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1. RESUMEN

El presente trabajo se llevd a cabo con el propoésito de determinar la capacidad de
la espectroscopia de infrarrojo por la transformada de Fourier (FTIR), con
refractancia total atenuada horizontal (HART) para identificar la presencia de la
larva muscular (LM) de Trichinella spiralis en salchicha y jamén derivados

carnicos preparados a partir de carne de cerdos con infeccion inducida.

En este trabajo, se emplearon seis cerdos York Shire-Landrace de cuatro
semanas de edad, cinco de ellos fueron infectados via oral con la LM a diferentes
concentraciones: 13,000; 6500; 3500; 1625; 812 larvas/cerdo, conservando un
animal sin infectar como testigo negativo. Después de 24 semanas de infeccion,
los cerdos fueron sacrificados y se obtuvieron las siguientes piezas carnicas:
brazuelo, pierna, espaldilla y costillar, las cuales se tomaron para la elaboracion de
salchicha y jamén. Los espectros se escanearon sobre un rango de numero de
onda de 4000-650 cm™ con un promedio de 64 escaneos a una resolucién de 4
cm-". Los espectros obtenidos determinaron la presencia de Trichinella spiralis en
el rango FTIR de 1700-900 cm’” lograndose la discriminacion entre producto
infectado y no infectado. Los resultados obtenidos indican que el uso de este
procedimiento con un buen potencial para detectar de manera rapida y confiable
la presencia del nematodo, planteandose su posible aplicacion en otros derivados

carnicos con el mismo proposito.

Aprovechando el material obtenido simultdneamente se emplearon porciones
comprimidas entre portaobjetos de salchicha y jamon que se sometieron a la
tincion de hemalumbre de Meyer para cuantificar las LM de Trichinella spiralis.
Partiendo de la cuantificacion de LM se infectaron 36 ratones cepa CDf1,
dividiéndolos en grupos que correspondieran a cada cerdo y derivado ingerido.
Cuatro semanas después los ratones inoculados fueron eutanasiados

sometiéndose sus tejidos musculares a triquinoscopia y digestion enzimatica en



los que no se detectd la presencia de larvas, demostrando que el proceso al que

fue sometida la carne inactivo a las fases infectantes.

La técnica de espectroscopia de infrarrojo entonces debe ser considerada como
una herramienta eficaz para detectar con precision estos organismos parasitarios,
pudiendo emplearse tanto en la carne recién obtenida hasta en los subproductos
carnicos ya terminados. Con esto entonces se tiene la posibilidad de determinar
este tipo de contaminantes en todas las etapas del manejo de la carne y sus
derivados para reducir el riesgo de contraer zoonosis para el humano. Por tanto,
es de importancia el considerar su aplicacién inmediata en establecimientos

dedicados a estos aspectos, en favor de la salud publica y veterinaria.



2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades

El término helminto, del griego eluwvo significa gusano y originalmente se usé para
denominar a los gusanos intestinales pero en sentido mas amplio suele incluir las
especies parasitarias y de vida libre, gusanos cilindricos (phylum Nematoda),
gusanos gordiaceos (phylum Nematomorpha), los turbelarios, trematodos y
cestoideos  (phylum  Platyhelminthes) 'y los acantocéfalos (phylum
Acanthocephala). En una acepcion mas amplia aun, comprende también a los
hirudineos que incluyen a las sanguijuelas, una clase del phylum Annelida. Todas

estas especies pertenecen al subreino Metazoa (Chester et al., 1986).

Los nematodos o gusanos cilindricos, estan entre los animales mas numerosos de
la tierra, existiendo aproximadamente 10,000 especies repartidas en muy diversos
habitats. Hay tres tipos basicos de nematodos, los que residen en agua dulce, en
el mar y en suelo; los que parasitan a las plantas, y los que parasitan a los

animales domésticos, silvestres y en algunos casos a los seres humanos.

Eventualmente algunos de los nematodos que afectan a los animales tienen el
potencial para infectar a los humanos provocando entonces problemas
zoonoticos. Las zoonosis parasitarias representan un problema meédico especial
dado que no son tomadas como una primera opcion en medicina humana para
considerarlas dentro de los esquemas de diagndstico regulares, entre estas
infecciones se situan las mas extendidas y graves en el ser humano. Casi todas
las zoonosis parasitarias son desde el punto patobiolégico, complejas en cuanto a
sus relaciones inmunolégicas y fisiolégicas con sus hospedadores y son

epidemioldégicamente complejas en lo que se refiere a sus ciclos de transmision.

La mayoria de las especies de parasitos de los animales que producen infecciones
en el hombre son comunes a otros vertebrados y se clasifican, en consecuencia,
como agentes de zoonosis (OMS, 1979). Dentro de la clasificacion de los

parasitos que afectan a los cerdos ocupa un lugar importante el nematodo

3



Trichinella spiralis, agente etiolégico de una de las zoonosis parasitarias mas

importantes (Vega, 1991).

La triquinelosis es causada por el género Trichinella que resulta importante debido
a la gran cantidad de hospedadores mamiferos a los que afecta, a su distribucion
mundial, a su trascendencia en salud publica, se estima que 11 millones de
personas a nivel mundial estan parasitadas (Quiroz y Froylan, 2006), pero también
por representar un problema econdomico en produccién porcina e inocuidad
alimentaria (Gottstein et al., 2009). El ciclo de vida de Trichinella es muy
semejante en todos los mamiferos afectados, el aspecto mas importante es su
transmision obligatoria por medio del consumo de carne (Quiroz y Froylan, 2006).
La principal fuente de infeccion humana en todo el mundo es el cerdo doméstico,
sin embargo, la carne de caballo y jabali han jugado un papel importante durante

los brotes de las ultimas tres décadas (Gottstein et al., 2009).

En el ano de 1822, Tiedman observd por primera vez la larva de Trichinella
spiralis, encapsulada en carne de cerdo. Poco después, Peacock en 1828, la
describié en Inglaterra (Tay et al., 2002). En 1835 Paget y Owen identificaron la
larva infectiva a partir de muestras de tejido muscular de un cadaver humano.
Posteriormente, en 1850, Herbist logré exitosamente la transmision del helminto a
tres cachorros de perro a los que aliment6 con carne de un tejon infectada con la
larva del parasito. Asimismo, en 1857 Leuckart y en 1859 Virchow infectaron con
éxito a ratones de laboratorio y a un perro, respectivamente, pero ambos autores
se demoraron en sus conclusiones debido a la confusion de la época entre
Trichina (género con el que se habia designado a Trichinella) y Trichuris. En 1860
Zenker envio a Leuckart y Virchow una muestra de tejido muscular de una mujer
que habia muerto de triquinelosis; éstos infectaron con éxito un conejo, un perro y
un cerdo; aunque Leuckart habia dirigido su investigacion a los perros, finalmente,
estos autores alemanes describieron el ciclo completo de Trichinella spiralis
(Quiroz y Froylan, 2006). Railliet en 1895 sugirié cambiar el nombre del género
Trichina a Trichinella, en razén de que el primero ya habia sido dado a otro

organismo (Ramirez, 1981).



2.2 Clasificacion taxonémica de Trichinella spiralis

La clasificacién taxondmica del género Trichinella, se establece de la siguiente
manera (Ramirez, 1981; Flisser y Perez, 2006; Quiroz y Froylan, 2006;
Caracostantogolo, 2009):

Reino Animalia

Subreino Metazoa

Phylum Nematoda

Clase Enoplea (sinonimia Adenophorea, Aphasmidea)
Orden Trichocephalida

Superfamilia Trichinoloidea

Familia Trichinellidae

Género Trichinella

Actualmente, se reconocen ocho especies y cuatro genotipos en el género
Trichinella (Cuadro1), clasificacion que fue propuesta en base a la capacidad de
inducir la formacion de una capsula de colageno fuera de la célula muscular
parasitada, (Pozio y Zarlenga, 2005), a los criterios de infectividad, distribucion

geografica e isoenzimaticas de este nematodo (Wakelin y Goyal, 1996).

Trichinella spiralis, muestra una distribucibn cosmopolita en zonas climaticas
templadas y ecuatoriales, ya que ha sido pasivamente importada a la mayoria de
los continentes debido a su alta infectividad en cerdos y ratas sinantropicas.
Asimismo, es el agente etiologico de la mayoria de las infecciones humanas y
muertes en todo el mundo, su patogenicidad es mayor que la de las otras especies
debido al mayor numero de larvas recién nacidas producidas por las hembras y de
la reaccion inmune mas fuerte inducida en los seres humanos en relacion con los

otros genotipos (Pozio y Zarlenga, 2005).



Cuadro1. Caracteristicas de especies y genotipos del género Trichinella

Especie o Capsula | Hospedadores Principal fuente Tolerancia a
genotipo de de de infeccidén en la
Trichinella colageno humanos congelacion
o . Mamiferos Cgrqos .
silvestres silvestres,
caballos
T. nativa (T2) Si Carnivoros Osos, morsas Alta
silvestres
Mamlferos Jabalies, cerdos
o . silvestres y o
T. britovi (T3) Si raramente domesticos, Moderada
cerdos caballos, zorros
domeésticos chacales.
T. murrelli (T5) Si Carnivoros Osos, caballos Moderada
silvestres
Sin
) . Mamiferos resistencia a
silvestres tolerancia al
calor.
T. aven slvestras, | Cerdos
pseudospiralis No cerdos ’ domeésticos y No resistente
(T4) . e silvestres.
domeésticos
Jabalies,
T. papuae (T10) No cocodrilos de Jabalies No resistente
agua salada
. T. . No Cocodrilos, ,
zimbabwensis No documentado | No resistente
lagartos
(T11)
genotipo T6 Si Carnivoros Carnivoros Alta
silvestres
genotipo T8 Si Carnivoros No documentado | No resistente
silvestres
genotipo T9 Si Carnivoros No documentado | No resistente
silvestres
genotipo T12 Si Pumas No documentado | =~ o

Fuente: Gottstein et al., 2009; Kapel, 2000.



2.3 Epidemiologia

La triquinelosis se transmite de un animal a otro a través de la ingestién de carne
infectada con larvas encapsuladas. Hasta ciento cincuenta especies de mamiferos
de las diferentes areas del mundo han sido encontradas con la infeccion, de modo
que la parasitosis se puede encontrar en todas latitudes. Es una enfermedad
parasitaria y en estrecha relacion con los habitos culturales y alimenticios. Aunque
su incidencia ha disminuido, es un problema de salud publica porque los casos

pueden no ser reportados o mal diagnosticados (Taratuto y Venturiello, 1997).

En la transmision de la triquinelosis se consideran dos ciclos epidemiolégicos, el
primero silvestre, el segundo doméstico o sinantrépico, ambos pueden funcionar
de forma independiente o de forma interactiva. En el primero intervienen animales
silvestres carnivoros entre los que se pueden citar a osos, lobos, zorros, roedores,

aves depredadoras, entre otras.

El ciclo doméstico afecta en primer lugar al cerdo, el cual se infecta al ingerir carne
infestada con larvas. De igual forma, puede llegar a ser doméstico mediante
especies sinantropicas que habitan cerca de los cerdos, por ejemplo ratas vy

mustélidos (Quiroz, 2011).

Trichinella esta presente en todos los continentes excepto en la Antartida, donde
ningun informe o investigacion de este parasito se ha llevado a cabo hasta el
momento (Figura 1) (Gottstein et al., 2009). En Estados Unidos, la incidencia de la
triquinelosis ha disminuido a partir de los informes nacionales iniciados en 1947,
pero en 1990 hubo dos brotes. Los cuales son asociados con los inmigrantes o
grupos étnicos que prefieren carne de cerdo cruda o mal cocida o sus productos,
mientras que los animales silvestres también pueden actuar como portadores
(Taratuto y Venturiello, 1997). En Europa, la incidencia es baja debido a la
obligatoria inspeccion de la carne de cerdo para la deteccion de LM de T. spiralis.
Durante las dos ultimas décadas, los brotes estaban relacionados con la ingestion
de animales silvestres y carne de caballo infectada por T. spiralis y otras especies
(Gajadhar y Gamble, 2000). Se han reportado casos en Espaina, de 1986 a 1990,
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430 casos en 13 brotes, sobre todo debido a la ingestion de carne de jabali y otros
animales silvestres. En los paises asiaticos como Tailandia, desde 1962 la
enfermedad se ha intensificado casi todos los afios involucrando a 5400 pacientes.
China, con 58 casos en 1981 y 86 en 1983, y Japon, con 3 brotes masivos en
1974, 1980 y 1982, cuya fuente principal era carne de oso negro. En el Libano un
brote grave en 6440 individuos se produjo en 1982, Egipto sufri6 dos brotes en
1975 y 1985, principalmente debido al consumo carne de cerdo, mientras que en
el resto de Africa las principales fuentes de infeccién son los animales silvestres.
En Argentina, existen areas endémicas en todo el pais. Los brotes ocurridos
fueron causados por el consumo de carne de cerdo y sus derivados que evaden la
inspeccion sanitaria. En el periodo 1986-1993, 43 brotes con un total de 699 casos
se registraron oficialmente. Durante el afio 1994, 386 casos fueron diagnosticados,
711 casos en 1995 y mas de 460 en 1996. Chile inform6 de 167 casos en 1975 y
66 en 1981, mas adelante, con una caida en la incidencia, mientras que en
Venezuela y Uruguay, la incidencia parece ser muy baja. En 1982, se describieron
brotes por primera vez en Honduras y Costa Rica; en el resto de los paises de

América Latina no se han reportado casos (Taratuto y Venturiello, 1997).
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Figura 1. Distribucion geografica. Casos reportados de Trichinella spiralis
(modificado de trichinellosis.org/Distribution_Transmiss.htm; Gottstein et al.,
2009)

La triquinelosis en México, fue reportada por primera vez tanto en humanos como
en cerdos durante los ultimos afos del siglo XIX. Los primeros sistemas de
inspeccion de carne en los mataderos de la Ciudad de México se establecieron en
1871. Las pruebas incluyeron el examen microscopico de las muestras de
animales vivos, canales y visceras, sin embargo, no fue hasta 1891 que Zuhiga
detectd Trichinella en cadaveres en la Facultad de Medicina en la Ciudad de
México. Posteriormente, la infeccién por triquinelosis en humanos, cerdos, ratas,
gatos y perros se han reportado en varios estados de México como Zacatecas,
Michoacan, México, Durango, Jalisco, Querétaro, Guerrero, Guanajuato, Colima,
San Luis Potosi, Hidalgo, Chihuahua, Aguascalientes, Nuevo Ledn, Oaxaca,

Veracruz y Sonora (Figura 2) (Ortega-Pierres et al., 2000).




Estados Unidos de América

A

Centroamérica

Figura 2. Distribucidon de casos reportados de triquinelosis en la Republica
Mexicana. Estados con alta prevalencia (J]): Durango (1), Zacatecas (2), Estado
de México (3), Ciudad de Meéxico (4); estados con mediana prevalencia ( ):
Chihuahua (5), Jalisco (6), Michoacan (7); estados con baja prevalencia (I):
Aguascalientes (8), Sonora (9), Hidalgo (10), Querétaro (11), Guerrero (12),
Guanajuato (13), Veracruz (14), Nuevo Leodn (15); estados en donde se ha
registrado la presencia de anticuerpos (l): Baja California Sur, Sinaloa, Tabasco

y Chiapas; () Sin reporte de casos (Adaptado de Ortega y Pierres et al., 2000)

2.4 Triquinelosis humana

Olvera (1896), reportd 12 casos de triquinelosis en cadaveres estudiados en el
Hospital San Andrés, sugiriendo que la enfermedad no fue diagnosticada
apropiadamente quizas debido al hecho de que los sintomas fueron similares a los
ocurridos en las enfermedades gastrointestinales o reumaticas. El siguiente
informe de triquinelosis aparecio hasta 1914, cuando Lopez-Vallejo (1916) reportd

un brote mortal que se produjo en Toluca, Estado de México por consumir carne
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de cerdo infectada. Los informes de 1939 a 1982 indican que la prevalencia de
Trichinella en cadaveres examinados en México fue de 4 a 15% (Ortega-Pierres et
al., 2000). En el periodo de 1991-1995 sdlo 282 infecciones fueron oficialmente
reportadas de siete brotes presentados (Jiménez et al., 2005; Murrell y Pozio,
2000).

Desde 1997 la notificacion esta propiamente normada, no obstante, a partir de
Mayo del 2001, el registro de casos ya aparecio en el boletin de Epidemiologia del
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica de la Secretaria de Salud (De la
Rosa y Gomez, 2004).

Aunque la mayoria de los brotes de triquinelosis humana se asocian con el
consumo de carne de cerdo mal cocida, algunos estudios han detectado su
presencia en subproductos del cerdo adquiridos clandestinamente y de
procedencia dudosa (Martinez et al., 2000; Ortega-Pierres et al., 2000). En ciudad
Delicias Chihuahua se reporté una epidemia de triquinelosis que involucré a 166
personas por el consumo de chorizo mal cocido (Yépez y Ortega, 1994), asi
mismo en Zacatecas hay mas de 100 casos reportados por la misma causa
(Chéavez et al., 2006).

2.5 Triquinelosis en cerdos

En 1891, Lopez y Fernandez describen la presencia de Trichinella en cerdos
importados a México desde Estados Unidos. En ese aino la inspeccion de carne de
cerdo en rastros de la ciudad de México se volvid obligatoria. Durante el periodo
1900-1920, cerdos infectados con Trichinella se suscitaron en los estados del
Bajio, asi como en el Estado de México, procedentes en su mayoria, del Estado
de Michoacan (Ortega-Pierres et al., 2000). Pero hay pocos datos sobre la
incidencia en cerdos, debido al hecho de que la inspeccion es llevada a cabo sélo
en mataderos de Tipo Inspeccidén Federal (TIF). En estudios realizados en cerdos
de traspatio pertenecientes a diferentes zonas del pais reveld una seroprevalencia

que van desde 1-20% (Murrell y Pozio, 2000). Como todavia ocurre en varias
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localidades hoy en dia, muchos de estos cerdos son de traspatio, alimentados con
restos alimenticios y de roedores (Chavez et al., 2006; Murrell y Pozio, 2000;
Ortega-Pierres et al., 2000).0Otra forma de infeccion esta asociada al canibalismo y
la caudofagia, los cerdos tienen la costumbre de morder el rabo de sus
congéneres y de esta forma ingieren parte de los musculos caudales (Euzéby,
2000; Chavez et al., 2006; Caracostantogolo, 2009).

