación por PCR de los fragmentos de 800, 600 y

200 pb (Fig. 12A), pero a partir de 10 larvas se observó con mas claridad el fragmento

de 800 pb. Los resultados que por hibridación se obtuvieron fueron inesperados, debido

a que la sonda pPRA híbrido además de los fragmentos de 800 y 600 pb, al fragmento

de 200 pb, que anteriormente no se había detectado, {Fig.12a). Estos resultados,
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difieren a lo reportado por Dupouy-Camet et al (1991)146, quienes observaron con mayor

claridad el fragmento de 600 pb correspondiente al DNA de 0.02 larvas. La explicación

de estas diferencias, puede deberse a la existencia de una variante de 1.9 kb de la

secuencia repetida de DNA de 1.7 kb de acuerdo a la secuencia de DNA de T spiralis

reportada por DeVos et al (1988)145,

Se evaluó, la amplificación por PCR de la secuencia de interés en sangre de ratones

BALB/c infectados con T. spiralis, utilizando el fragmento pPRA mediante una cinética

de infección. Los resultados mostraron la amplificación de los productos de 600 y 800

pb en DNA obtenido de sangre de ratones infectados experimentalmente. Estos

productos de amplificación se detectaron a partir del tercer día y hasta el día 17 post-

infección. En la sangre del grupo control no se observó ninguna amplificación, lo que

confirma que el resultado positivo que se encontró fue estimulado por la presencia del

parásito en la sangre del los animales del grupo experimental (Figs. 13 y 14).,

La técnica de hibridación con la sonda pPRA con la secuencia complementaria al DNA

blanco, confirmó la especificidad de ios productos amplificados por PCR en los mismos

días analizados por PCR y es importante destacar que por esta técnica se detectó la

presencia de DNA del parásito en el día 3 post-infección que por PCR no se detectó con

claridad (Fig. 13a)

Los resultados obtenidos en este estudio, difieren de los trabajos realizados por Soulé

et al <1993)149y Uparanukraw y Morakote (1997)151 quienes utilizaron la PCR con los

iniciadores pPRA en sangre de caballos y de ratones respectivamente y observaron los

mismos fragmentos de DNA amplificados, a partir del día 5 post-infección. Estas

diferencias se pueden atribuir a la carga parasitaria que se utilizó para la infección de

los animales, ellos utilizaron hasta 350 larvas y en este trabajo se utilizó un inoculo de
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solo 300 larvas; puede pensarse que esta diferencia no sea relevante, pero los mismos

autores hicieron hincapié en que es importante considerar los errores no controlados en

la cuenta de parásitos para el inoculo, procesamiento de la muestra biológica y

obtención de DNA que pueden ser la causa de esta pequeñas diferencias, sin embargo

nuestros resultados confirmados por hibridación, permiten sugerir que la detección de

DNA puede realizarse a partir del día 3 post-infección porque la liberación de las larvas

recién nacidas comienza a partir de 30 horas de iniciada la infección en humanos1'6 y

aunque el presente trabajo se realizó con un modelo murino, las observaciones que

realizamos en el intestino de los ratones infectados, detectó la presencia de adultos y

larvas recién nacidas a partir del día 3 post-infección.

Este trabajo confirmó lo realizado por Soulé et al <1993)149y Uparanukraw y Morakote

(1997) 15\ aunque nosotros, observamos amplificación de DNA del parásito hasta el día

17 post-infección, que fue diferente a los resultados obtenidos por Uparanukraw y