2.6 El papel de las ratas

En el habitat doméstico donde Trichinella circula entre los animales domésticos,
en la rata parda (Rattus norvegicus) se encuentra con frecuencia la infeccion con
T. spiralis (Pozio y Zarlenga, 2005). El papel epidemioldgico de la rata es
controversial siendo categorizada a veces como reservorio verdadero (que permite
el mantenimiento de la infeccidén en el habitat en ausencia de la introduccion del
parasito por otras especies hospedadoras) o funciona principalmente como un
vector a los hospedadores internos (Dupouy et al., 2007; Riva et al., 2007).
Independientemente de ambas posturas, hay evidencia sustancial de que las ratas
pueden jugar un papel en la transmisién de T. spiralis a los cerdos y debe
considerarse en cualquier programa de control dentro de una granja. Tomando en
cuenta que el uso de pesticidas favorece la transmision de la parasitosis debido a
que una rata envenenada se convierte en presa facil para los cerdos y que, cerdos

inadecuadamente alimentados son proclives a comer ratas. (Dupouy et al., 2007).

2.7 Morfologia de Trichinella spiralis

Trichinella spiralis presenta tres fases con morfologia diferenciada: Adulto
(macho y hembra), larva recién nacida (LRN) y larva muscular (LM) (Cordero et
al., 1999; Gallego, 2003)

e Los gusanos adultos poseen un cuerpo alargado y redondo, ligeramente
mas ancho en la region posterior (Flisser y Pérez 2006; Ramirez, 1981). El

esofago consiste de una parte anterior pequefia y musculosa y una parte
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posterior mas grande y glandular, llamada esticosoma cuyas células
poseen granulos secretores altamente antigénicos que descargan en la luz
del eséfago (Alcantara et al., 1992; De la Rosa y Gomez, 2004).

El macho, siempre mas pequefio que la hembra mide de 1.4 a 1.6mm de
longitud por 40 a 60um de diametro (Cordero et al., 1999; Tay et al., 2002).
El aparato digestivo esta formado por una cavidad oral, eséfago capilar,
intestino medio con superficie ciliada e intestino grueso (Dupouy et al.,
2007) El esticosoma (45 a 55 esticocitos) ocupa las 2/3 partes anteriores
del cuerpo. El testiculo tiene un tramo ascendente, luego desciende y forma
el conducto deferente que forma un dilatado conducto eyaculador en su
parte distal, el cual desemboca en un recto cloacal desprovisto de espiculas
que se evagina a modo de campana copulatoria (Cordero et al., 1999;
Flisser y Pérez 2006; Gallego, 2003). En el extremo posterior del cuerpo
hay unos pequefios apéndices conicos a cada lado del ano que son
retractiles y cuatro papilas entre los apéndices (Figura 3) (Gallego, 2003;
Quiroz, 2011).

Los machos producen espermatozoides no flagelados, de dos o tres
cromosomas; las células somaticas tienen cinco cromosomas (De la Rosa y
Gomez, 2004; Flisser y Pérez, 2006).

La hembra, mide de 3 a 4mm de longitud por 60 um de diametro; pueden
diferenciarse del macho por tener el extremo posterior romo y redondeado
(Figura 3) (Bowman, 2009; Gallego, 2003). El eséfago, equivale al primer
tercio del nematodo. El aparato genital, esta formado por un ovario el cual
se situa en la region caudal, que produce ovulos de aproximadamente 25
um de diametro, los cuales presentan solo tres cromosomas (De la Rosa y
Gbémez, 2004; Flisser y Pérez 2006) seguido por un utero ocupado en su
region inicial por huevos que se desarrollan a medida que avanzan por la
region uterina, en donde las L1 eclosionan, por lo que la ultima porcion del

utero se encuentra repleta por larvas libres las cuales son expulsadas a
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través de la vulva que se abre a la altura de la mitad del esticosoma
(Cordero et al., 1999; Gallego, 2003; Tay et al., 2002)

e Las larvas recién nacidas (LRN), estan provistas de un estilete bucal
ademas se distinguen por su largo esticosoma y por su tamafo: 100 a 120
pm de longitud por 7 a 8 um de diametro, a su vez poseen un conjunto de
células germinales pero no 6rganos (De la Rosa y Gomez 2004; Dupouy et
al., 2007; Tay et al., 2002). Esta fase penetra en los capilares linfaticos y
portales para ser arrastrados a la circulacion sistémica en busca del

musculo estriado (Cordero et al., 1999).

B células
musculares

B células
musculares
Fluidos internos Fluidos internos
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Intestino grueso

Intestino grueso Utero
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Figura 3. Morfologia de macho (lzquierda) y hembra (derecha) adulto de

Trichinella spiralis (tomado de trichinella.org/biology.htm)
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e La larva muscular (LM), tiene 1.2 mm de longitud por 40 um de diametro y
se hallan enrolladas, formando dos o tres espiras, estan presentes en el
interior de las células o fibras de los musculos estriados esqueléticos
(Figura 4 y 5) (De la Rosa y Gomez, 2004; Gallego, 2003). En esta etapa se
desarrolla el esticosoma y los sexos ya se pueden diferenciar (Alcantara et
al., 1992).

Las larvas que llegan al musculo estriado, penetran mecanicamente a
través del sarcoplasma en el sarcolema, transformando la fibra, en una
macrocélula, la célula nodriza, con numerosos nucleos activos. Esta
provista de un grueso glicocalix que forma la capsula (Cordero et al., 1999;
Kassai, 1998) mide de 400 a 600um de largo por 250um de ancho (Gallego,
2003; Quiroz, 2011; Tay et al., 2002). La célula nodriza (Figura 5) esta
rodeada por una capsula formada a su vez por dos cubiertas: la primera es
una cubierta interna compuesta por glicoproteinas, proteoglicanos, lamina,
fibronectina, colageno; mientras que la segunda es una cubierta externa
producida por una reaccion inflamatoria: de esta manera se produce un
granuloma eosinofilico (Eucéby 2000). Cada célula nodriza alberga una LM,
aunque en las infecciones masivas puede encerrar a mas de una LM
(Ramirez et al., 2007).

Después de seis a nueve meses, se desarrolla en las capsulas un proceso de
calcificacion, que se inicia en los polos en forma de precipitados finos granulares
y que se difunde posteriormente por toda la capsula. Las capsulas calcificadas de
800-1000 m[ pueden contener larvas viables hasta por 11 afos en el cerdo y
hasta 40 afos en el hombre (Quiroz, 2011; Markell, 1990; Ramirez, 1981).
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Figura 5. Enquistamiento de
la larva en musculo. Las
flechas indican la célula
nodriza (tomado de Pereira y
Pérez, 2001)

Figura 4. Morfologia de LM de Trichinella
spiralis (tomado de
trichinella.org/biology.htm)

2.8 Ciclo Biolégico

El ciclo de vida de T. spiralis (Figura 6) se completa en un sdélo hospedador y tiene

dos fases:

e Una fase entérica, que comprende cuatro estadios larvarios y los adultos
(De la Rosa y Gomez, 2004). El hospedador potencial ingiere el parasito al
consumir carne contaminada con la larva infectiva (L1) también llamada LM
(LM; Figura 7B). ElI musculo esquelético se digiere y las larvas son
liberadas en el estbmago debido a la accion de los jugos gastricos (Wakelin
y Goyal, 1996). Luego de aproximadamente 10 minutos, migran e invaden
el epitelio columnar y la lamina propia del intestino delgado por accion de
las enzimas proteoliticas elaboradas por sus esticocitos (Figura 7C). Su
nicho intracelular consta de una linea de aproximadamente 117 células
epiteliales columnares, por lo que a esta etapa se le conoce como intra-
multicelular, sorprendentemente sin desintegracion de las células del
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hospedador (Flisser y Perez, 2006). A 30 horas posteriores a la infeccion
(hpi), el parasito ya mudo cuatro veces, paso de L2 a L5 hasta alcanzar la
fase adulta. En el proceso se remodelaron la cuticula, las células
glandulares hipodérmicas, los sistemas muscular y nervioso, aparato
digestivo y esticosoma, y aparecié el primordio genital. Luego de cinco dias
de la infeccion (dpi) la hembra y el macho maduros invaden el epitelio
intestinal. La copula se efectua en ese nicho epitelial en las siguientes 40
horas; es probable que los machos se desplacen hacia la hembra, ya que in
vitro se ha descubierto que éstas producen una feromona. Es probable que
cada macho insemine a dos hembras, ya que la proporcidn recuperada
experimentalmente es de 2.5:1. Después de la inseminacion, las hembras
aumentan de tamafo y penetran la mucosa intestinal, y se cree que el
macho muere y es expulsado (De la Rosa y Gémez, 2004).

En la fase parenteral, las hembras paren las LRN que son liberadas entre
los 8 y 11 dpi (Figura 7A) y se introducen en la lamina propia del intestino y
llegan a la circulacion arterial a través del conducto toracico, pasan por el
corazén y los pulmones hasta llegar a invadir musculo esquelético,
principalmente diafragma, lengua, intercostales, biceps y pectorales. Las
LRN poseen un estilete en la parte anterior del eséfago con el cual perforan
el sarcolema de la fibra, penetrando en el sarcoplasma. Sin embargo no se
descarta la posibilidad de que la penetracién de las larvas se lleve a cabo
por medio de procesos enzimaticos (Alcantara et al., 1992; Cordero et al.,
1999; Flisser y Pérez 2006; Moreno et al., 2009). Aqui las LRN crecen en
forma exponencial (hasta 270 veces), y se diferencian poco a poco en LM.
Mientras tanto, el miocito se transforma en célula nodriza en alrededor de
20 dias. Esta transformacién trae consigo la desaparicion de las estrias
musculares y la desorganizacion de los filamentos contractiles asi como el
aumento de mitocondrias, actividad catalitica y tamano del nucleo, el cual
es desplazado hacia el centro de la célula (De la Rosa y Gomez, 2004;
Euzéby 2000). EI complejo célula nodriza-parasito es rodeado por una

capsula de colageno tipo IV y VI, resultado directo de la exposicion a
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proteinas secretadas por el parasito. A su vez, vénulas (angiogénesis)
adyacentes a la capsula de colageno serviran como medio de transporte a
nutrientes y desechos desde la célula y hacia el interior de la misma
(Despomier, 1998).
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Figura 6. Ciclo biolégico de T. spiralis (tomado de Pereira y Pérez, 2001)
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El proceso de formacion de la célula nodriza es desencadenado por un antigeno
elaborado por los esticocitos alfa de las larvas, la glicoproteina 43kDa, que se ha
detectado en el nucleo y citoplasma de la célula nodriza a partir del octavo dia de
la penetracion y hasta seis meses después a este antigeno se le denomina TSL-
1(De la Rosa y Gomez, 2004; Euzéby 2000). En su célula nodriza, la larva
experimenta varias modificaciones: aumento de volumen, engrosamiento de la
cuticula, desarrollo del es6fago mediante el incremento del nimero de esticocitos,
que se diferencian en células con granulos alfa (800 nm aspecto granuloso) en el
ultimo tercio del esticosoma y granulos beta (600 nm, estructura homogénea) en
los dos tercios anteriores y el paso de una forma lineal rectilinea a una forma
inicialmente incurvada y posteriormente espiral; el complejo larva enquistada-
célula nodriza puede permanecer estable durante toda la vida del hospedador o
calcificarse (Euzeby 2000); es la razdn por la que éste parasito es considerado
como uno de los mas exitosos simbiontes intracelulares que se conocen. Los
cambios le permiten perdurar viable en un microambiente que él mismo ha
modificado, sin provocar la muerte de la célula hospedera. Esto, sumado a la
posibilidad de sobrevivir en anaerobiosis una vez producida la muerte del animal
parasitado, asegura que la larva permanezca infectiva en la carrona durante varias
semanas, a pesar de la putrefaccion, manteniendo la enfermedad dondequiera
que haya animales omnivoros de la fauna silvestre o animales domésticos

(Caracostantogolo, 2009).

NN T , R SN

Figura 7. Fases del ciclo de T. spiralis A. Gusanos adultos y LRN (tomado
de www.trichinella.org). B. Musculo infectado con T. spiralis (Imagen
propia). C. Larva infectante, donde se indica: M, intestino medio; G,
primordio genital; S, esticocitos (tomado de Makedonka y Douglas, 2006).
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2.9 Patogenia y sintomatologia en humanos

En el humano, la variabilidad y la intensidad de los sintomas de la triquinelosis

dependen del numero de parasitos que afecten al individuo, la edad del paciente,

sexo, estado nutricional, estado hormonal, estado inmunoldgico y tejido invadido
(Bruschi y Murrell, 2002; Builes y Laverde, 2009; Chavez et al., 2006). La

enfermedad clinica puede variar desde una infeccion asintomatica hasta una

enfermedad fulminante y mortal (Riva et al., 2007); se consideran infecciones

leves aquéllas en las que existen de 1 a 50 LM por gramo de musculo;
moderadas, de 50 a 100 LM, y graves, mas de 100 LM (Alcantara et al., 1992). En

el transcurso de la parasitosis se distinguen tres etapas sucesivas:

La fase entérica: Se inicia a partir de las 24 horas postinfeccion (hpi) y es
causada por la fijacion de las hembras y la penetracion de la mucosa
intestinal por parte de las larvas (Chavez et al., 2006; Tay et al., 2002),
que origina una mala absorcion e inflamaciéon a nivel intestinal, alteracion
en la motilidad e infiltrado celular. Esta fase se caracteriza por la presencia
de dolor abdominal, diarrea o estrefiimiento, anorexia, vomito, malestar en
general y fiebre (Botero y Restrepo, 2012; Bruschi y Murrell, 2002;
Kociecka, 2000).

Fase de migracién: Se desarrolla después de una semana y se asocia con
respuestas inflamatorias y alérgicas derivadas de la circulacion de las
larvas. Esta invasion causa la ruptura de vasos, dafa las células
musculares directamente o estimula indirectamente la infiltracion de células
inflamatorias, principalmente eosinofilos; se caracteriza por fiebre, edema
facial y periorbital, conjuntivitis, fotofobia, cefalea, erupcion cutanea,
disfagia, mialgias, insomnio, tos seca, trastornos dolorosos del movimiento
de los musculos oculares, eosinofilia (incluso desde la fase entérica). En
infecciones  graves puede presentarse  miocarditis, encefalitis,
bronconeumonia, sepsis, insuficiencia cardiovascular, insuficiencia

suprarrenal (Beck y Pantchev, 2010; Botero y Restrepo, 2012; Bruschi y
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Murrell, 2002; Builes y Laverde, 2009; Capé y Despomier 1996; Tay et al.,
2002).

e Fase de encapsulacion: Las larvas ya se han establecido en el musculo
esquelético, luego de cuatro semanas post infeccion. El sintoma
predominante es dolor muscular que se exacerba con el ejercicio, no sélo a
causa de una miopatia que involucra la degeneracién de las células
musculares afectadas por el infiltrado celular del proceso inflamatorio
durante la transformacién a célula nodriza sino también por la presencia de
complejos inmunes en suero y liquido sinovial que contribuyen a un dafio
articular e inflamacion periarticular. Se presenta fiebre intermitente vy
malestar general (Ashour y Elbakary, 2011; Bruschi y Chiumiento, 2011;
Pereira y Pérez, 2001). La carga parasitaria se encuentra asociada a la

severidad del cuadro clinico.

2.10 Signos clinicos en cerdos

La triquinelosis en los animales es subclinica. Excepto en los animales
inmunodeprimidos infectados masivamente que pueden desarrollar fiebre, edema
periorbitario, disnea, menor conversion y reduccion en la ganancia de peso en un
20 al 40% (Builes y Laverde, 2009; Cordero et al., 1999). En la fase intestinal, se
produce una enteritis con posibilidad de codlicos y diarrea, éstos signos son
debidos al incremento de la contractibilidad del yeyuno, la destruccién de
enterocitos y la atrofia de vellosidades. La fase muscular se inicia hacia el dia 15
pi, cursa con miositis aguda variable, segun la localizacién de las larvas: dificultad
para la masticacion, disfagia, dificultades locomotoras, prurito (musculos
cutaneos). No obstante, la localizacion muscular de las larvas no siempre produce

sintomas (Euzéby, 2000).

Ribicich et al. (2007) inocularon grupos de 3 cerdos con dosis infectivas de 100,
500 y 5000 LM. Solamente en 2 de 9 animales infectados se observaron signos
clinicos relacionados con la enfermedad como: edema periorbitario, dificultad para

caminar y problemas respiratorios. El experimento tuvo una duracion de 100 dias
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a partir de la inoculacién. A partir de los 20 dpi, la ganancia de peso en los grupos
inoculados con 500 y 5000 larvas fue significativamente menor que la de los
animales del grupo control no inoculado (Caracostantogolo, 2009). A mayor
namero de LM inoculadas los cerdos presentaron eosinofilia, normalizandose los
valores, alrededor del dia 42 independientemente del numero de LM inoculadas
(Ribicich et al., 2007).

2.11 Lesiones

La fase intestinal se caracteriza por una enteritis catarral aguda, la mucosa esta
engrosada, edematosa, cubierta de moco, algunas veces con petequias y
ulceraciones en casos graves. En cortes histologicos, se observa la fusién de
enterocitos, que forman sincitios en los cuales estan alojadas las hembras cuyos
movimientos producen la destruccion del tejido, detectandose hiperplasia de
células caliciformes, vellosidades atrofiadas y la lamina propia infiltrada de células
inflamatorias que incluyeron. esosindfilos, mastocitos, macréfagos, plasmocitos
(Euzéby, 2000; Quiroz, 2011).

Debido a la miositis el color del musculo puede cambiar de palido a rojo violeta.
Durante el proceso de degeneracion muscular hay edema, infiltracion de
polimorfonucleares, linfocitos y macrofagos y en casos agudos miositis
eosinofilica. Entre la quinta y sexta semana post infeccion (pi) se observan finas

estrias blanquecinas y quistes a los dos o tres meses (Quiroz, 2011).

2.12 Respuesta inmune en el hospedador

Trichinella spiralis desencadena una serie de mecanismos de defensa mediados
por células; este parasito posee una gran variedad de antigenos de superficie en
las distintas fases de su ciclo vital (Maldonado, 2007). Los cerdos infectados con
T. spiralis exhiben una respuesta inmune que, aunque resulta similar a la de los
roedores, tiene algunas diferencias potencialmente importantes. En el cerdo la
expulsion de los gusanos adultos es lenta, especialmente cuando existe un menor

namero de larvas infectivas en la infeccidn primaria. La respuesta anti-LRN es un
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componente importante de la respuesta inmune protectora porcina (Lunney y
Murrell, 1988).

En la respuesta inmune a nivel celular, hay un incremento de IgM en las células de
la mucosa intestinal al principio de la infeccidn, que continia con un incremento en
la mucosa de IgM e IgG durante la segunda semana pi. Después hay un
incremento de IgG1 en células del bazo, ganglios linfaticos mesentéricos y placas

de Peyer. En la segunda semana en el suero también aumentan la IgG1 y la IgM.