Morakote (1997) 151 quienes encontraron DNA del parásito hasta el día 14. post-

infección. Las variantes que se observaron en este trabajo y la de otros autores151

fueron las esperadas, debido a que de acuerdo con el ciclo de vida del parásito, entre

los 14 y 20 días de infección, T. spiralis comienza a desaparecer de circulación

sanguínea 1-7-17-18-19. Este dato pudimos confirmarlo, con ¡os análisis a! microscopio que

se realizaron en gusanos adultos, larva recién nacida y larva muscular obtenidos de

ratones infectados con T. spiralis a diferentes días post-infección (Figs. 8 y 9), así como

en los análisis realizados por PCR e hibridación, en donde no se detectó amplificación

de los fragmentos esperados, correspondientes al DNA del parásito a partir del día 20 y

hasta el día 35 post-infección (Figs. 14 A y 14 a).
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Con los resultados anteriormente expuestos, se demostró que las técnicas que se

usaron para detectar una infección experimental de triquinelosis permito detectar

cantidades mínimas de DNA hasta en una larva de T spiralis. Si se considera poner en

práctica las técnicas de diagnóstico que se usaron en este trabajo, su utilidad sería una

buena opción para determinar la fase temprana y tardía en posibles infecciones por T.

spiralis en animales como el cerdo y actualmente el caballo, provenientes de rastros

que surten carne para consumo humano.

Se demostró que el método de hibridación fue más sensible y permitió reconocer

secuencias complementarias a! DNA blanco que por PCR no se visualizaron con

claridad. Por tal motivo se sugiere utilizar las técnicas de PCR e hibridación en conjunto

para descartar amplificaciones inespecíficas y detectar fragmentos de interés con

concentraciones bajas de DNA.

La técnica de PCR detectó la presencia de DNA de T. spiralis en la etapa temprana de

infección y confirmó lo previamente realizado por otros autores 158'160, lo que abre

perspectivas hacia otras investigaciones relacionadas con la aplicación de la técnica en

casos humanos. Es importante mencionar que para proponer a la PCR como técnica de

la que se puedan obtener los mismos resultados en humanos de los que se obtuvieron

con muestras de tejido sanguíneo y muscular de animales en fase experimental se

requiere tener mucho cuidado. Un análisis por PCR en sangre de pacientes infectados y

con antecedentes de haber ingerido carne de caballo infectada con T. spiralis realizado

por Robert et al (1996)150, mostró porcentajes bajos de casos positivos y consideraron a

la técnica con un valor diagnóstico limitado. A este respecto nosotros consideramos la

siguiente observación: el origen de los iniciadores puede ser la causa principal que

limite la detección de mas casos, debido a que en el anterior trabajo, se utilizaron los
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iniciadores pPRA148, mismos que usamos en este trabajo y cuyo origen es a partir de

una cepa tipo cerdo que corresponde a un ciclo tipo doméstico9, Aunque se comprobó

que estos iniciadores son exclusivos de T spiralisus es importante considerar que con

estos iniciadores no se detectaron infecciones crónicas en caballos., Esto puede

significar que en un grupo de personas infectadas con 7. spiralis, el origen de la cepa

con la que se infectaron no siempre sea tipo cerdo y aunque los iniciadores pPra están

bien documentados para amplificar DNA exclusivo de 7. spiralis y no de otra especie

de Trichinetla 148-149-15°.151
i puede suceder que el DNA de una cepa de 7. spiralis tipo

caballo no sea reconocida por los iniciadores pPra. En este tema se propone investigar

nuevos iniciadores específicos que tengan su origen en cepas de T. spiralis tipo

caballos, debido a la actual problemática de considerar a este hervíboro doméstico

como fuente de infección para el humano10'11, así como en otros animales con un ciclo

de tipo silvestre, con el fin de descartar reacciones falso negativas. Otra observación

que deberá de considerarse son las manifestaciones clínicas que se presentan durante

la fase temprana de infección; como se mencionó, esta sintomatología puede

confundirse con otros padecimientos de origen infeccioso distinto a 7. spiralis y es

común que una infección por este parásito en la fase temprana pueda pasar

desapercibida. Por lo tanto se propone que en una infección gastrointestinal donde

existan manifestaciones clínicas como: diarrea, fiebre, nauseas, vómito y cefalea, se

considere una posible infección por 7. spiralis y se analice la sangre de ese paciente

por la técnica de PCR.

Finalmente, es necesario discutir, que aunque la PCR es una técnica que en diversos

trabajos, incluido el presente, es una buena opción para el diagnóstico de la

triquinelosis, hay que considerar que por el momento no es un método accesible para
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cualquier laboratorio de rutina, sin embargo se deben de tomar en cuenta ias

posibilidades de esta técnica de diagnóstico, para apiicarla a gran escala en estudios de

medicina humana y veterinaria.
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8. CONCLUSIONES

1. La técnica de PCR detectó la presencia de DNA de Trichineüa spiralis en etapas

tempranas de la infección en sangre de ratones experimentalmente infectados cuando

se utilizó DNA de sangre de ratones infectados con T. spiralis tomados a diferentes días

después de la infección.

2. Se observó una amplificación de 2 productos de 600 y 800 pares de bases, a

partir del día 3 hasta el día 17 post-infección. El control negativo no amplificó nada en

los mismos días.

3. La sensibilidad de la PCR fue de 500 pg de DNA y se detectó DNA de una sola

larva del parásito.

4. La técnica de hibridación fue más sensible porque detectó hasta 100 pg, por lo

que es importante realizar las dos técnicas en conjunto para determinar un mejor

resultado.
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APÉNDICE 1

AISLAMIENTO DE DNA DE CÉLULAS

Esta técnica se describe a partir de 106 células, para otro número diferente se reajustan

proporcionaimente los volúmenes.

Procedimiento

• Resuspender el paquete celular (previamente lavado con solución fisiológica, por

ejemplo PBS), en 300 ul de una solución que contenga NaCI 0.15M y EDTA

O.IM(enfrío).

• Añadir Proteinasa K hasta una concentración final de 0.1 mg/ml y SDS a una

concentración final de 0.5%.

• Incubar a 50°C durante 1 hora. (Generalmente incubaciones más largas pueden

aumentar el rendimiento final).

• Añadir un volumen de fenol precalentado a 60oC, mezclar vigorosamente en

vortex. Centrifugar durante 10 min a 8000 x g a 4oC.

• Recoger la fase acuosa y extraer con un volumen de fenol-cloroformo-alcohol

isoamilico (25:24:1), mezclando vigorosamente y centrifugando a 8000 x g

durante 10 min a 4oC.

• Extraer la fase acuosa con un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1),

Mezclar vigorosamente.

• Centrifugar en las condiciones ya señaladas.

• Extraer con éter etílico, centrifugando 3min en las condiciones anteriores.

• Separar la fase acuosa y añadirle 0.1 volúmenes de NaAc, 3M y 2.5 volúmenes

de etanol absoluto frío.

• Mezclar suavemente hasta que la madeja formada por el DNA se haga evidente,

dejar precipitar a -20oC (de 2 a 12hrs) y luego centrifugar a 10000 x g durante

20min.

• Lavar la pastilla con etanol al 80% y dejar secar y resuspender en 100 ul de TE.
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Añadir RNAasa hasta una concentración final de 20 ug/ml Incubar a 37°C

durante 30min.

Extraer con un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamííico (25:24:1).

Centrifugar durante 5 min a 8000 x g a 4oc,

En un tubo limpio colocar el sobrenadante cuantificado

Agregar 0.1 volúmenes de NaAc 3M y 2.5 volúmenes de etanol absoluto frío,.

dejar 10 min en hielo.

Centrifugar durante 20min a 10000 xg a4oc.

Lavar con etanol al 80%.

Resuspender en 50ul de agua miliq y determinar la concentración para

almacenar a -20°C en alícuotas de concentración conocida.

En ocasiones el DNA obtenido por esta técnica resulta resistente a la digestión

con enzimas de restricción. Si esto ocurre se recomienda utilizar el siguiente

método de purificación de DNA en alta concentración de sal.

Añadir 0,5 volúmenes de NH4Ac 7.5M y dos volúmenes de etanol absoluto frío.