Hay evidencias de que la respuesta inflamatoria del intestino esta asociada con
una eliminacion inmunologica del parasito; pueden intervenir dos mecanismos,
una respuesta especifica contra el parasito y otra no especifica causada por

alteracion del medio con expulsion del parasito del sitio inflamado (Quiroz, 2011).

Numerosos estudios han demostrado que los linfocitos Th CD4+ regulan las
respuestas inmunes por medio de la secrecidon de citoquinas. Asi, la expulsién de
éste parasito esta controlada por citoquinas sintetizadas por linfocitos Th2 (IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13) (Gomez, Blanco y Doménech, 2007; Miller y Horohov,
2006). Las interleucinas aceleran la respuesta inflamatoria en el intestino,
reclutando células cebadas, eosindfilos y linfocitos (Castafieda, 2010), la IL-4 e IL-
9 generan un infiltrado rico en mastocitos y la IL-5 de eosindfilos. La IL-4 estimula
las concentraciones elevadas de IgE en suero y ademas estimula a las células
caliciformes para producir mucus y favorecer la expulsion de los parasitos (Figura
8).
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Figura 8. Mecanismos de expulsion de los nematodos del intestino.
Flechas continuas, accién directa contra el parasito; flechas
discontinuas, accion indirecta (tomado de Gémez et al., 2007)

La combinacién de los antigenos E-S con la IgE unida a los mastocitos hace que
éstos Ultimos se degranulen y liberen moléculas vasoactivas (histamina,
serotonina, leucotrieno 2), estimulando la contraccion del musculo liso e
incrementando la permeabilidad muscular, que ocasiona la acumulacién de liquido
en la luz intestinal (Castafieda, 2010; Gomez et al., 2007; Picherot et al., 2007).

Los niveles de TNF-a, una citocina proinflmatoria producida por los macréfagos
aumentan soélo en mucosa, a los 15 dpi, que puede estar involucrada en la
induccién de una respuesta inflamatoria local y podria explicar la iniciacion tardia

de la expulsiéon de T. spiralis a los 21 dpi en cerdos (Picherot et al., 2007).

Durante la respuesta Th2, ademas de la IgE, también se producen otros isotipos
de anticuerpos como la IgG1que se caracteriza por su capacidad de neutralizar

las proteasas producidas por las larvas de T. spiralis y la IgA caracteristica del
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tejido linfoide asociado a mucosa que actua sobre los parasitos adultos
(Castaneda, 2010; Gémez et al., 2007; Picherot et al., 2007)

La respuesta temprana o aguda esta representada por los anticuerpos de clase
IgG1, y posteriormente existen los de clase IgG3 e IgG4, la ultima prevalece en la
etapa croénica, importante en la inmunomodulacion de la respuesta contra T.
spiralis. Se sabe que la IgG reacciona contra la cavidad celémica del parasito
mientras que la IgM e IgA reacciona contra la superficie del parasito (Martinez et
al., 2000).

En la fase de migracion e infeccion muscular se genera una respuesta
dependiente de IgG e IgE que originan un proceso de citotoxicidad activando

eosinofilos y macréfagos (Castafieda, 2010).

La infeccion muscular provoca una respuesta de anticuerpos dirigida a los
antigenos somaticos que cambia a una respuesta IgG1 dirigida a antigenos E-S.
La emergencia de IgG1 coincide con la IL-10 independiente de la respuesta
celular. Por lo tanto, la IL-10 limita la respuesta inflamatoria local durante la etapa
temprana de la infeccion muscular mientras que el control de la inflamacién
cronica es IL-10 independiente y coincide con la aparicion de una potente
respuesta Th2 (Fabre et al., 2009). No obstante, actualmente se sabe que el IFN-
y suprime la respuesta Th2, mientras promueve la diferenciacion de Th1 y la
formacion de granulomas a través de la activacion de los macrofagos (De la Rosa
et al., 2012).A su vez las células TCD4+ regulan los niveles de IL-10 y TGF-j el
cual funge como mediador de la supresion de células T y coopera en el control de

la inflamacién local (Fabre et al., 2009).

En cerdos con infecciones leves, se encontr6 que las células mononucleares
CD4+ y CD8+ de sangre periférica se elevan persistentemente, incluso se
incrementa el numero de células que expresan el antigeno del complejo mayor de
histocompatibilidad (HCM) clase I, lo cual indica una alteracién considerable en la

regulacion de la respuesta inmune a este parasito. Existe resistencia a la
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reinfeccioén, la disminucion de la fecundidad y el ataque hacia la LRN, mientras
que la supervivencia del parasito en el intestino no se modifica (Castafeda, 2010;
Gomez et al., 2007; Montafo 2005).

En resumen, al parecer en cerdos y en todos los hospedadores mamiferos, la
primoinfeccién protege a los individuos de una parasitosis masiva, ya que las
larvas asociadas a la reinfeccidn no se encapsulan y se ha observado que estas
larvas son dafadas y el numero de larvas encapsuladas disminuye, las reacciones
inmunitarias son inducidas principalmente por los antigenos de excrecion-

secrecion (E-S) y epitopos peptidicos de estos antigenos (Eucéby, 2000).

2.13 Antigenos de Trichinella spiralis

T. spiralis representa para su hospedador un mosaico antigénico muy complejo
induciendo en este ultimo respuestas tanto humorales como celulares especificas.
Los antigenos de este parasito que inducen y activan estas respuestas inmunes
se presentan en tres compartimientos: la superficie, los productos de excrecion-
secrecion y el soma. Aquellos que se localizan en la superficie corporal o que son

excretados por el parasito revisten la mayor importancia (Arriaga et al., 1994)

La composicion antigénica de este organismo posee una clasificacion de acuerdo
al momento en que son reconocidos por el hospedador durante el ciclo de vida de

Trichinella y corresponden a la siguiente distribucion:

e Antigenos de respuesta rapida o del grupo |, detectados desde la segunda
semana pi.
¢ Antigenos de respuesta lenta o del grupo I, éstos son detectados a partir

de la cuarta semana pi (Bolas y Del Corral, 2006; Takahashi, 1997).

El grupo de respuesta rapida (ubicados en cuticula, membranas internas,
hemolinfa, saco embrionario, glandulas hipodérmicas y granulos en el tracto

reproductivo del macho) comparte antigenos de fosforilcolina (PC), un hapteno
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detectado en varios nematodos, por lo que puede dar reacciones cruzadas en
pruebas inmunoenzimaticas. Los antigenos de PC se localizan tanto en LM como

en el gusano adulto.

Los antigenos del grupo de respuesta lenta (presentes en el esticosoma, lumen
del tracto alimentario y superficie cuticular), fueron identificados por Denkers et al.
en 1990, presentan un rango de peso molecular de entre 43 y 68 kDa y comparten

un epitope G22.1 que contiene fucosa y tivelosa (Takahashi, 1997)

Los antigenos de superficie estudiados con técnicas de radiomarcaje por Philipp et
al en 1980, tienen pesos moleculares que oscilan entre los 47, 55, 90 y 105 kDa,
son estadios especificos de LM y se liberan activamente en medios de cultivo por
periodos limitados (Yépez et al., 2007; Silberstein y Despomier, 1984). El origen
de estos granulos de superficie esta en los esticocitos e incluyen los granulos
y vy del esticosoma que es el 6rgano secretor de la LM. Demostrandose que los
componentes de superficie/esticosoma comparten determinantes antigénicos con
productos de E-S (Arriaga et al., 1994; Takahashi, 1997).

Los productos E-S, son considerados antigenos de respuesta lenta y (Takahashi,
1997) son obtenidos de la primera etapa de la LM, a partir de los esticocitos.
Consisten en un grupo de glicoproteinas estructuralmente relacionadas, con un
peso molecular de 50-55kDa secretadas por los alfa-esticocitos, mientras que las
de 48 kDa son secretadas por las células beta (Silberstein y Despomier, 1984).
Los antigenos de la LM se clasifican en 8 grupos numerados de TSL-1 a TSL-8,
de los cuales, los epitopos predominantes que inducen respuesta humoral son
localizados en el antigeno TSL-1, que a su vez posee un epitopo glucosidico,
conocido como tivelosa (Gottstein et al., 2009; Euzéby, 2000).La tivelosa ha sido
identificada como un carbohidrato importante y una variante de esta ha sido
desarrollada para su uso en ELISA, ofreciendo ventajas por estabilidad,
estandarizacion y especificidad. Sin embargo hay problemas de sensibilidad en
algunos casos (Gottstein et al., 2009).
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Los antigenos somaticos, corresponden a grupos antigénicos de Peso Molecular
(PM) 38 a 104 KDa son reconocidos por anticuerpos; obtenidos por sonicacion de
la LM, aislados por digestion péptica de ratas, ratones, conejos y cerdos
parasitados; los cuales presentan reacciones cruzadas entre Trichinella spiralis y
Trichinella nativa (Euzéby, 2000). Estos antigenos pertenecen al grupo de

respuesta rapida (Takahashi, 1997).

2.14 Diagnoéstico

Existen métodos de diagndstico directos e indirectos. Los resultados positivos de
los primeros dependen del hallazgo de las LM y su identificacion por caracteres
morfologicos en el tejido muscular o alimentos preparados a partir del mismo; en
tanto que los métodos indirectos, sugieren la presencia de esas larvas en el
hospedador a través de la deteccidén de anticuerpos especificos mediante técnicas

de serologia (Caracostantogolo, 2009).

La identificacion de larvas de Trichinella en muestras de musculo de cerdos y
otras especies animales destinadas al consumo humano (por ejemplo, caballos,
jabalies y 0sos) se limita a la inspeccién post-mortem de las canales. La deteccion
directa, también se aplica en el control de fauna, donde es indicador para evaluar
la prevalencia de la infeccién por Trichinella entre los animales silvestres y el
riesgo de interaccion con los animales domésticos. EI método para detectar a las
LM en muestras de musculo necesita ser muy sensible y el rendimiento esta
fuertemente influenciado por el tamano de la muestra, el tipo de musculo
seleccionado para el muestreo y el método especifico utilizado (Gottstein et al.,
2009).
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2.14.1 Métodos directos

Las técnicas empleadas son las siguientes:
e Técnica de compresion o triquinoscopia

El procedimiento consiste en la inspeccion optica de muestras de tejido muscular
(preferentemente diafragma) que se cortan en pequefos trozos en la direccion de
las fibras y se colocan entre dos vidrios gruesos que se comprimen desde los
extremos mediante dos tornillos con tuerca de mariposa, hasta quedar
transparente. EI compresor se coloca en un microscopio de proyeccidon
denominado triquinoscopio 0 en un microscopio convencional con aumento de 10
y 40x y se recorre cada porcion de muestra comprimida en busca de las LM. En un
minimo de un gramo de carne que debe ser examinado para permitir una
sensibilidad tedrica de una larva por gramo, (un numero frecuentemente citado
como el umbral de la infeccidbn que presenta riesgo para la salud publica) (OIE,
2004). Dentro de las desventajas de esta técnica se encuentran: baja sensibilidad,
el nivel de infeccion minimo detectable es de 3 LM por gramo de tejido analizado.
Se necesita mayor tiempo para inspeccionar un niumero importante de muestras.
Pueden obtenerse resultados falsos negativos debido a la distribucion de las LM
(Gajadhar, et al., 2009; Caracostantogolo, 2009).

e Técnica de digestion artificial o enzimatica

La digestion enzimatica es un método que trata de reproducir in vitro la digestion
estomacal, con el objeto de aislar, visualizar y cuantificar las LM en porciones de
musculos y derivados elaborados con carne de animales susceptibles a padecer la

enfermedad.

Las muestras, previamente molidas de tejido obtenidas de los sitios de
predileccion del parasito (diafragma, maseteros, lengua) son expuestas a jugo
gastrico artificial compuesto por acido clorhidrico y pepsina (ambos al 1%) en agua

destilada. Las larvas, liberadas de sus capsulas, se recuperan mediante una serie
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de pasos de sedimentacion, expresando el resultado como numero de larvas por
gramo de muestra (OIE 2004; Caracostantogolo, 2009). De acuerdo a la NOM-
194-SSA1-1994, Productos y servicios. Especificaciones sanitarias en los
establecimientos dedicados al sacrificio y faenado de los animales para abasto,
almacenamiento, transporte y expendio. Especificaciones sanitarias de productos,
se deben tomar mensualmente dos muestras por canal de equino o porcino del
total de animales sacrificados, de un tamafio minimo de 3cm?, procedentes de
ambos pilares del diafragma. La sensibilidad del método de digestion es de
aproximadamente 3 LM por gramo. Este nivel de deteccidén se considera eficaz
para la identificacion de carne de cerdo que representa un riesgo significativo de
salud publica (OIE, 2004).

La técnica tiene la ventaja de ser econdmica pero por el tiempo de proceso no es

practica su aplicacion para el diagnostico en rastros (Medina, 2007).

2.14.2 Métodos indirectos

Los métodos de diagndstico serologico se emplean para la inspeccidn ante-
mortem y post-mortem a partir de muestras de sangre o suero para detectar la
presencia de anticuerpos anti- Trichinella. Y bajo ciertas condiciones pueden tener

mayor sensibilidad que los métodos de deteccion directa (Nockler et al., 2000).

¢ Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Es una técnica capaz de detectar complejos antigeno-anticuerpo usando
anticuerpos anti-inmunoglobulina porcina marcados con colorantes fluorescentes
como el isotiocianato de fluoresceina. Estas sustancias al ser excitadas con luz de
longitud de onda del rango ultravioleta 190-380 nm, emiten luz visible que se
observa como fluorescente en un microscopio de fluorescencia. Es sensible y
rapida, pero tiene menos especificidad que el ELISA y el Western Blot (WB)
(Caracostantogolo, 2009; Gottstein et al., 2009).
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e Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) indirecto

La prueba por ELISA tiene una mayor sensibilidad que el método de digestion
enzimatica, en infecciones tan leves como una larva por 100g de tejido. Sin
embargo, la sensibilidad puede ser menor en la infeccion temprana (Gajadhar et
al., 2009; Mitreva y Jasmer, 2006; Nockler et al., 2000). La sensibilidad y
especificidad de esta técnica son en gran medida dependientes de la calidad del
antigeno utilizado, del procedimiento y especie del hospedador (Gajadhar et al.,
2009; Moskwa et al., 2009).

La técnica de ELISA se basa en el uso de antigenos o de anticuerpos marcados
con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunoldgica como enzimatica pudiendo ser revelada mediante la adicién de un
substrato especifico que, en contacto con la enzima, producira un color observable
a simple vista y cuantificable por un lector de densidad 6ptica (Ruiz y Martinez,
2007).

Dentro de las desventajas de la técnica, se encuentra la aparicion de falsos
negativos originados por una respuesta tardia en la cinética de anticuerpos en
infecciones leves, baja respuesta del hospedador o una supresion de la respuesta
inmunitaria por cronicidad de la infeccion (Gajadhar et al., 2009; Ruiz y Martinez,
2007; Riva y Steffan, 2007). Los resultados falsos positivos se relacionan con la
existencia de inmunidad cruzada con anticuerpos generados contra otros
nematodos. Gamble y Graham en 1984 describieron la reactividad cruzada que
estos antigenos producian, sefalaron reacciones cruzadas con nematodos del
tubo digestivo (Ascaris suum, Trichuris suis) (Ruiz y Martinez, 2007). Multiples
estudios experimentales han evaluado la prueba de ELISA usando antigenos E-S.
El rango de sensibilidad oscila entre 93.1 y 99.2%, mientras que la especificidad
varia de 90.6 a 99.4% (Gottstein et al., 2009; Nockler et al., 2009; Van der Leek et
al., 1992).
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¢ Inmunoelectrotransferencia (Western Blot)

Esta técnica ofrece gran especificidad y facilidad de interpretacion al permitir la
visualizacion de anticuerpos anti T. spiralis presentes en sueros positivos con
bandas polipeptidicas especificas obtenidas por electroforesis de los antigenos E-
S, sin embargo es muy costosa y laboriosa para llevar a cabo con muestras de

gran tamafio (Wee et al., 2001; Lamberti et al., 2003; Caracostantogolo, 2009).

WB posee una especificidad del 100% y una sensibilidad del 98.1%; es la prueba
apropiada en la confirmacién de los resultados obtenidos por el ELISA (Nockler et
al., 2009).

e Analisis Molecular

Dado que no existen caracteristicas morfologicas especificas en las larvas, el
diagnéstico molecular basado en la amplificacion del ADN se utiliza para obtener
su especie o genotipo. Para este propdsito, la técnica de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa, PCR por sus siglas en inglés (polymerase chain reaction) se ha
desarrollado para la simple e inequivoca diferenciacion entre especies y genotipos
de Trichinella. La PCR es un sensible y rapido acercamiento molecular capaz de
tipificar e identificar muestras que contienen sélo una larva (Dupouy et al., 2007;
Gottstein et al.,, 2009). Aunque se considera inapropiada al momento de la
inspeccion de carne en los rastros, debido al costo y al nivel técnico especializado

que demanda la realizacion (Tay y Velasco, 2002).

e Histologia

El analisis histolégico muscular, revela fragmentos de larvas en diversas etapas de
desarrollo. La presencia de la capsula de colageno o lo que queda de una capsula
destruida, y el tipo y composicion de los infiltrados celulares. La transformacion
basofilica de células musculares, representa un valioso criterio diagndstico de la
invasion por Trichinella, incluso, cuando no se han detectado larvas. Este método

es mas sensible que la triquinoscopia en la etapa temprana de la invasion del
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musculo, cuando las larvas son muy pequefas y no se pueden distinguir

facilmente de las fibras musculares (Dupouy et al., 2007).

2.15 Prevencion y control

Los efectos de los cambios en el entorno politico y econémico, con frecuencia dan
como resultado el debilitamiento o pérdida de infraestructura en la salud publica,
traen como consecuencia la pérdida en las técnicas y procedimientos para
preservar la cria y la practica de sacrificio seguro en los animales, programas
integrales de inspeccion de la carne y procedimientos eficaces de procesamiento
de la misma (Merrell y Pozio, 2000). Los esfuerzos para prevenir la infeccion por
Trichinella en el hombre y los animales deben estar encaminados a la educacion
del consumidor, sobre el riesgo de ingerir carne cruda o semicruda y derivados
carnicos tanto de origen doméstico como silvestre (Urghart et al., 2001; Taylor et
al., 2007).