Mezclar y dejar en hielo hasta que la madeja de DNA se haga aparente,,

Centrifugar a 10 000 x g durante 2min y lavar la pastilla con etanol al 80%.

Resuspender en 50|il de TE,,
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APÉNDICE 2

ELECTROFORESIS

Procedimiento

• Preparar una solución de agarosa al 1% en TAE 1X, Calentar a ebullición hasta

disolverla.

• Cuando la solución este a 45° C vaciaría en un molde de acrílico de 8 x 10 x 0.5 cm,

con un peine con capacidad de 20^1 por orificio. Dejar polimerizar a temperatura

ambiente (Aproximadamente 45 minutos),,

• Colocar el gel en una cámara de eiectroforesis que contenga 500 mi de buffer TAE

1X,. El gel deberá estar cubierto completamente con el buffer

• Por otro lado en un tubo para microcentrífuga mezclar 10|J de la muestra de DNA

obtenida más 2.5jil de jugo azul, homogeneizar bien y depositar la mezcla en un

carril del gel.

• Correr a 100 V durante 45 min.

• Teñir por 10 minutos en una solución 0.5 mg/ml de Bromuro de etidio.

• Observar con una lámpara de luz U. V.
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APÉNDICE 3

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA

Procedimiento

• En un tubo eppendorf colocar la siguiente mezcla de reacción;

• 10ng -1 (j.g de DNA genómico.

• 0, 3JIM de cada iniciador.

• 200nM de dNTPs.

• 1 5mM de MgCI2

• Amortiguador específico 1X.

• 2 5U de Taq* DNA poümerasa

• c b,p.100jal de agua miliq

• (Estas cantidades varían de acuerdo al DNA específico que se este utilizando),

• Al agregar cada reactivo se debe microfugar 10seg para asegura que todos los

reactivos se depositen en el fondo del tubo.

• Agregar 20p.l de aceite mineral para evitar evaporaciones durante los diferentes

ciclos de temperatura.

• Colocar ei tubo conteniendo la mezcla de reacción en el termociclador y someterlo a

condiciones específicas de amplificación, programadas para cada DNA,,
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APÉNDICE 4

TRANSFERENCIA DE DNA DE GELES DE AGAROSA A MEMBRANAS (southern
blot).

Procedimiento

• Si se van a transferir fragmentos de DNA de elevado peso molecular (> de IKb)

es conveniente sumergir el gel en una solución de HCI 0.25M durante 10 minutos

para facilitar la rotura del DNA a fragmentos más pequeños y, por lo tanto, mas

fácilmente transferibles.

• A continuación realizar un lavado de 5 minutos con agua destilada para retirar el

exceso de ácido. Desnaturalizar el DNA, sumergiendo el gel en una solución de

NaOH 0.5M - NaCI 1.5M. Incubar durante 30 minutos con agitación suave,

• Hacer un lavado de 5min con agua destilada para retirar el exceso de sosa

• Sumergir el gel en una solución neutralizante de Tris-HCI 0.5M, pH 8 y NaCI

1.5M e Incubar 30 min con agitación suave,,

• Cortar la membrana y tres hojas de papel filtro 3MM del tamaño del gel a

transferir,

• La transferencia del DNA del gel hasta la membrana va a producirse por arrastre

salino, para ello colocar una solución de SSC 20X dentro de una bandeja y con

la ayuda de un soporte sólido y papel filtro formar un puente de manera que, la

solución este en contacto con el gel de agarosa.

• Sobre el gel colocar la membrana previamente equilibrada con SSC 2X.

• Colocar una hoja de 3MM, igualmente equilibrada, después colocar las otras dos

hojas de papel filtro y una esponja o un paquete de toallas absorbentes de 2-3

cm de grosor.

• Para mejorar el proceso es necesario colocar una placa de vidrio y un peso de

aproximadamente 500g, que comprima el montaje y permita una transferencia

homogénea. Cubrir los extremos con papel plastificado, para evitar

evaporaciones. El tiempo mínimo de transferencia es de 2 y hasta 12 horas.