Es necesario el control de animales susceptibles por el método de digestion
artificial estandarizado al sacrificio o después de la caza. Toda carne de animales
sospechosos de Trichinella, pero que no pueda ser aprobada por un método de
laboratorio apropiado, debera ser tratada por un procedimiento que ha demostrado
inactivar las LM. Esto se aplica tanto en fuentes de carne comerciales como no
comerciales. Tres métodos han demostrado inactivar las LM de forma fiable
(Gottstein et al., 2009).

i) La coccién, para alcanzar una temperatura central de no menos de 71°C
durante al menos un minuto (es decir, la carne debe cambiar de color rosa a gris, y
las fibras musculares son facilmente separadas unas de otras).

i) La congelaciéon, los cortes o porciones de carne de hasta 15 cm de
espesor deben congelarse por lo menos a -15°C, por no menos de tres semanas.
Y los cortes de hasta 69 cm de espesor, por no menos de cuatro semanas. Las
condiciones para la congelacién se limitan sélo a carne infectada con T. spiralis.

iif) La irradiacion, a niveles probados para inactivar las larvas de Trichinella
(0,3 kGy) puede ser un método aceptable para hacer seguro el consumo de carne,
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en paises donde la irradiacion de alimentos esta permitido. La irradiacion se
recomienda solo para alimentos envasados (Bessonov et al., 2000; Gottstein et al.,
2009; Hendrix, 2012; Kassai, 1998; Taylor et al., 2007; Urghart et al., 2001).

Ademas el secado ha demostrado ser una medida efectiva en la eliminacion de la
infectividad de la LM, contrario a lo que sucede con los procesos de adobo o
curado, los cuales no afectan la capacidad reproductiva de T. spiralis (Medina, et
al., 2008).

Los cerdos de traspatio poseen mayor riesgo de infeccion por Trichinella, ya que
son alimentados con restos de comida que contienen carne y a su vez tienen facil
acceso a roedores y animales silvestres. Ademas los cerdos criados en sistema
extensivo, también estan en riesgo de esta zoonosis. ElI conocimiento sobre el
ciclo de transmision de Trichinella, permite a los productores disefiar sistemas de
gestion para prevenir o reducir drasticamente el riesgo de exposicion (Gottstein et
al., 2009; Dupouy, 2000).

Los puntos clave son: i) construccion de barreras arquitectonicas y ambientales
efectivas, ii) adecuado almacenamiento de alimento y piensos (Gottstein et al.,
2009), iii) tener un control de todos los animales susceptibles (tanto domésticos
como silvestres) por el método normalizado en sacrificio y después de la caza, si
es que van a destinarse al consumo humano o animal (Norma Oficial Mexicana
NOM-194-SSA1-2004, Productos y servicios. Especificaciones sanitarias en los
establecimientos dedicados al sacrificio y faenado de animales para abasto,
almacenamiento, transporte y expendio. Especificaciones sanitarias de productos),
iv) mejoramiento de la condicion higiénica en la granja, incluida la eliminacién y
disposicion adecuada de los animales muertos v) adquirir lechones procedentes
de granjas en condiciones de alojamiento controlado, vi) evitar la alimentacion con
desechos alimenticios (Colville y Berryhill, 2007; Kassai, 2008; Taylor et al., 2007;
Tay et al., 2002; Urghart et al., 2001).

Los programas que permitan la certificacion de los cerdos como libres, basados en

buenas practicas de produccién, deben realizar las siguientes funciones:
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i) Desarrollar un sistema de documentacion de buenas practicas de
produccién

ii) Expedir certificaciones y mantener registros de granjas certificadas

iii) Realizar periddicamente auditorias in situ de los productores certificados
para asegurar la integridad del sistema

iv) Realizar serologia periédica de los cerdos procedentes de granjas
certificadas a verificar la ausencia de infeccion (Gottstein et al., 2009;
Murrell y Pozio, 2000).

2.16 Tratamiento

En medicina veterinaria, el tratamiento, al igual que en humanos, depende de la
fase de desarrollo en la que se encuentre el parasito (Cordero et al., 1999). Por
ejemplo, contra los gusanos preadultos (3 dpi), en el caso tedrico de que se
tuviera que aplicar, el flubendazol (Cordero et al., 1999; Kassai, 1998) en dosis de
30-125 ppm en el alimento durante 2 semanas (Kassai, 1998). Contra adultos
intestinales, pirantel, 10 mg/kg/dia durante 6 dias o albendazol. Contra larvas
encapsuladas es muy eficaz el carbamato de bencimidazol, mebendazol 200
mg/kg/dia/3 dias o en su forma fluorada, flubendazol, con prednisona inyectable
20/40 mg/kg/dia (Cordero et al., 1999).

En el hombre, tras el diagndstico oportuno, los antihelminticos son los farmacos
principales para el tratamiento de la triquinelosis, incluyendo principalmente el
albendazol y mebendazol. La dosis recomendada del albendazol es 400 mg, dos
veces al dia por 10 a 15 dias (Botero y Restrepo, 2012); el mebendazol 200
mg/4dias para la fase entérica y 250-400 mg, tres veces al dia durante 21dias
para la fase parenteral. También se recomienda administrar en forma simultanea
corticosteroides (dexametasona, 0.5 mg/kg/dia durante cinco dias o prednisona a
razén de 40 mg/dia/14dias). Pero se sabe ahora que la administracion de
corticosteroides para tratar la miositis incrementa con frecuencia la viabilidad de
las hembras, por lo que la larviposicién puede aumentar, originando una infeccion

masiva por iatrogenia (De la Rosa y Gémez, 2004).
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En general no se aplica tratamiento contra la triquinelosis en los animales
domésticos, ya que el diagndstico se hace principalmente en las canales en
mataderos y empacadoras, ademas, clinicamente el problema en esta especie
pasa inadvertido (Quiroz, 2011; Euzéby, 2000; Urghart et al., 2001; Cordero et al.,
1999; Kassai, 1998).

Hay experiencias con cerdos en los que animales infectados experimentalmente
se han tratado con clorhidrato de piperacina, con lo cual se elimina del 76 al 92%
de los adultos, administrando 1.5 g/kg durante siete dias. Se han usado
Tiabendazol, Triclorfon y Ditiazanina que han resultado efectivos y reducen en
99% a las formas adultas. En ratones se ha utilizado la Metiridina por via
subcutanea en dosis de 500 mg/kg que ha permitido eliminar a los adultos (Quiroz,
2011).

Experimentalmente, la administracion de albendazol (Euzéby, 2000; Urghart et al.,
2001) al cerdo (10 mg/kg/dia durante tres dias; dos series de tratamiento con un
intervalo de un mes) entrafia la destruccion de las LM en dos meses: las larvas
pierden su forma espiral, su cuticula se vacuoliza y los quistes se esclerosan. Los
musculos de los animales tratados de esta forma no son infectantes. En los paises
endémicos, se ha sugerido la utilidad de administrar sistematicamente a los cerdos

pequefas dosis de antihelminticos mezclados en el alimento.

2.17 Normas de Requlacion

Para el humano los vehiculos mas importantes en la transmisién de la
triquinelosis, son en primer lugar la carne de cerdo y sus derivados, como
jamones, salchichas, chorizos, longaniza, etcétera, crudos o insuficientemente
cocidos, y en segundo término las carnes de algunas especies de animales

silvestres (Ramirez, 1981).

La inspeccidon sanitaria en rastros tiene como uno de sus objetivos el evitar
enfermedades en el consumo de carne contaminada. La regulacion mexicana

NOM-194-SSA1-2004, Productos y servicios. Especificaciones sanitarias en los
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establecimientos dedicados al sacrificio y faenado de los animales para abasto,
almacenamiento, transporte y expendio. Especificaciones sanitarias de productos,
sefala que la carne de cerdo debera ser libre de Trichinella spiralis, no obstante,
la triquinoscopia no es obligatoria (Medina et al., 2007; Tay y Velasco, 2002). En
nuestro pais los Unicos establecimientos de sacrificio que determinan la presencia
de Trichinella spiralis son los Tipo Inspeccion Federal (TIF), los cuales certifican
tanto la inocuidad y la buena calidad de los productos como la adecuacion de las
instalaciones en donde se sacrifican animales o procesan, envasan, empacan,
refrigeran o industrializan bienes de origen animal y estan sujetas a regulacion de
la Secretaria de Agricultura Ganaderia Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién
(SAGARPA) en coordinacion con la Secretaria de Salud, esto como parte del
Sistema Tipo Inspeccidn Federal, que es un conjunto de normas de control de
inocuidad y calidad con un elevado estandar sanitario (SENASICA-UNAM, 2012).
En México la NOM-194-SSA1-2004, incluye el programa de muestreo y método de
diagnéstico basado en el proceso de digestion artificial por la Secretaria de Salud.
No obstante, el control definitivo de la triquinelosis en el hombre depende del

control de la parasitosis en los reservorios (Medina et al., 2007).

El flujo comercial a nivel internacional, esta regulado por la Organizacion Mundial
de Comercio (OMC o WTO por sus siglas en Inglés).Dentro de la normatividad
mas importante que le compete, se encuentra la de vigilar las politicas de la
Comision del Codex Alimentarius, establecida por la FAO y la OMS que
contribuye, a través de sus normas y codigos de practicas alimentarias
internacionales, a la inocuidad, la calidad y la equidad en el comercio internacional

de alimentos tanto de origen vegetal como animal (Pinelli et al.,2004).

2.18 Derivados carnicos

El consumo de la carne se ha diversificado debido a la necesidad de conservarla y
de dar variabilidad en cuanto a sabores y texturas. De ahi que han surgido
diferentes métodos de procesar la carne (SECOFI, 2000). La clasificaciéon de

productos carnicos, constituye el punto de partida para su normalizacion, que se
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realiza estableciendo normas de identidad y especificaciones de calidad, y
también para los procedimientos de certificaciéon de la calidad de la produccién y
del sistema preventivo de control de calidad de analisis de riesgos y control de
puntos criticos. No obstante, resulta complicado clasificar los productos carnicos
por su amplio surtido. Las clasificaciones de los productos carnicos son diversas
(Venegas y Valladares, 1999). En la industria mexicana de carne tenemos dos
grandes ramas: carne de consumo fresco y productos procesados (Cuadro 2). En
el caso de México, se ha encontrado a partir de estudios para establecer los
productos de mayor demanda que las salchichas y los jamones constituyen mas
del 80% total de la produccién (SECOFI, 2000).

Cuadro 2.Clasificaciéon de productos carnicos

Tipo Clasificacion

Cortes o molida
Carne Fresca Piezas de caza o

pesca

Productos . o
. Carnitas, mixiotes, barbacoa, etc.
regionales

» Embutidos crudos: chorizos y longanizas.
e Embutidos escaldados: salchichas

mortadela, salami cocido.
Productos

procesados Carnes Frias « Embutidos cocidos: queso de puerco,

pathés y morcilla o rellena.

e Carnes curadas: jamon, tocino y chuleta

Productos que se comercializan en
Conservas
salmuera

Fuente: SECOFI, 2000; Apango, 2007.
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En la clasificacion se tienen las siguientes consideraciones:

e Embutidos crudos: aquellos que no son sometidos a un proceso térmico,
solo se maduran, por medio de un secado.

e Embutidos escaldados: carnes frescas, curadas o sin curar que se han
sometido a un escalde suave (sumergiendo en agua a 75°C) o ahumado,
antes de su venta, con la finalidad de disminuir la carga bacteriana.

e Embutidos cocidos: éstos se someten a una coccién previa al embutido y
otra posterior a éste.

e Carnes curadas: aquellas que son sometidas a la accion de agentes de

curaciéon en seco o himedo.

2.18.1 Jamén

Segun la NMX-F-123-S-1982, Alimentos. Jamdn cocido. Especificaciones. Norma
Mexicana. Direccidn General de Normas, es el producto alimenticio preparado
con la carne de las piernas traseras de cerdos sanos, sacrificados bajo la
inspeccion sanitaria. Las piernas deben ser recortadas en forma especial, se debe
excluir la carne maltratada, ademas de quitar todos los huesos y dejar
practicamente libres los cartilagos, tendones, ligamentos sueltos y tejido
conjuntivo. Sometida a curacion y cocimiento. El producto final debe ser
empacado y refrigerado (SECOFI, 2000).

2.18.2 Salchicha

Segun la NMX-F-065-1984, Alimentos. Salchichas. Especificaciones. Normas
Mexicanas. Direccion General de Normas, es el producto alimenticio embutido de
pasta semifirme de color caracteristico, elaborado con la mezcla de carne (60%
minimo) de ternera o res y cerdo y grasas de las especies antes mencionadas,

adicionado con condimentos, especias y aditivos para alimentos (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Clasificacion de Salchichas

] Tipo Tipo
Tipo
Parametros Franckfurt cocktail
Viena(mm)
(mm) (mm)
Diametro 14-26 20-23 14-26
Longitud 50-300 80-300 30-65

Fuente: NMX-F-065-1984, Alimentos. Salchichas. Especificaciones.
Normas Mexicanas. Direccion General de Normas.

.La industria carnica se ha enfrentado a las malas practicas de manufactura,
deficiencias sanitarias, particularmente en las micro y pequefias empresas,
debidas al aseo inadecuado de los establecimientos, equipo, ausencia de control
de fauna nociva, falta de instalaciones sanitarias para asegurar la higiene en los
procesos, mala capacitacion del personal e incluso practicas de produccién

artesanales sin considerar normatividad sanitaria de ningun tipo (SECOFI, 2000).

Los diferentes métodos de conservacion de la carne de cerdo tanto fresca como
procesada, son sefalados por tener un efecto sobre la viabilidad de Trichinella.
Sin embargo, los estudios sobre el efecto de conservacién de la carne en la

viabilidad del parasito son escasos (Medina, 2007).

2.19 Espectroscopia de Infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo (IR) es el método por el cual se estudia la
absorcion o emision de energia radiante originada por la interaccién entre la
radiacion electromagnética y el material de estudio. El término espectroscopia
infrarroja (IR) hace referencia a la medicion de la absorcion de las diferentes
frecuencias de la radiacion IR por parte de los alimentos u otros sélidos, liquidos y
gases (Matissek et al.,, 1992; Nielsen, 2009). Naci6 en el aino de 1800, cuando
Herschel hizo uso de un prisma para crear un espectro a partir de una luz blanca y

colocd un termémetro en un lugar justo mas alla de la regidn roja del espectro,
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observé un aumento de la temperatura. Esta fue la primera observacién de los
efectos de la radiacion IR. Hacia los afos de 1940, la espectroscopia IR se habia
convertido en una importante herramienta utilizada para identificar los grupos
funcionales presentes en los compuestos organicos. En los 70°s fueron
presentados en el mercado los instrumentos comerciales de reflectancia en el IR
cercano (0.8-2.5um), los cuales proporcionaron determinaciones cuantitativas
rapidas del contenido en humedades, proteinas y grasas de los granos de cereal y

de otros alimentos (Nielsen, 2009).

Hoy en dia, la espectroscopia de infrarrojo estd ampliamente extendida en la
industria, relacionada con diferentes areas de aplicacion: agricultura,
biotecnologia, cosméticos, ciencias de la tierra, de la atmésfera y mineralogia,
control medioambiental, alimentos y bebidas, ciencia forense, medicina y quimica
clinica, investigacion militar, industria del petréleo, industria farmacéutica, ciencia
de los polimeros, ciencia de los materiales e industria textil, etc. Como puede
observarse, las aplicaciones son innumerables; en la alimentacion y las bebidas,
las aplicaciones son bastante amplias, algunas de ellas: control de calidad y la
evaluacion de autenticidad de diversas bebidas alcohdlicas y cervezas,
(Lachenmeier, 2007), identificacion y clasificacion de mieles de diferentes fuentes
florales (De fuentes et al., 2008; Bertenelli et al., 2007), adulteracion del jarabe de
fresa ( Holland et al., 1998), medicion de la cafeina de refrescos (Paradkar e
Irudayarai, 2002), deteccién de la adulteracién de carne cocinada (Al-Jowder et al.,
2002), monitoreo de las dinamicas poblacionales de microorganismos en muestras
de productos alimenticios (Oberreuter et al., 2003), determinacion del contenido
total de grasas trans de los aceites comestibles hidrogenados (Mossoba et al.,
1996) adulteracioén de pasteles, chocolate y derivados con manteca de cerdo (Che
Man et al., 2005; Syahariza et al., 2005), control del origen geografico y la calidad

de los aceites de oliva virgenes (Bendini et al., 2007; Gurdeniz et al.,2008).

La IR se basa en que las moléculas tienen la posibilidad de rotar y vibrar a
distintas frecuencias (modos normales vibracionales), o sea que una molécula

puede absorber radiacion IR si vibra de tal manera que su distribucion de carga v,
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por consiguiente, su momento dipolar eléctrico se modifican en el transcurso de la
vibracion (Piqué y Vazquez, 2012). Aunque en una molécula poliatbmica hay
muchas vibraciones posibles, las vibraciones mas importantes que producen un
cambio en el momento dipolar son los movimientos de tension y los de

deformacion o flexion (Figura 9) (Nielsen, 2009).

Vibraclones de flexién

\‘ng dotansién < O/% %7

\ / \O Balanceo &n el plano Tijaretas an elprana
Simétrica Antisemélrica & 7& %

Neteo fuera del planc Torslén fuera del plano

Figura 9. Tipos de vibraciones moleculares (tomado de
Nielsen, 2009)

Existen modos vibracionales que inducen oscilaciones que pueden entrar en
resonancia con un haz de IR. Esto produce un intercambio de energia entre el haz
y las moléculas constituyentes. Existe un comportamiento caracteristico para un
enlace con un tipo atdbmico, un entorno quimico y una concentracion de enlaces
determinadas. Se puede decir entonces, que en un espectro infrarrojo se pueden
manifestar bandas asociadas a practicamente todos los compuestos moleculares.
Cada una de estas bandas corresponderia a un movimiento de vibracion de uno
de los enlaces dentro de la molécula. Se sostiene entonces que el conjunto
constituye la huella dactilar del compuesto. Cada compuesto tendra entonces un
comportamiento particular frente a un haz de infrarrojos, en esto se basa la
eficacia de la IR (Davis y Mauer, 2010; Piqué y Vazquez, 2012; Schulz et al.,
1993).

El espectro de infrarrojo de un compuesto es esencialmente la superposicién de
bandas de absorcion de sus grupos funcionales especificos. Uno de los mejores
aspectos es que la absorcion o la no absorcién, en regiones especificas de
frecuencia pueden correlacionarse con movimientos especificos de estiramiento o
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de flexidon. Entonces, cuando se interpreta un espectro, es posible establecer que
ciertos grupos funcionales se encuentran presentes en tanto que otros estan
ausentes (Willard et al., 1991). A veces, con solo estos datos las posibilidades de
identidad pueden disminuir tanto que la comparacion del espectro con una
biblioteca de compuestos puros permite su identificacion (Nielsen, 2009; Willard et
al., 1991).

2.19.1 Regiones Espectrales

La radiacion infrarroja es energia electromagnética con longitudes de onda (1)
mas largas que la luz visible, aunque mas cortas que las microondas. De manera
general, para la espectroscopia IR pueden ser utilizadas las longitudes de onda
desde 0,8 hasta 100 um y se dividen en las regiones del IR cercano (0.8-2.5 um),

IR medio (2.5-15 um) y el IR lejano (15-100um) (Nielsen, 2009; Lin et al., 2009).

La espectroscopia en la region del infrarrojo medio (IRM) es una de las técnicas
analiticas disponibles mas importantes para conseguir informacion sobre aspectos
cualitativos y cuantitativos de analitos en tiempo real en los procesos de
manufacturacion (De fuentes et al., 2008). Mide la capacidad de una muestra para
absorber luz en la region de 2.5 - 15um o en numero de onda entre 4000 — 667

cm’’ Figura 10 ; (Nielsen, 2009; www.eq.upc.edu ).
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Figura 10. Espectro de infrarrojo medio correspondiente al
isopentano. Absorcién [% A] versus longitud de onda [cm-1]. (Tomado
de http://lipas.uwasa.fi/~TAU/AUTO3220/Umeadhandouts.pdf)

2.19.2 Espectroscopia de Infrarrojo Medio por Transformada de Fourier (MID-

FTIR)

Se utilizan dos tipos de espectrometro para la espectroscopia de IR medio: los
instrumentos dispersivos y los instrumentos de la trasformada de Fourier (FT),
éstos ultimos son los mas recientes. En los instrumentos de la TF, la radiacion no
es dispersada sino que, mas bien, todas las longitudes de onda llegan al detector
simultaneamente y se hace uso de un tratamiento matematico, conocido como una
FT, para transformar los resultados en un espectro IR tipico (Nielsen, 2009). En
lugar de un monocromador, el instrumento utiliza un interferémetro de Michelson
de barrido, el cual divide un haz de radiacion IR y la vuelve a combinar. La
radiacion de la fuente de infrarrojo es colimada (alineada) por un espejo y el rayo
resultante se divide en el divisor del haz; la mitad del rayo pasa al espejo fijo y la
otra mitad se refleja sobre el espejo movil. Después de reflejarse, los dos rayos se
recombinan en el divisor del haz y, para una longitud de onda dada, interfieren
constructiva o destructivamente dependiendo de la diferencia de las trayectorias

Opticas entre los dos brazos del interferometro. El esquema de la intensidad de
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energia obtenido como una funcién de la diferencia en los caminos Opticos se

conoce como interferograma, el cual representa la intensidad frente al camino

optico que se convierte, mediante la transformada de Fourier, en un espectro IR

que presenta la absorbancia frente a la frecuencia.
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Figura 11: Diagrama de la obtencién del espectro a través de la
espectroscopia de infrarrojo por Transformada de Fourier (tomado de
Goémez de Anda et al., 2012)

Un computador permite que la trasformacion matematica sea completada

rapidamente (Figura 11). Dado que todas las longitudes de onda son medidas a la

vez, los instrumentos de la FT adquieren los espectros mas rapido, o que por

acumulacion de espectros permite una gran mejora en la relacion sefal-ruido en

comparacion con un espectrometro dispersivo (Nielsen, 2009; Schulz et al., 1993;

Willard et al., 1991).
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2.19.3 Reflectancia Total Atenuada Horizontal (HATR)

La espectroscopia de infrarrojo medio por la transformada de Fourier MID-FTIR
es una técnica que se caracteriza por su capacidad analitica de obtener espectros
a partir de una gama muy amplia de sodlidos, liquidos y gases. Sin embargo en
muchos casos la muestra requiere una preparacion con el fin de obtener un
espectro de buena calidad. Por ello, la técnica de la reflectancia total atenuada
horizontal (HATR) ha revolucionado en los ultimos afos el analisis de muestras
sélidas y liquidas ya que favorece en la rapidez de muestreo y reproducibilidad
espectral (Perkin Elmer 2005; Karoui et al., 2007).

Este accesorio, basado en la reflectancia, no guia la radiacién infrarroja a través
de la muestra en si, sino a través de un cristal con alto indice de refraccion que
estd en contacto con la muestra. Con esto, el haz se refleja varias veces dentro
del cristal antes de ser dirigido hacia el detector. Cuando el rayo llega a la
superficie reflectante, penetra en la muestra hasta una profundidad de
aproximadamente 0,1 A, donde A es la longitud de onda de la radiacion (Figura 12
y 13) (Etzion et al., 2004).

Muesira encontacto Platina
con la ondaevanescenie

MID Figura 13:
Espectrofotometro -FTIR
equipado con HATR (imagen

propia)

Figura 12: Sistema Reflectancia
Total Atenuada Horizontal (HATR)
(tomado de Perkin Elmer 2005)
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La FTIR-HART ha demostrado ser una opcion para el analisis cualitativo y
cuantitativo de los alimentos. En trabajos realizados por Gomez de-Anda et al.,
2012 se logré identificar la presencia de Trichinella spiralis en el rango FTIR de
1700-900cm™ en carne de ratas infectadas y en donde se describe la facultad de
este método de evitar falsos positivos, ya que puede discriminar entre géneros de
nematodos. En paralelo, el método se aplicdé en musculos (pierna, lomo, costilla,
masetero y diafragma) de cerdos infectados experimentalmente con T. spiralis en
donde demostréo resultados confiables para la identificacion del parasito y

diferenciacion entre carne infectada y no infectada.
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3. JUSTIFICACION

La carne constituye una de las bases de la alimentacion humana y su industria es
una de las mas importantes en el ambito de la alimentacion. Se trata de un
alimento muy completo por su alto valor nutritivo, debido a la riqueza proteica de
su constitucion. La carne de cerdo es la carne de mayor consumo en el mundo,

dada su importancia nutricional, econdémica y social.

Hoy en dia, entre un 40% y un 50% de la cantidad neta de la carne de porcino es
transformada en productos carnicos. De estos productos, las salchichas y jamones
representan un 80% del total de la produccion y el resto son otros preparados
carnicos Sin embargo, la industria carnica enfrenta problemas por malas practicas
de manufactura y deficiencias sanitarias sin considerar la normatividad. Esta
situacion genera focos probables de infeccion que representan un riesgo de salud

publica.

Los derivados carnicos procesados requieren soOlo de cumplir con las
especificaciones en cuanto a disposiciones fisicas, quimicas y microbiolégicas, por
lo que no se considera ninguna técnica aplicada a determinar la presencia de
Trichinella spiralis, por lo tanto el diagndstico de esta parasitosis solo depende de
las técnicas de triquinoscopia y digestion artificial aplicadas en la canal de cerdo,
ambas técnicas son laboriosas y requieren de mucho tiempo para su realizacion.
Los unicos establecimientos que realizan dichas pruebas son los rastros de tipo

inspeccion federal (TIF).

Diversos estudios han mostrado la factibilidad de identificar con técnica de
Espectroscopia Infrarroja adulteraciones en alimentos, y recientemente se aplico
este método en la identificacién del nematodo en carne de cerdo, demostrando
con éxito ser una prueba rapida, confiable y de bajo costo, determinando con ello,
la extension de su aplicacion para el mismo propdsito en alimentos carnicos
procesados; sin la necesidad de un tratamiento previo de la muestra, ni empleo de

reactivos o produccién de material de desecho.
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Adicionalmente, se ha documentado que diferentes procedimientos para
estabilizar o sazonar (“carne adobada”, “carne tipo cecina” o simple refrigerado) no
afectan la capacidad infectiva de la LM. Actualmente, se carece de informacion
respecto a estudios realizados para determinar si el método de preparacion de
derivados carnicos, como salchicha y jamon, tiene algun efecto sobre la capacidad

reproductiva de Trichinella spiralis.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la capacidad de la espectroscopia de infrarrojo para detectar la
presencia del nematodo Trichinella spiralis en salchicha y jamon preparados con

carne de cerdo infectado experimentalmente

4.2 Objetivos particulares

1. Reproducir experimentalmente la infeccidon por Trichinella spiralis en cerdos
y evaluar el progreso de la infeccion por medio de una cinética de

anticuerpos empleando la técnica de ELISA.

2. Producir derivados carnicos (salchicha y jamén) a partir de la carne

obtenida de cerdos infectados experimentalmente.

3. Obtener e interpretar los espectros MID-FTIR correspondientes a los

derivados carnicos de cerdo, salchicha y jamon infectados con T. spiralis.

4. Determinar la factibilidad del empleo de la espectroscopia de infrarrojo
medio (MID-FTIR) para detectar la presencia de T. spiralis en salchicha y

jamon.

5. Emplear la tincion de Hemalumbre de Meyer para cuantificar LM de
Trichinella spiralis presentes en salchicha y jamon.

6. Infectar ratones cepa CD1 para determinar la infectividad de LM de

Trichinella spiralis presentes en salchicha y jamon.
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5. Método experimental para detectar LM de Trichinella spiralis
por medio de espectroscopia de infrarrojo.

v
| Digestion |
I artificial |

|
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Reproduccién experimental de la infeccién por Trichinella spiralis en
ratas.

La propagacion de la cepa MSUS/MEX/92/CM-92 T. spiralis se realizé en el
bioterio del InDRE. Para ello se emplearon cinco ratas Wistar macho de
aproximadamente 250 g de peso y seis semanas de edad, las cuales fueron
infectadas oralmente con 23 LM por gramo de peso, equivalente a 6000 + 250 LM
suspendidas en un amortiguador de fosfatos (0.01 M) adicionado con NaCl
(0.15M) a un pH de 7.2 (PBS) empleando para ello una micropipeta. Cada rata
recibié 0.15 ml de la dilucion descrita. Durante seis semanas post-infeccion, las
ratas se mantuvieron con un manejo rutinario para animales de laboratorio.
Transcurridos los dpi se procedio a la eutanasia por medio de vapores de éter de
acuerdo a la NOM-062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de animales de laboratorio.

6.2 Triquinoscopia

Para confirmar la infeccion de cada una de las ratas con T. spiralis, se les retir6 el
diafragma, el cual fue colocado entre dos portaobjetos, presionados fuertemente y
adheridos por medio de cinta adhesiva en ambos extremos, con la finalidad de
obtener un diafragma lo mas extendido y adelgazado posible. La preparacion se

observo al microscopio a objetivo de 40x.

6.3 Digestion enzimatica

Una vez confirmada la infeccidon de las ratas se procedio a retirar piel, visceras y
cabeza, obteniendo de ésta ultima lengua y maseteros. La canal fue lavada con
agua corriente para retirar el exceso de sangre. Para homogeneizar, la lengua,
maseteros y la canal fueron colocados en una trituradora de alimentos. Por cada
100g de muestra, se colocé en un matraz Erlenmeyer un litro de agua destilada,

pepsina al 1% (10g) y acido clorhidrico concentrado al 1% (10ml), ésta solucién se
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incubd en una estufa a 37°C con agitacidon continua, con una barra magnética

durante 4 horas.

6.4 Obtencion de larvas musculares

La digestion enzimatica obtenida se virtio a través de una gasa colocada en la
boca de un embudo de separacion. Después de una hora las larvas sedimentadas,
formaron un botén rosa y fueron recolectadas en un tubo de centrifuga. Enseguida
las LM fueron lavadas utilizando PBS pH 7.2 y con centrifugacion a 3500 rpm
durante cinco minutos, eliminando el sobrenadante; estos lavados fueron
realizados hasta que el sobrenadante se observé transparente. Posteriormente,
con una pipeta Pasteur se retiraron los restos de tejido muscular visible como una
capa café formada sobre el boton rosa (larvas musculares).Finalmente, las larvas
obtenidas se sometieron a un gradiente trifasico de dextrosa al 20, 40 y 80% de
concentracion de glucosa, para con ello lograr limpiarlas de los restos de tejido.
Las larvas se recuperaron de la interface de la concentracién de 20-40%,
colocandolas en tubos Falcon y se repitieron los lavados con PBS para eliminar el
exceso de dextrosa y se resuspendieron en 10 ml de PBS. Para corroborar la
viabilidad de las larvas, el tubo conico se agitdé y se tomo6 con una micropipeta una
muestra de 5ul, la cual fue colocada en un portaobjetos para observar al

microscopio a 40x el desplazamiento larvario.

6.5 Inoculaciéon de cerdos

Después de confirmar la viabilidad de las LM, se tomaron tres muestas con una
micropipeta, cada una de 5ul, previa agitacién del tubo por tres segundos en cada
toma. Las tres gotas se colocaron en un portaobjetos y fueron observadas al
microscopio para cuantificar las LM en cada gota, obteniendose la media y de esta
manera se procedid a realizar una regla de tres para determinar los microlitos

necesarios para obtener la cantidad de LM a inocular a cada cerdo.

Para esta fase, se emplearon seis cerdos cruza de las razas York Shire-Landrace,
tres hembras y tres machos de cuatro semanas de edad (13 Kkg

aproximadamente), cinco cerdos se infectaron manteniendo a uno como control
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negativo. Los cerdos se infectaron via oral con las LM obtenidas, a distintas
concentraciones: 13,000; 6500; 3500; 1625; 812 larvas/cerdo.

Después de la infeccion, los cerdos fueron alojados en un area de confinamiento
ubicada en las instalaciones de la FES Cuautitlan Campo 4. Dicha area estaba
provista de comedero y bebedero, asi como de los requerimientos necesarios de
acuerdo a lo estipulado en la NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para
la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. A su llegada los
cerdos fueron identificados con crayon pintura como: cerdo testigo (CT), y los
cerdos infectados (C1, C2, C3, C4, C5), correspondiendo C1 a la concentraciéon de
indculo mas alta y C5 a la concentracién mas baja; tanto el cerdo testigo como los
cerdos infectados recibieron un manejo rutinario de alimentaciéon y lavado de

instalaciones por 24 semanas.

La alimentacion fue con alimento comercial balanceado, de acuerdo con el peso
de los animales: Iniciador: 8-12 kg de PV; Desarrollo 12-25 kg de PV; Finalizador
>25 kg de PV .Los cerdos fueron monitoreados cada 15 dias para revelar los
anticuerpos séricos a partir de la infeccién con larvas musculares de Trichinella
spiralis. De igual forma, previa a la infeccion se realizé una prueba de ELISA para
verificar la ausencia de anticuerpos contra Trichinella mediante la toma de muestra

sanguinea a cada animal por puncién en vena cava craneal.

6.6 Toma de muestras sanquineas

Para la obtencion de muestras sanguineas se procedié a fijar una aguja
22Gx32mm en el aplicador sin quitar el capuchon de la parte exterior de la aguja.
A continuacion se colocé un tubo estéril sin anticoagulante dentro del aplicador,
sin presionar hacia la aguja. A su vez se sujeto6 al animal con un lazo de sujecion a
partir del maxilar superior procurando que el lazo quedara situado en la posicion

mas caudal posible (detras de los colmillos).

Se procuré que el animal tuviera el cuello en la misma linea del resto del cuerpo y

la cabeza ligeramente alzada. Hecho lo anterior, una persona se ubicé delante del
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animal para proceder a quitar el capuchdn de la aguja y tocar con una mano la
zona a introducir la aguja y asi evitar que el animal hiciera movimientos muy
bruscos. Posteriormente se introdujo la aguja en el punto medio de la fosa
yugular, en direccidon dorso-medio-caudal. Mientras se introdujo la aguja, se
presiono al mismo tiempo el tubo para que se produjera el vacio y entrara la

sangre. Cada tubo fue debidamente identificado con marcador indeleble.

6.7 Procesamiento de muestras

Los tubos con muestras de sangre fueron mantenidos en bafio maria a 37°C para
facilitar la retraccion del coagulo y porteriormente centrifugados a 1500 rpm
durante 10 minutos, acto seguido con una pipeta Pasteur se retir6 el suero
obtenido y vertido en tubos Eppendorf a modo de alicuotas apropiadamente
identificados. Las muestras ya procesadas se trasladaron al laboratorio de
Inmunoparasitologia (antes Helmintos Tisulares) del Instituto Nacional de
Diagndstico y Referencia Epidemioldgica, para su conservacion por medio de

congelacion a - 4°C y posterior empleo en la realizacién de la técnica de ELISA.

6.8 Titulacion de conjugado y suero

La titulacion del conjugado comercial anti-cerdo se realizé por la técnica de ELISA.
Se utilizdé un conjugado anti IgG de porcino acoplado con peroxidasa, asi como
placas para ELISA Corning-Costar 3590. Se sensibilizé la placa con antigenos
preparados a una concentracion de 5 ug/ml, para agregar 50 ul por pozo. El
conjugado se titul6 en base a las siguientes diluciones: 1:1000, 1:2000, 1:4000,
1:8000, 1:16000. Empleando pozos blanco, sueros positivos y negativos. Y

llevando a cabo cada uno de los pasos correspondientes a la técnica de ELISA.

6.9 Ensayo Inmunoenzimatico para la deteccidon de anticuerpos séricos

(ELISA)

Primero se procedié a crear una hoja de control en la cual se especifico cuales

serian los pozos de poliestireno de fondo plano de la placa para ELISA (Costar;

cat. 3590) que corresponderian a los sitios de reaccién para los testigos positivos,
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testigos negativos, testigo blanco y muestras problema. Las muestras se

procesaron por duplicado.

Sensibilizacidon Los pozos de la placa de ELISA de alta unién, se sensibilizaron

utilizando el antigeno a una concentracion de 5 ug/ml para un volumen de 50 ml
por pozo. El antigeno se diluyd en una solucion amortiguadora 0.1M de
carbonatos pH 9.6. Al finalizar, la placa de ELISA se cubri6 con papel parafiim y se

incubd a 4°C toda la noche.

Lavado Al dia siguiente, la solucion contenida en los pozos fue eliminada con un
movimiento brusco virtiéndola en la tarja. La placa se lavé tres veces con 200
ul/pozo con una soluciéon 0.01M de PBS-T, pH 7.2 (PBS-T). Los lavados se

realizaron con un lavador de placas automatico.

Bloqueo El bloqueo de la placa se realizé colocando 200 ul/pozo de una solucion
de Albumina Sérica Bovina (ABS) al 1%. Y se prosigui6 a cubrir la placa con papel

parafilm para incubarla durante una hora en estufa a 37°C.

Dilucion de las muestras Transcurrido el tiempo indicado, la placa fue dirigida al

proceso de lavado, para después colocar un volumen de 50 pul/pozo de suero a
una dilucion de 1:500, dicha solucion se hizo en PBS-T. La placa se incubd a 37°C

en estufa por 30 minutos.

Conjugado Se realiz6 el proceso de lavado, a continuacion se preparé una
dilucion 1:4000 con el conjugado anti-cerdo acoplado con peroxidasa diluido en
PBS-T para un volumen de 50 ul/pozo. Nuevamente la placa se incub6 a 37°C en

estufa por 30 minutos

Sustrato Se procedié al lavado de la placa, y a su vez preparar el sustrato
(Peroxido 30%, Buffer citrato Fosfato, Ortofenildiamina) para agregar 50 pl/pozo.
Al término de ello la placa se cubrio de la luz y se esperd a observar la reaccion
enzimatica manifestdndose como un cambio de coloracién a amarillo paja de los

sueros negativos.
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Paro de reaccién Para detener la reaccion enzimatica se afnadio 50 ul/pozo de

una solucion de H,SO4 2N. Finalmente, la lectura se llevd a cabo en un lector de
ELISA a 490 nm.