88



Una vez completa la transferencia, desmantelar el sistema y enjuagar la

membrana con SSC 2X para desprender restos de agar

Dependiendo del tipo de membrana utilizado en la transferencia, el proceso de

fijación del DNA será distinto,, En las membranas de Hybon-N, el DNA se fija por

exposición al U.V durante 1-2 minutos, con el objeto de originar uniones

covalentes entre los residuos de timina y los grupos amino cargados

positivamente que se encuentran en la superficie de la membrana.
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APÉNDICE 5

HIBRIDACIÓN CON UNA SONDA MARCADA CON FLUORESCEÍNA

1. MARCAJE DE LA SONDA pPRA

Procedimiento

• Tomar ei DNA que va a servir de sonda 500ng y calentarlo a ebullición durante

10min, inmediatamente pasara hielo y mantener en frío durante 5m¡n,.

• Preparar la siguiente mezcla de reacción, en un volumen total de 30]x\

de mezcla de hexanucleotidos (iniciadores)
- 5¡al de mezcla de dNTP'S con dATP-Fluoresceina,mareaje con dNTP.
- 500 ng de DNA desnaturalizado.
- 5fal de agua miliq.
- 1 (il de enzima Klenow.

• Mezclar bien todos los componentes e incubar 1 hora a 37OC.

• Parar la reacción añadiendo 2pJ de EDTA0.2M pH 8. Almacenar a-20°C.

• La sonda debe desnaturalizarse, justo antes de ser utilizada,,

2. HIBRIDACIÓN

Procedimiento
• La membrana se va a prehibridar con 5ml de la siguiente solución;

- SSC 5X
- SDS0.1%
- Reactivo de bloqueo 0.5%
- Solución Dehart's 5 %.

• Si la membrana esta seca se debe sumergir antes en SSC 5X y prehibridar a

65°C durante 1 hora mínimo.

• Mezclar la sonda desnaturalizada con 5ml de solución de hibridación y añadir a

la membrana.

• Hibridar a 65OC durante 6-12 hrs.
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2. LAVADOS DE ASTRINGENCIA

Procedimiento

• Se realizan lavados de astringencia para eliminar las señales no específicas.

• Lavar la membrana con SSC 2X - SDS 0.1% durante 15 minutos a 65OC

• Lavar con una solución de SSC 0.2X-SDS 0.1% durante 15 minutos a 65°C.

3. INCUBACIÓN CON ANTICUERPO

Procedimiento

• Adicionar a la membrana 5ml buffer 1, el cual contiene:

- Tris-HCi0.1 M. pH 7.5

- NaCI0.15M

• Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitación

• Bloquear la membrana en buffer 2 por una hora a temperatura ambiente y con

agitación constante.

• El buffer 2 consta de reactivo de bloqueo al 0,5% en buffer.

• Colocar la membrana en 5 mi de la solución del anticuerpo e incubar por 1 hora a

37OC.

• El anticuerpo debe ir diluido 1:1000 en buffer 2

• Lavar 4 veces con Buffer 1, durante 5 minutos a temperatura ambiente.

4. DETECCIÓN POR LUMINISCENCIA

Procedimiento
• Preparar e! reactivo de quimioluminiscencia mezclando volúmenes iguales de

luminol y el reactivo oxidante (H2O2) inmediatamente antes de usar. (Se debe

usar por lo menos 0.125 mi por cm2 de membrana.

• Colocar la membrana en una caja limpia y seca y agregar el reactivo de

quimioluminiscencia sobre la membrana.

• Agitar suavemente la membrana por un minuto asegurándose de que ía mezcla

la cubra perfectamente.
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Tomar la membrana con unas pinzas y eliminar el exceso de solución sobre un

papel filtro.

Colocar la membrana preparada en el cassette de exposición,

Exponer el film y revelar,, La sensibilidad puede aumentar si se prolonga la

exposición durante toda la noche,,
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