6.10 Transporte y sacrificio de los cerdos

Trancurridas las 24 semanas, los cerdos fueron sacrificados con un intervalo de 15
dias entre cada uno. Para tal fin los cerdos fueron movilizados desde el area de
confinamiento al rastro, el cual se ubica en el Centro de Produccion Agropecuaria
dentro de las instalaciones de la FES-Cuautitlan. Y basados en la NOM-051-
Z001995, Trato humanitario en la movilizacion de animales. Los procedimientos
realizados dentro de las instalaciones del rastro estuvieron sustentados por la
NOM-009-Z00-1994, Proceso sanitario de la carne. La secuencia de sacrificio de

cada uno de los cerdos se muestra en la Figura 14.
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*Las primeras muestras a considerar, fueron aquellas destinadas a la
triquinoscopia: la lengua, el diafragma y los maseteros.

Figura 14. Secuencia de sacrificio de los cerdos. Posterior a la inspeccion
antemortem, se procedid a la insensibilizacion con pistola de émbolo oculto,
apoyandola en la mitad de la frente, 2 cm por encima de una linea imaginaria que
une los ojos. Inmediatamente se realizd la exanguinacién. El paso siguiente fue
el escaldado cuyo objeto fue ablandar la piel para facilitar el pelado manual; para
tal fin, el animal se sumergi6 en agua caliente. Bajo los tendones flexores se iz6
al animal para continuar con el desprendimiento parcial de la cabeza y realizar un
lavado. Después se practicé un corte en linea media para ligar recto y es6fago y
de esta manera se evitd contaminacion alguna durante la evisceracion. Se
continudé con un lavado e inspeccién postmortem de las visceras, mientras se
dividié la canal por medio de un corte sagital y proseguir con un lavado e
inspeccion postmortem de la misma. Finalmente la canal fue limpiada y
conservada en refrigeracién a 4°C hasta el siquiente proceso.

58



Para la obtencion de las piezas carnicas necesarias en la elaboracion de los
embutidos, fue necesario realizar el deshuesado y retiro de grasa en las
instalaciones del Taller de carnes de la FES-Cuautitlan, y asi, obtener el brazuelo,
pierna, espaldilla, costillar y la grasa, piezas que fueron empacadas y conservadas
en refrigeracion a 4°C por un tiempo no mayor a una semana para su posterior

utilizacion.

6.11 Elaboracion de derivados carnicos

La elaboracion tanto de la salchicha como el jamon se realizd en las instalaciones
del Taller de alimentos de la FES-Cuautitlan, considerando para ello la NOM-213-
SSA1-2002, Productos y servicios. Productos carnicos procesados.
Especificaciones sanitarias. Métodos de prueba. Los ingredientes y proceso de

cada producto se describe a continuacion:

6.11.1 Jamdn

Para formular el jamon se siguio la descripcion que se muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Ingredientes empleados en la elaboracién de jamén.

Ingredientes

Pulpa de cerdo (pierna) 605 g

Agua 350 mi
Sal 13.3 ¢
Azucar 429
Sal de cura 12.0g
Fosfato de Sodio 9.0g¢g
Condimento para jamén
(California) °9
Eritorbato de Sodio 1.99¢g

Glutamato monosédico | 0.18 g

Carragenina 429
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1. PREPARACION DE LA CARNE: se prepar6 la carne correspondiente a la
seccion de la pierna, de tal manera, que se elimind con cuchillo el exceso de
grasa, los tendones y ligamentos. Acto seguido la pulpa obtenida se coloco en el
molino para procesarla y reducir aun mas el tamafo de los trozos de carne.

2. PREPARACION DE LA SALMUERA: los ingredientes fueron pesados en
balanza granataria. Posteriormente, el fosfato se disolvid por separado en una
tercera parte de agua y se adicionaron el resto de los ingredientes con agitacion
para evitar su precipitacion.

3. CURADO DE LA CARNE: la carne se coloco en un recipiente y se afiadi6 la
salmuera para mezclarlos hasta obtener una mezcla homogénea. Hecho lo
anterior, el recipiente se cubrié perfectamente con plastico adherible y se puso en
condiciones de refrigeracion a 4°C por 24 horas.

4. FORJADO: al dia siguiente la carne curada se coloco dentro de una funda la
cual previamente ya fue anudada fuertemente con hilo de un extremo. Se opté por
golpearla contra la mesa para eliminar en lo posible el aire y acomodar la carne.
Enseguida, la preparacién se puso en la maquina de vacio para retirar cualquier
presencia de aire y posteriormente anudar fuertemente con hilo el extremo libre de
la funda. A continuacion, el producto obtenido se empacé al vacio.

5. COCCION: para iniciar el proceso de coccién, el producto se colocé dentro de
un recipiente con agua caliente (80+/- 1°C) por 50 minutos, manteniendo la
temperatura constante con apoyo de un termémetro.

6. CHOQUE TERMICO: transcurrido el tiempo, inmediatamente se retird el
producto del agua caliente y se enfrié por 5 minutos en agua con hielo.

7. REFRIGERACION: para su conservacion, el producto ya terminado se etiqueté

y almacend a 4°C.
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6.11.2 Salchicha

Para formular la salchicha se sigui6 la descripcion que se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Ingredientes empleados en la elaboracién de salchica

‘ Ingredientes

Carne de cerdo 595 g
Grasa de cerdo 1714 g
Hielo 330.2 g
Fécula de maiz 92.2¢
Sal 33.0g
Fosfato de Sodio 52¢
Eritorbato de

Sodio 139
Sal de cura 53¢
Funda artificial 1 pza.

. PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA: se prepararon las piezas carnicas
(brazuelo, espaldilla, costillar), con el empleo de un cuchillo para eliminar el
exceso de grasa, tendones y ligamentos para obtener trozos de carne lo mas
pequenos posible. De igual forma, se procedid a cortar la grasa en trozos
pequenos.

. MOLIENDA: para facilitar la formacién de la emulsion sélo la carne se pasé un
par de veces por el molino. Enseguida, se afiadio a la carne la tercera parte de
hielo, la sal y la sal de cura para el curtido.

. ADICION DE LA GRASA: con el molino funcionando se adicioné la grasa la cual
fue encapsulada por las proteinas y formo la emulsion, a su vez, por la friccion
de la cuchilla hubo un aumento de la temperatura en la pasta, con lo que la
particula de grasa aumento su volumen.

. ADICION DE HIELO: sin detener el molino, se adicioné otra tercera parte del

hielo con lo que la grasa redujo su volumen y se evitd que se separara de la
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proteina. A los 30 segundos se afiadio lentamente la fécula que al incorporarse
formé una pasta emulsificada.

. ADICION DE SALES: sin detener el molino, se adicioné el eritorbato de sodio, el
ultimo tercio de hielo y el fosfato. En este paso, se procuré evitar la elevacion de
la temperatura de la pasta para conservar la emulsion.

. EMBUTIDO: se detuvo la operacion del molino y la pasta se colocé en el fondo
de la embutidora la cual estaba provista de una boquilla de 1 cm de diametro. La
boquilla se cubrié con una capa de aceite vegetal para luego introducir la funda
de celofan la cual se anud6 en el extremo contrario, entonces, con la presion
requlada de la embutidora se procedi6 a embutir la pasta hasta obtener
aproximadamente 1.5 m de longitud. A continuacién, se fraccioné cada 10-12 cm
empleando hilo para anudar cada fraccion.

. COCCION: para la coccion, las salchichas primero fueron empaquetadas al
vacio, hecho esto se colocaron en un recipiente con agua a 72°C, +/- 1°C,
durante 20 minutos, con monitoreo constante de la temperatura.

8. CHOQUE TERMICO: transcurrido el tiempo, inmediatamente se retiran las

salchichas del agua caliente y se enfria por 5 minutos en agua con hielo.

9. REFRIGERACION: para su conservacion, el producto ya terminado se etiquetd

y almacend a 4°C.

6.12 Pruebas preliminares para la aplicacion de FTIR-HATR a derivados
carnicos.

Para la aplicaciéon de FTIR-HATR en la identificacion de Trichinella spiralis en
salchicha y jamoén derivados de cerdo, fue necesario un proceso previo de
estandarizacion. El cual fue validado inicialmente en un modelo murino para

posteriormente desarrollarse en la carne de cerdo.

6.12.1 Modelo experimental murino

Un total de 20 ratas (obtenidas del INDRE) se dividieron en dos grupos de diez; el
primero se constituyé como el grupo de ratas no infectadas) y el segundo de ratas

infectadas con una dosis de 7000 larvas musculares (LM).
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Las ratas no infectadas se sacrificaron, evisceraron y pelaron; la canal fue
colocada en una trituradora de alimentos hasta formar una pasta homogénea vy
tomar la muestra para su analisis en el Espectroscopio GX.

Las ratas infectadas se sacrificaron evisceraron y pelaron después de 30 dpi y se
les realiz6 digestion artificial y triquinoscopia. Las LM obtenidas de la digestion
artificial se cuantificaron en el microscopio 6ptico para posteriormente dividirse en
tres grupos hasta formar un namero total de 25 muestras con diferente numero de
LM, el primer grupo fue de 1 a 10 larvas, el segundo de 100 a 1000 y el tercero de
1000 a 5000. Cada muestra de larvas se mezcl6 con 10 g de carne molida de rata
no infectada la cual se molié y homogenizé para obtener la muestra final.

A continuacion, a las muestras correspondientes tanto a la rata no infectada como
a la carne mezclada con larvas se les tomaron los espectros por triplicado, para
con estos datos elaborar el modelo de calibracion multivariable cualitativo para lo
cual fueron necesarios 20 espectros de carne de rata no infectada y 25 de carne
de rata mezclada con LM. Para validar el modelo se ocuparon 20 espectros de
carne de rata infectada experimentalmente. En donde la region de analisis fue de
1700 a 900 cm™ denominada también “regién de la huella digital” (Gémez de-
Anda et al., 2012).

6.12.2 Prueba previa para la aplicacién de FTIR-HATR a cerdos infectados

Con el propésito de evaluar la viabilidad de llevar la metodologia a cerdos
infectados con larvas de T. spiralis se hicieron pruebas preliminares en las que se
analizaron cinco lenguas tanto de rata como de cerdo sin infectar; éstas se
molieron por cinco minutos en un procesador de alimentos hasta formar una pasta
homogénea para su analisis en el Espectroscopio GX. Del total de espectros
obtenidos se tomaron 15 de cada muestra para realizar el modelo de calibracion

cualitativo multivariable (Gémez de-Anda et al., 2012).
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6.12.3 Obtencion de espectros FTIR-HATR de muestras de carne de cerdo
infectado con Trichinella spiralis y de cerdo no infectado.

Para la obtencién de los espectros, se tomaron muestras musculares provenientes
de los cerdos infectados experimentalmente: masetero, diafragma, pierna, lomo y
costilla. Las cuales se homogeneizaron en un procesador de alimentos por cinco

minutos, para su determinacién en la espectroscopia de infrarrojo.

Posteriormente en el laboratorio y a temperatura ambiente se empled el
espectrofotometro MID-FTIR (Perkin Elmer modelo GX) equipado con un sistema
de muestreo por Reflactancia Total Atenuada Horizontal (HATR). Los espectros se
registraron a una resolucion de 4cm™ en el intervalo de 4000 a 650 cm™ con 64
barridos, con la finalidad de obtener una lectura del espectro con mejor resolucion
en los picos de absorbancia FTIR. Se aseguré que la muestra y el cristal de
selenito de Zinc (ZnSe) tuvieran un buen contacto, después de cada
determinacién el HATR se limpié con detergente para cristaleria de laboratorio

(Extran®) al 10 % hasta dejar limpia la superficie.

Para construir el modelo se utilizaron los mejores espectros, en total 100, de carne
de cerdo infectado con T. spiralis y 100 de cerdo control. Para validar el modelo
se utilizaron 50 espectros de carne de cerdo infectada y 50 espectros de carne de
cerdo sin infectar. En donde la regién de analisis fue de 1700 a 900 cm™? o seaq, la

region de la huella digital (Gomez de-Anda et al., 2012).

6.13 Obtencidén de espectros MID-FTIR-HART de muestras de salchicha y
jamén

Los espectros, tanto de las salchichas como del jamén de los cerdos infectados y
el no infectado, fueron obtenidos en un espacio a temperatura ambiente,
empleando un espectrofotometro MID-FTIR (Spectrum GX, Perkin Elmer Modelo
GX) equipado con un detector de sulfato de triglicina deuterado. Para el analisis
se utilizé el elemento HATR, en donde la muestra de salchicha y jamén de
aproximadamente 1g se coloco directamente sobre la platina de la estacion de
muestra, después, la superficie de la muestra se presiond para tener un contacto

optico con la superficie del cristal para permitir que la radiacién IR pasara a través
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del cristal con alto indice de refracciéon, en este caso fue un cristal de selenito de
zinc desmontable, permitiendo asi que la radiacion se reflejara dentro del

elemento HATR varias veces.

La mecanica del proceso incluye el paso de la radiacién IR del espectrofotometro
por el cristal y luego refleja el rayo dentro del mismo y penetra en un pequefia
cantidad de muestra con cada reflexién a lo largo de la superficie. Al final, el rayo
sale a través del cristal hacia el espectrdmetro. Los espectros se obtuvieron y
procesaron con el software Spectrum version 3.01.00 (Perkin Elmer, Inc.). Los
espectros de las muestras fueron recopilados y de igual forma se obtuvo un
espectro blanco, es decir, sin presencia de muestra. Los espectros se escanearon
sobre un rango de nimero de onda de 4000-650 cm™ con un promedio de 64

escaneos a una resolucion de 4 cm™.

El cristal fue limpiado entre cada muestra con detergente Extran® al 10%, y
posteriormente con agua destilada y secado con papel limpia-lentes. Luego el
cristal se examin6 cuidadosamente para asegurarse de que ningun residuo de la
muestra anterior quedara retenido en la superficie del mismo verificando

posteriormente con el espectro blanco.

6.14 Cuantificacion de LM en salchicha y jamon por medio de Tinciéon de
Hemalumbre de Mayer

Para lograr la observacion y por ende la cuantificacion de las LM presentes en
cada uno de los derivados carnicos se desarrollé un tren de tincidn empleando el
colorante Hemalumbre de Mayer. Para ello, lo primero fue obtener por duplicado
un gramo de muestra en rebanadas tanto de salchicha como de jamén de 0.1mm
de grosor con el uso de una rebanadora de carnes frias. Las rebanadas fueron
sometidas al tren de tincién indicado en el cuadro 6. Al obtener las preparaciones
fueron observadas a través del microscopio o6ptico a 10x, y se realizd la

cuantificacion de las LM de cada grupo de muestras para luego calcular la media.
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Cuadro 6. Tren de tincion con Hemalumbre de Mayer

Reactivo ‘ Tiempo de exposicion

‘ Salchicha Jamén
Eter 1 hora i
Formol 10% 12 horas 12 horas
Colorante Hemalumbre de
Mayer 15 minutos 15 minutos
Alcohol acido 70% 15 minutos 15 minutos
Alcohol 80% 15 minutos 15 minutos
Alcohol 90% 15 minutos 15 minutos
Alcohol 96% 15 minutos 15 minutos
Alcohol absoluto 15 minutos 15 minutos
Salicilato de metilo 20 minutos 20 minutos
Montaje en portaobjetos + No mover la preparacion hasta
Entellan + cubreobjetos secar completamente.

6.15 Infeccion de ratones cepa CD1 y evaluacion de la infectividad de
Trichinella spiralis

Para determinar la capacidad infectiva de las larvas que se encontraban en los
embutidos, se suministré a 36 ratones de la cepa CD1 los productos carnicos, los
animales se subdividieron en dos grupos denominados: a) infectados por medio de
jamén, b) aquellos por salchicha; asi como identificados segun al cerdo del que
provenia el subproducto proporcionado. Aquellos infectados por medio de jamén
se marcaron con azul de metileno. Tres ratones correspondian a cada grupo. Se
calculo la cantidad de gramos de producto a proporcionar a cada ratén (Cuadro
No.7) en base a que cada uno recibiera un promedio de 50 LM, basados en la

cuantificacion previa y por medio de una regla de tres.
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Cuadro 7. Gramos de salchicha y jamén administrado a cada raton.

Producto Embutido administrado por ratéon (g)

C1 C2 C3 C4 C5 C6
Jamoén 0.27 0.48 0.40 0.093 0.90 0.26
Salchicha 0.14 0.53 0.47 0.17 0.11 0.28

Los gramos indicados fueron dados a cada raton; a los 30 dpi los ratones fueron
sacrificados y se procedio a realizar triquinoscopia y digestioén artificial a cada

uno.

Los embutidos se prepararon a partir de carne de cerdo infectados con 13,000
(C1), 6500 (C2), 3500 (C3), 1625 (C4), 812 larvas/cerdo (C5) y cerdo sin infectar
(C6).

7. RESULTADOS

7.1 Obtencion de LM de Trichinella spiralis a partir de ratas infectadas

experimentalmente

Se obtuvieron las larvas musculares de Trichinella spiralis a partir de musculo
esquelético de ratas infectadas experimentalmente, las cuales se emplean en el
INDRE para conservar la cepa y a su vez, en este trabajo, fueron usadas como
indculo para infectar experimentalmente a los cerdos. Las figuras 15A y 15B
muestran una triquinoscopia del diafragma de rata en donde se observa la
presencia de las larvas. Con la realizaciébn de esta técnica se comprobd la

infeccion en las ratas por T. spiralis.
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Figura 15. Triquinoscopia: LM de Trichinella spiralis en musculo de rata.
Imagen 10x (izquierda); imagen 40x (derecha). Se observan las larvas de T.
spiralis encapsuladas en el diafragma de las ratas, en donde se distingue la
larva muscular (LM-flechas), las células nodrizas (rombos blancos) y musculo
esquelético (ME). La barra mide 100 pum.

Para obtener las larvas musculares se realizd el proceso de la digestion
enzimatica. Para ello, las ratas ya sacrificadas, sin piel y evisceradas se
homogeneizaron en una trituradora de alimentos. Por cada 100 g de muestra se
utilizé 1L de agua destilada, 10 g de pepsina al 1% y 10 ml de acido clorhidrico
concentrado al 1%, la solucién obtenida se incub6 en estufa a 37°C por 4 horas

con agitacion continua.

El sedimento de la digestién obtenida se verti6 en un embudo de separacion,
posteriormente se recolectaron las larvas sedimentadas y se sometieron a
lavados con PBS pH 7.2 y centrifugacion a 3500 rpm/5min. Por ultimo las larvas
se sometieron a un gradiente trifasico de dextrosa para recolectarlas de la
interfase en la concentracion de 20-40%, repitiendo a continuacion los lavados con
PBS.
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Para corroborar la viabilidad de las larvas se tomaron con una micropipeta cinco
muestras de 5 ul cada una y por medio de un microscopio de campo claro se
visualizé el desplazamiento larvario para dar paso al conteo, del cual se obtuvo
una media de 210 LM por 5 ul de muestra. En la Figura 16 se observan las larvas

libres del musculo de rata.

Figura 16. Digestion enzimatica. Larvas musculares de Trichinella spiralis
libres del musculo de rata en 5 ul de sedimento de la digestion artificial.
Imaaen10x. La barra mide 100 um

7.2 Carga parasitaria en ratas infectadas experimentalmente

Cinco ratas fueron inoculadas segun su peso, a una dosis de 23 LM de Trichinella
spiralis por gramo lo cual mostré un equivalente de 6000 + 250 LM totales
administradas via oral, como se puede observar en la tercera columna del Cuadro
8.

Como resultado de la infeccidén severa, se logré una carga parasitaria de 800 +/-
150 LM por gramo en promedio por cada rata infectada experimentalmente
(Cuadro 8).
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No. de rata | Peso Carga parasitaria

(9) Total de LM de T. spiralis

inoculadas VO (LM) (LM/g)
1 260 5980 822
2 250 5750 801
3 261 6003 829
4 253 5819 811
5 270 6210 906

Cuadro 8. Carga parasitaria en ratas. En relacion al peso y las LM

7.3 Cinética de produccion de anticuerpos por la técnica de ELISA.

Para la busqueda de anticuerpos séricos, cada uno de los cerdos fue monitoreado
durante 105 dpi. Obteniéndose una muestra de suero (5 ml de sangre) cada
quince dias. El suero se procesdé mediante la técnica del ELISA con antigenos E-
S. Los resultados, expresados en la Figura 17 muestran un claro comportamiento
diferencial entre la respuesta inmunoldgica de los cerdos infectados y la del cerdo
no infectado. En el primer caso se presentan titulos de anticuerpos IgG (como
unidades de densidad optica) a partir de las tres semanas postinfeccion (21dias)
los cuales se mantuvieron hasta finalizado el estudio, mientras el cerdo no
infectado se conservé sin respuesta inmunoldgica. En cuanto a la concentraciéon
de larvas, ésta no provocd cambios en la concentracién de anticuerpos en los
animales, es decir, el grado de respuesta inmunolégica en cada uno de los

animales no fue dependiente de la dosis suministrada.
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Figura 17. Determinacion por ELISA de Ila evolucion de las
concentraciones de anticuerpos en sueros de cerdos infectados con
diferentes cargas parasitarias. Se muestra un incremento de anticuerpos anti-
Trichinella spiralis en funcion al tiempo. Notese que a partir del dia 30 pi, los
sueros de los cerdos 1 al 5 registran una absorbancia de 0.8 o mayor
equivalente al aumento de anticuerpos anti-T. spiralis y los cuales tienen una
persistencia practicamente hasta los 105 dpi. Mientras que el suero del cerdo 6
(testigo negativo) se mantiene por debajo de una absorbancia de 0.3
considerandose como negativo a T. spiralis.

7.4 Carga parasitaria en carne de cerdos infectados experimentalmente.

Los resultados en cuanto a la cantidad de larvas detectadas usando las técnicas
de triquinoscopia y digestion artificial a partir de los diferentes grupos musculares
de los cerdos infectados se observan en la Figura 18. Los resultados indican que
no hay diferencia significativa entre la cantidad de larvas en costilla, lomo o pierna
(elegidos por ser los musculos de mayor consumo comercial) sin embargo una
diferencia notable se observa con el diafragma y los maseteros (musculos que se

ocupan en los rastros para la inspeccion sanitaria) ya que en estas regiones
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anatdmicas se detecta la mayor cantidad de larvas. Realizando un analisis
comparativo entre los musculos con mayor carga parasitaria y el resto, se detecto
un rendimiento cinco veces mayor en el caso del diafragma y tres veces mayor en
el caso del musculo masetero en relacion al resto. Asimismo se distingue que el
diafragma concentra la mayor cantidad de larvas musculares en todos los casos,
por tanto la distribucién de la carga parasitaria no es dosis dependiente. De igual
forma queda clara la sensibilidad tanto de la triquinoscopia como de la digestién

artificial para la deteccion y concentracion de larvas.
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Figura 18. Carga parasitaria de larvas de T. spiralis cuantificada en diferentes
regiones anatémicas de cerdos infectados experimentalmente via oral con
dosis de: 1300 LM (cerdo 1); 6500 LM (cerdo 2); 3250 LM (cerdo 3); 1625 LM
(cerdo 4); 812 LM (cerdo 5). Se tomaron muestras carnicas de costilla, lomo,
pierna, ademas de diafragma y masetero. Todas ellas fueron examinadas por
digestion artificial (D) y por triquinoscopia (T), con el modelo ANOVA se detect6 la
diferencia (P=0,725) entre ambos métodos en relacién a la concentraciéon de larvas
y a su vez, se hicieron las comparaciones de medias con la prueba de TUKEY (P>
0,05) con un nivel de confianza del 99.33% para determinar la diferencia entre
regiones anatomicas. Se observan los graficos correspondientes a cada cerdo
infectado que indican el rendimiento de larvas de T. spiralis de acuerdo a los
grupos musculares estudiados y el método de cuantificacion empleado.

73



7.5 Derivados carnicos: salchicha y jamon

Se elaboraron dos tipos de derivados carnicos: salchicha y jamén, a partir de
carne de cerdos infectados experimentalmente, con el fin de identificar la larva
muscular de Trichinella spiralis por medio de la espectroscopia de infrarrojo y
simultaneamente comprobar la capacidad infectiva del parasito después de ser

procesadas las masas musculares.

Para la elaboracién del jamédn, se aprovechd la carne de la pierna. La cual se
sometio al proceso de curado por 24h a 4°C, se embutié y empaco al vacio. Acto
seguido fue la coccion a temperatura constante de 80 +/- 1°C por 50 minutos.

Finalmente se sometieron a choque térmico procediendo a refrigerar a 4°C.

Para la preparacion de la salchicha, se emple6 la carne del brazuelo, espaldilla y
costillar. La cual se colocd junto con el resto de los ingredientes en un molino para
carne, para obtener una emulsién. Después se embutié en una funda artificial de
20 mm de diametro aproximadamente. La coccion fue posterior al empaque al
vacio a una temperatura constante de 72°C +/- 1°C por 20 minutos. De igual forma
que con el jamon, se aplicd un choque térmico y el producto se mantuvo en

refrigeracion.

A partir de 600g de carne para cada derivado carnico se obtuvo un producto
terminado de 1000 g +/- 50g en el caso del jamén 6 15 +/- 2 salchichas de 10 cm
cada una, equivalente a 750 +/- 100 g. El tiempo de preparacion difiere
considerablemente, ya que para el jamdn se requiere un proceso de curado por
24h, mientras que para la salchicha se invierte un tiempo promedio de 4 h en total.
En la Figura 19 se visualizan ambos productos terminados empacados al vacio y

listos para refrigerarse.
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Al transformar la carne en este tipo de derivados carnicos se logra un periodo
prolongado de conservacion hasta de 30 dias a partir de su fecha de elaboracion.
Y se consiguio un rendimiento promedio del 67% en el jamoén y del 25% en el caso

de salchichas en relacién a la cantidad de carne empleada.

W™
N, =

Figura 19. Producto terminado, empacado al vacio. Salchichas
(izquierda) con un peso 750g y jamon (derecha) con un peso de 950g

7.6 Espectro de Trichinella spiralis

Para determinar la factibilidad de que el espectro de infrarrojo por Transformada
de Fourier identificara la larva de Trichinella spiralis se realizaron pruebas
preliminares en la materia prima (carne de rata y larva muscular).Se empleo el
espectrofotometro MID-FTIR (Perkin EImer modelo GX) equipado con un sistema
de muestreo por Reflactancia Total Atenuada Horizontal (HATR) con un cristal de
seleniuro de zinc. Los espectros se registraron a una resolucién de 4cm™ en el
intervalo de 4000 a 650 cm™ con 64 barridos, con la finalidad de obtener una
lectura del espectro con mejor resolucion en los picos de absorbancia FTIR.
Observandose los picos mas significativos del parasito en la regién 1700-900 cm’
'(Figura 20).
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Figura 20. Espectros de las larva de Trichinella spiralis detectados por
espectrofotometria. Se muestra la absorbancia en funcion de la longitud de
onda. La region sefialada corresponde a la region 1700- 900 cm™ la cual refleja
los componentes quimicos principales de la larva, es decir, su huella digital.

7.7 Espectros FTIR/HATR de musculos de cerdo infectado y no infectado con

T. spiralis.

Se obtuvieron muestras a partir de los musculos del lomo, costilla y pierna de
cerdos infectados y cerdo no infectado para exponerlas a la espectroscopia de
infrarrojo y determinar la factibilidad de éste para identificar la larva de T. spiralis.
Las muestras se molieron, después se homogeneizaron. Luego, se empled el
espectrofotometro MID-FTIR (Perkin Elmer modelo GX) equipado con un sistema
de muestreo por Reflactancia Total Atenuada Horizontal (HATR). Los espectros se
registraron a una resolucién de 4cm™ en el intervalo de 4000 a 650 cm™ con 64

barridos.
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Los espectros FTIR-ATR de los musculos muestran picos que dependen de los
enlaces moleculares y los grupos funcionales que estan presentes en la muestra,
por lo tanto, todos los musculos tienen una "huella digital" en funcién de su

composicion quimica.

Todos los espectros muestran bandas caracteristicas de la presencia de

proteinas, acidos grasos y el glucégeno. La primera banda (3600-3200 cm™) se

debe a la presencia de la vibracién de grupos OH de agua, los dos picos a 2950-

2850 cm’’ corresponden a enlaces CH con estiramiento de los grupos metilo y

metileno. La pequeia banda a 1740 cm’ se atribuye a la presencia de grupos
o

funcionales de triglicéridos =

o

En la region seleccionada 1700-900 cm’ se pueden observar las bandas
caracteristicas de proteinas amida | (1632cm™, C=0) y de amida Il (1547 cm™). La
pequefia banda en 1396 cm™' se debe a COO- correspondiente a las vibraciones
de estiramiento de los acidos grasos y proteinas. Por ultimo, los grupos pequefios
en la region de 1200-900cm™ se atribuyen a los hidratos de carbono tales como el

glucdgeno.

La figura 21 muestra la comparacion entre los espectros de muestras de musculos
de cerdos infectados y no infectados en donde puede observarse que no hay
bandas nuevas evidentes que reflejen una diferencia entre cada uno de ellos. No
obstante, existen claras diferencias en los valores de absorcion correspondientes
a la region de 1700 — 900 cm™ la cual es el area de nuestro interés. De acuerdo a
la composicion bioquimica de la LM que incluye proteinas, glucosa, trehalosa y
glucdégeno, el incremento en absorbancia de las bandas en la region considerada

fue atribuido a la presencia de las larvas en la carne de cerdo.
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Figura 21. FTIR-HATR espectros de los diferentes musculos de cerdos infectados y no infectados con T.
spiralis. Se muestra la absorbancia en funcién de la longitud de onda de a) costilla, b) lomo, c) pierna d)
masetero.Todos evaluados en la region de 1700-900 cm™. Donde el incremento en la absorbancia de las bandas se
asocia a la presencia de las larvas del parasito. Se pueden observar las bandas de 1632 cm™que indican proteinas
amida | y de amida |l en 1547 cm™. La banda en 1396 cm™ se debe a los acidos grasos y proteinas. Los grupos en la
region de 1200-900 cm™ se atribuyen a los hidratos de carbono tales como el glucégeno.



7.8 Espectros obtenidos por FTIR/HATR de salchicha y jamén derivados de

cerdo infectado y no infectado con T. spiralis.

Para demostrar la factibilidad de deteccién por medio de espectroscopia de
infrarrojo en la identificacion de T. spiralis presente en derivados carnicos, se
tomaron muestras de 1 g de salchicha y jamén elaboradas a partir de la carne de
cerdo infectado y no infectado. Y se expusieron en el espectrofotémetro MID-FTIR
(Perkin ElImer modelo GX) equipado con un sistema de muestreo por Reflactancia
Total Atenuada Horizontal (HATR). Los espectros se registraron a una resolucion
de 4cm™ en el intervalo de 4000 a 650 cm™ con 64 barridos, con el software

Spectrum version 3.01.00 (Perkin Elmer, Inc.).

En las Figuras 22 y 23 se muestran los espectros de FTIR-HATR de las muestras
de jamon y salchicha, ambos evaluados en la region 1700-1900 cm”’, donde se

aprecian las principales diferencias entre los valores de los picos de los espectros.
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Figura 22. Espectros obtenidos por FTIR-HATR de jamoén de cerdos infectados y no infectado con T. spiralis. Se
muestra la absorbancia en funcién de la longitud de onda del jamén. La banda 3600-3200 cm™ corresponde a la
vibracion de grupos OH de agua, los dos picos a 2950-2850 cm™ pertenece a enlaces CH. La pequefia banda a 1740
cm’’ se puede atribuir a la presencia de grupos funcionales de triglicéridos.

La region seleccionada 1700-900 cm™’ manifiesta la mayor variabilidad entre las bandas de absorcion y corresponde a la
“huella digital” del parasito lo que permite una discriminacién entre jamon con larvas de Trichinella y el mismo producto
pero sin presencia de ellas. En esa regién se observan las bandas de proteinas amida | (1632 cm™, C=0) y de amida Il
(1547 cm™). La pequefia banda en 1396 cm™ se debe a COO- correspondiente a las vibraciones de estiramiento de los
acidos grasos y proteinas. En la regién de 1200-900 cm’ se atribuyen a los hidratos de carbono tales como el

© glucogeno. En color rojo se muestra jamon con LM del parasito y en azul jamén sin LM.
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Figura 23. Espectros obtenidos por FTIR-HATR de salchicha de cerdos infectados y no infectado con T.
spiralis. Se muestra la absorbancia en funcion de la longitud de onda de la salchicha, en donde la banda 3600-3200
cm™ corresponde a la vibracion de grupos OH de agua, los dos picos a 2950-2850 cm™ pertenece a enlaces CH. La
pequefia banda a 1740 cm™ se puede atribuir a la presencia de grupos funcionales de triglicéridos. Se evalud la
region 1700-900 cm-' la cual manifiesta la mayor variabilidad entre las bandas de absorcién y corresponde a la
“huella digital” del parasito lo que permite una discriminacion entre salchicha con larvas de Trichinella, que se
visualiza de color rojo y sin presencia de ellas correspondiente al espectro de color azul. En esa region se observan
las bandas de proteinas amida | (1632 cm™, C=0) y de amida Il (1547 cm™). La pequefia banda en 1396 cm™ se
debe a COO- correspondiente a las vibraciones de estiramiento de los acidos grasos y proteinas. En la region de
1200-900 cm™' se atribuyen a los hidratos de carbono tales como el glucégeno.



De igual manera que los espectros obtenidos en la carne de cerdo, los espectros
FTIR-HART de los derivados carnicos expresan una huella digital dependientes de

los enlaces moleculares y grupos funcionales.

7.9 Tincion de Hemalumbre de Mayer en salchicha y jamén

Se emplearon grupos por triplicado de 1g integrados con cortes de 0.1 mm de
grosor de cada jamoén y de salchicha para ser empleados en el tren de tincion con
el colorante Hemalumbre de Mayer. En este caso, para fines cuantitativos el tren
de tincion con el colorante de Hemalumbre de Mayer al ser aplicado a los
derivados carnicos, permitio la visualizacién de las LM de Trichinella spiralis, de tal
manera que los ingredientes, tales como la grasa y la fécula principalmente ya no
interfirieron con una precisa cuantificacion de las larvas como puede notarse en
las Figura 24 correspondiente a preparaciones de jamon y Figura 25 a las
preparaciones de salchicha. Incluso permitié apreciar la estructura morfolégica del
parasito, lo que establece que el procedimiento de elaboracién no tiene efecto

alguno sobre la morfologia.
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Figura 24. LM deT. spiralis en corte de jamoén. Vista 4x. (A); Vista 10x
(B) (C) (D). Se observan larvas encapsuladas en preparaciones a partir de
cortes de jamon tefidas con Hemalumbre de Mayer. La barra mide 100 um

- L - -
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Figura 25. LM deT. spiralis en cortes de salchicha. Vista 10x. (A) (B);
Vista 40x (C) (D). Se observan larvas encapsuladas en preparaciones a
partir de cortes de salchicha tefiidas con hemalumbre de Mayer. La barra

de referencia en el angulo inferior derecho mide 100 um

»
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7.10 Carga parasitaria en salchicha y jamon,

A partir de las preparaciones obtenidas, se realizo la cuantificacion de LM de T.
spiralis presentes en salchicha y jamoén por microscopio o6ptico y con ello,
determinar la concentracion larvaria en una cantidad conocida. Los datos
recabados se exponen en la Figura 26 como un comparativo entre ambos
productos, en todos los casos se ve una mayor concentracion en el jamon lo cual
tendria relacion con la region muscular empleada (pierna) para su elaboracion, sin
embargo los datos en conjunto mantienen que la carga parasitaria no es dosis
dependiente.
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Figura 26. NUmero de larvas en salchicha y jamén obtenidos de animales
inoculados. Se observa la distribucion promedio de las LM de Trichinella
spiralis presentes en un gramo de producto terminado tanto de jamén como de
salchicha en relacion a las larvas usadas para infectar.
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7.11 Evaluacion de la infectividad de T. spiralis en ratones cepa CD1.

Las pruebas realizadas para comprobar la infectividad de las LM de salchicha y
jamoén en ratones cepa CD1 inoculados con 50 LM cada uno, fueron las técnicas
de triquinoscopia y digestion enzimatica. Obteniéndose resultados negativos en
ambas pruebas. Lo que comprobd la influencia de los procesos de elaboracion

adoptados sobre la capacidad infectiva de la larva.
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8. DISCUSION

8.1 Infeccién en cerdos y progreso de la infeccion

Para la realizacion de este trabajo se empled como modelo experimental el cerdo,
considerado como la principal fuente para el desarrollo de la triquinelosis en el ser
humano, es decir como una causa de zoonosis. Por ello los trabajos
experimentales enfocados a determinar la eficacia en los métodos seroloégicos

para el diagnéstico son diversos.

La técnica de ELISA es el método mas comun para la deteccidon de Trichinella
spiralis aplicado tanto en animales como en humanos ya que es calificada como
econdmica, fiable, de facil estandarizacion y que proporciona un equilibrio
aceptable de sensibilidad y especificidad (Ruiz y Martinez, 2007; Gamble et al.,
2004). Se ha demostrado, que el rango de sensibilidad del ELISA usando los
antigenos E-S oscila entre 93.1 y 99.2%, mientras que la especificidad varia de
90.6 a2 99.4% (Gamble et al., 2004; Gottstein et al., 2009; Nockler et al., 2009; Van
der Leek et al., 1992); en combinacién con la técnica de Western blot, puede
confirmar muestras positivas o excluir resultados falsos positivos (Moskwa et al.,
2009; Malandrini, et al., 2010). Considerando lo anterior, cinco cerdos fueron
experimentalmente inoculados via oral con dosis de 13,000; 6500; 3500; 1625;
812 larvas/cerdo que son dosis catalogadas de moderada a muy alta como lo
menciona Ricibich et al., 2000. Los sueros obtenidos fueron procesados segun la
metodologia estandarizada dentro del laboratorio y similar a la empleada por
Gbémez et al, 2009, donde, de igual forma se utilizaron los antigenos de
excrecidn—secrecion de lo cual depende la elevada sensibilidad y especificidad de
la prueba que impide la presentacion de falsos positivos (Hassan et al., 2010);
este tipo de antigenos son capaces de inducir una fuerte respuesta humoral que
implica la generacidon de anticuerpos especificos contra 3 - tivelosa , un azucar
que parece ser exclusivo de los parasitos de la familia Trichinelloidea (Bolas y Del
Corral, 2006).
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Los resultados obtenidos, observados en la Figura 17 que hacen referencia a la
determinacién por ELISA de anticuerpos en suero de cerdos infectados con
diferentes cargas parasitarias, coinciden con los reportados por otros autores, que
indican una respuesta basada en anticuerpos después de 21 dpi que se mantiene
o aumenta hasta por 130 semanas después de la infeccion (Kapel y Gamble,
2000; Nockler et al., 2000; Ricibich et al., 2000). Asimismo, los resultados indican
que la concentracion de larvas no tuvo ningun efecto sobre la cantidad de los
anticuerpos producidos, sin embargo, Nockler et al., 2000 mencionan, que el
tiempo de seroconversion esta relacionado con la dosis de infeccion ya que
reporta en cerdos experimentalmente infectados con 100, 500 y 2500 larvas de T.
spiralis por animal una seroconversion a 5-7, 4-5 6 4 semanas pi, respectivamente
y si bien, la cantidad de larvas inoculadas puede influir en la aparicion mas
temprana de anticuerpos, al igual que la persistencia, dependen de varios factores
que pueden incluir la actividad del antigeno, diferencias en la respuesta inmune
individual, presencia de anticuerpos maternos y sindromes de inmunodeficiencia.
Ademas, se involucra la metodologia de la técnica, el tipo de antigeno utilizado y
la variabilidad del fendmeno estudiado (Gamito et al., 2011; Nockler et al., 2000;
Nockler et al., 2005).

Y si bien, el ELISA presenta una mayor sensibilidad que la técnica de digestidon
artificial, es inadecuada para el proposito de la inspeccion carnica porque de
acuerdo con la Comision Internacional de Trichinellosis (ICT), asi como, la
legislacién practica de organismos gubernamentales, no cumple con las normas
exigidas para la proteccion de la salud publica. Para el ELISA, y para cualquier
prueba seroldgica, se debe realizar una validacion independiente utilizando sueros
de animales o humanos infectados y libres de Trichinella representantes de la
poblacion local en la que se emplea la prueba. A su vez, se debe considerar que
su sensibilidad y especificidad son altamente dependientes de la calidad del
antigeno utilizado en el ensayo, de las pautas especificas para la generacion de
antigenos e incluso de la especie de hospedador. Ademas, de que pueden
presentarse falsos negativos derivados de respuestas humorales tardias que

pueden observarse en infecciones leves o por respuestas deficientes del
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hospedador, conjuntamente la aplicacion de ésta es limitada a laboratorios con
una infraestructura mas compleja que se convierte en una limitante para manejarla
como un procedimiento rutinario (Gajadhar, et al., 2009; Gamble et al., 2004;
Malandrini, et al., 2010; Moskwa et al., 2009; Nockler et al., 2000; Riva et al.,
2007). En adicion, la presencia de anticuerpos es indicativa de contacto con el

parasito pero no precisa una infeccion activa.

8.2 Derivados carnicos (salchicha y jamén) a partir de la carne obtenida de

cerdos infectados experimentalmente

La carne constituye actualmente un componente importante, aunque debido a
condiciones econdmicas, no muy accesible en las dietas regulares de la mayoria
de los integrantes de la poblacién. La elaboracion de embutidos busca la
conservacion de la carne a través de ciertos procesos de transformacién que
implican parametros como la temperatura, humedad relativa y el tiempo de
exposicidn a las variables fisicas. No se pueden buscar las mismas caracteristicas
de calidad en una carne que va a ser consumida después de cocinarse, que en
otra cuyo destino es elaborar embutidos. Datos de la produccion de embutidos en
México, con la finalidad de establecer aquellos de mayor demanda, destacan que
las salchichas y los jamones constituyen mas del 80% del total de la produccion
(Pulla, 2010; SECOFI, 2000; Secretaria de Economia, 2009).

Los embutidos son derivados carnicos caracterizados por la preparacion de una
masa que puede tener como base carne, grasa de cerdo, visceras y condimentos.
La masa carnica es embutida en envolturas (tripas) naturales o artificiales para
proporcionar forma, aumentar la consistencia y para que se pueda someter el

embutido a tratamientos posteriores (Pulla, 2010).

En este trabajo, la salchicha y el jamon se elaboraron a partir de carne de cerdos
infectados con  Trichinella spiralis y si bien, las operaciones de elaboracion
mantienen diferencias de acuerdo a la calidad, composicion de la materia prima, y

en las técnicas de elaboracion, los embutidos mostrados en la Figura 19, fueron
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elaborados con los ingredientes indicados en los Cuadros 4 y 5. Y con procesos
similares a los descritos en manuales de productos carnicos (Apango, 2007;
Pulla, 2010; Secretaria de Economia, 2009). En general, se pretende con estos
procedimientos, a través de la formulacion, obtener un buen producto a minimo
costo, en el jamoén se catalogan rendimientos desde el 10 hasta el 100%, siendo
un jamon extrafino aquel con un rendimiento del 10-25%; un jamén popular con
rendimiento del mas del 100%; un jamon preferente del 45-65% donde se cataloga

el producto obtenido en el presente trabajo (Secretaria de Economia, 2009).

El consumo de alimentos elaborados a base de carne de cerdo cruda o semi-
cocinada en forma de embutidos puede resultar en una triquinelosis, cuya
incidencia esta relacionada a la ingesta de animales no inspeccionados,
deficiencias en las industrias de alimentos y a la inadecuada educacion de los
consumidores en materia alimentaria. En nuestro pais, de acuerdo a la regulacion
mexicana, NOM-194-SSA1-2004, productos Yy servicios. Especificaciones
sanitarias en los establecimientos dedicados al sacrificio y faenado de animales
para abasto, almacenamiento, transporte y expendio. Especificaciones sanitarias
de productos, la carne de cerdo deberd ser libre de Trichinella spiralis (Claver, et
al., 2000; FAO, et al., 2012; Medina, 2007).

Para efectos de este trabajo, fueron empleadas en principio las técnicas de
triquinoscopia y digestion artificial para determinar la presencia de LM en
salchicha y jamoén, sin embargo la identificacion larvaria no fue posible, debido a
las caracteristicas estructurales de ambos productos terminados. Los ingredientes,
como la fécula y grasa asi como la pérdida de integridad de las fibras musculares
por los procesos de coccion y conservacion (Gonzalez, et al., 2009), fueron los
principales obstaculos para la identificacion larvaria. La tincién de hemalumbre de
Mayer mostro las estructuras larvarias completas lo cual indicé la posible viabilidad
de las LM y su capacidad de resistencia a los tratamientos sometidos durante el

procesamiento de los derivados.

El proceso de curado aplicado so6lo en la elaboracién del jamén, implica la

interaccion de sal, temperatura extrema y tiempos de secado para alcanzar una
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humedad relativa entre 70 - 75% minimo y 85 — 90% maximo (Gamble y Hill, 2000;
Arnau y Monfort, 1998). Los trabajos de Medina (2007); Appleyard y Gajadhar
(2000) y de Gamble y Hill, (2000), establecen que el curado no altera la viabilidad
de los parasitos ni sus caracteristicas fisicas ya que no se han demostrado
parametros que se correlacionen con la inactivacion de los mismos. Ademas, tanto
en jamén como en salchicha, también se aplicé un proceso de coccion, donde
Feldman, et al. (2002), mencionan una constante de 75°C, mientras que Pulla
(2010), sugiere una temperatura de 80°C en un tiempo de 30 a 150 minutos
dependiendo del diametro del embutido. Estas constantes coinciden con las
recomendadas para inactivar las larvas de Trichinella spiralis las cuales oscilan
desde los 54°C hasta los 77°C segun lo reportado por la FAO (2013) y Appleyard y
Gajadhar, 2000. Sin embargo, no hacen mencion en cuanto a la resistencia de las
estructuras larvarias, las cuales se observaron integras aun a pesar de alcanzar
una temperatura constante de 80°C y 72°C para jamén vy salchicha,
respectivamente. Seguido de una conservacion en refrigeracion a 4°C,
temperatura que refiere Medina (2008), solo conlleva a una disminucién parcial en
la capacidad reproductiva de Trichinella cuando se mantiene por mas de tres

meses.

8.3 Espectros MID-FTIR de salchicha y jamén. Factibilidad del método para
detectar la presencia de T. spiralis en los derivados carnicos de cerdo

La industria de procesamiento de la carne y de los alimentos es una de las mas
grandes en el mundo y la espectroscopia de infrarrojo (IR) desempefa un papel
importante en el mantenimiento consistente de la calidad del producto, ya que
dentro de sus aplicaciones se incluyen el estudio de las interacciones de los
componentes de los alimentos, la cuantificacion de nutrientes y otros compuestos
especificos, la caracterizacion estructural de las moléculas de los alimentos, la
determinacién de la calidad de materias primas y aditivos, asi como detectar la

adulteracién o autenticidad de los alimentos (Reddy y Proctor, 2009).
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El infrarrojo medio (400-4000 cm™) es la regién mas comtnmente utilizada para el
analisis, puesto que todas las moléculas poseen frecuencias de absorbancia
caracteristicas y vibraciones moleculares en este rango. La espectroscopia de
infrarrojo medio se basa en el estudio de la interaccion entre la radiacién de
infrarrojos con una muestra, donde las longitudes de onda especificas son
absorbidas haciendo que los enlaces quimicos se sometan a diversos tipos de
vibraciones. Por lo tanto existe una correlacion entre posiciones de las bandas de
IR y las estructuras quimicas en la molécula. En consecuencia, el espectro de un
compuesto, en este caso los componentes de los parasitos en estado larvario,
contienen una gran cantidad de informacién estructural, la cual es considerada
como su “huella digital”. Ademas de proporcionar informacién cualitativa sobre
los grupos funcionales, los espectros de IR pueden proporcionar informacién
cuantitativa (Davis y Mauer, 2010; van de Voort, 1992; Piqué y Vazquez, 2012;
Schulz et al., 1993).

En este trabajo se empled la técnica de espectroscopia de infrarrojo medio por
transformada de Fourier (FTIR), con reflectancia total atenuada horizontal (HATR),
calificada en su conjunto como una técnica no invasiva, no destructiva y rapida
(Gangidi et al., 2003; Ruoff et al., 2006; Papadopoulou, 2011). En particular la
Transformada de Fourier ofrece una relacion senal/ruido mucho mejor y mayor
rapidez en la obtencion de espectros y al combinarlo con la tecnologia HATR
otorga el potencial de hacer un analisis cuantitativo (Serrano, 2007; van de Voort,
1992). En los ultimos afios ha aumentado el uso de FTIR en la caracterizacion de
organismos, no obstante, la mayoria de las investigaciones estan dirigidas hacia la
discriminacion, clasificacion e identificacion de microorganismos, principalmente

bacterias y levaduras (Davis y Mauer, 2010; Mariey et al., 2001).

Los valores espectrales detectados en los analisis practicados a las diferentes
muestras de jamoén y salchichas elaborados con carne de cerdos infectados con
larvas de T. spiralis estudiados en el intervalo de 4000-650 cm™' coincidieron con
los valores detectados por Gémez de Anda et al., 2012, especificamente la regidon

de 1700-900 cm™ que corresponde con los componentes corporales de las LM
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(composicion proteica y de carbohidratos). Este patron se encontré en todas las
piezas de carne que se estudiaron (Figura 21) incluidas: costilla, lomo y pierna en
donde los componentes del estadio larvario se pueden diferenciar de todos los
demas grupos bioquimicos funcionales como el agua, lipidos, proteinas,

polisacaridos y acidos nucleicos propios de los componentes musculares.

La aplicacién de MID-FTIR-HART en los derivados carnicos ha sido estudiada
previamente por De Voort, 1992 quien ha empleado el proceso en emulsiones de
salchicha que ha sido propuesto para seguir los estandares de formulaciéon de
estos productos que coincidieron con los valores observados tanto en los
productos obtenidos de los animales infectados como con los no infectados por lo
que los espectros obtenidos demuestran la utilidad de esta técnica para usarse
como un procedimiento de discriminacion entre derivado carnico infectado y otro

no infectado.

8.4 Tincién de hemalumbre de Meyer para facilitar la cuantificacién de LM de

Trichinella spiralis presentes en salchicha y jamon

El colorante de hemalumbre de Mayer se emplea como un método de contraste
nuclear en citologia e histologia. Esta clasificado como colorante progresivo, lo
que le confiere una concentracién de colorante mas baja y tifie la cromatina
nuclear de manera selectiva, sin tefir las estructuras citoplasmaticas (Labonord,
2012). En el area de Parasitologia esta tincién es empleada para el procesamiento
de ejemplares de helmintos de todos los grupos para elaborar preparaciones con
montaje fijo, lo cual permite una observacion clara y precisa de las estructuras que
ayudan a la identificacidon morfoldgica de los parasitos, asi como la posibilidad de

constituir un archivo permanente de los mismos (Salazar, 1980)

Al usar un agente oxidante, la hematoxilina es transformada en hemateina debido
a una reaccion quimica. La hemateina es el colorante que, combinado con un

mordiente (alumbre), forma compuestos complejos que se usan en medio acido y
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confieren una coloracion con un tono azul/violeta al realizar el lavado con agua
(Labonord, 2012; Merck, 2012).

La tincion de hemalumbre de Mayer permitid la observacién de las larvas
musculares de Trichinella spiralis a partir de cortes de 0.1 mm de grosor
provenientes tanto de salchicha como de jamén, cuyos componentes como la
fécula, grasa y la consistencia misma dificultaban la identificacion de la larva por
la técnica de triquinoscopia y digestidon enzimatica. Por ello se opté por una
técnica de tincion. Sin embargo no hay referencias en cuanto a la aplicacion de
esta tincion en productos carnicos; el tren fue estandarizado durante el proceso y
en base a protocolos propios del laboratorio de Parasitologia. Como resultado, las
células nodrizas que contenian las larvas fueron facilmente visualizadas como
estructuras ovales de color violeta-rojizo intenso, mostradas en las Figuras 24 y
25. Estos resultados son comparables a los reportados por Ramirez et al., 2007,
cuyo trabajo fue dirigido a la facil deteccién de la larva muscular de T. spiralis
empleando la tincidon de Giemsa en muestras musculares, en donde a la
observacién por microscopio 6ptico, la célula nodriza es mostrada de color azul,
en contraste con las células musculares de color rosa. Sefialado como un
contraste similar al obtenido en cortes histolégicos tefidos con la técnica de

Hematoxilina-Eosina (Ramirez, 2012).

El contraste se pudo lograr en el momento en que las muestras fueron sometidas
a un tratamiento acido justo después del paso de tincion, de lo contrario, el exceso
de colorante no se hubiera eliminado durante la fase de deshidratacion y el
contraste se hubiera perdido (Ramirez et al., 2007).

Ademas la exposicion a éter, sustancia con propiedades como solvente de grasas
fue de utilidad para permitir la fijacion del colorante en los cortes de salchicha
especificamente considerando que la grasa correspondia a un tercio de la

composicién del producto.

Gracias a la facil visualizacion de las larvas, la cuantificacion fue lograda

satisfactoriamente obteniéndose el promedio de larvas recuperadas por
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producto/cerdo de procedencia. La Figura 26 (numero de larvas cuantificadas en
salchicha y jamon) demuestra que la carga parasitaria no es dosis dependiente,
ya que el promedio de larvas recuperadas, depende de varios factores -como
puede ser el numero de hembras establecidas, su fecundidad, su vida
reproductiva y la supervivencia de las larvas musculares-, cabe mencionar que el
grado de respuesta por parte del hospedador tiene influencia diferencial en cada
uno de los factores (Wakelin y Goyal, 1996). Sumado a ello es de considerar en
este caso, la influencia otorgada por los componentes de la formulacién de
salchicha y jamon que pudieron haber influido en la cantidad de larvas presentes

en cada corte procesado.

8.6 Infectividad de LM de Trichinella spiralis presentes en salchicha y jamén.

En ciertas zonas del pais han surgido brotes de triquinelosis, cuya causa ha sido
la ingestion de chorizo y carne de cerdo recién procesados (Hil et al., 2007; Quiroz
y Landeros, 1988;0livares, 1987); los trabajos existentes en derivados carnicos de
cerdo estan dirigidos a valorar la sobrevivencia de las LM de T. spiralis en chorizo
donde las condiciones microambientales producidas durante el procesado de la
carne favorecen la persistencia de larvas infectivas en el producto obtenido por lo

menos durante los primeros 15 dias de maduracion.

Como parte de este trabajo, una cantidad conocida de salchicha y jamén
elaborados a partir de carne de cerdo con LM de Trichinella spiralis fue
proporcionada via oral a ratones cepa CD1 y transcurridos 30 dpi se les realizd
eutanasia, para realizar las pruebas de triquinoscopia y digestion enzimatica como
lo establece Ila NOM-194-ZOO-SSA1-2004, productos y  servicios.
Especificaciones sanitarias en los establecimientos dedicados al sacrificio y
faenado de animales para abasto, almacenamiento, transporte y expendio.
Especificaciones sanitarias de productos, obteniéndose un resultado negativo en
ambas pruebas. Esto determind que en el caso del jamdn, nuestro resultado

concuerda con lo obtenido por Rousse, (1979) quien utilizé carne de rata infectada
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con T. spirlis para la produccién de este mismo embutido e indicé que la
preparacion correcta de un jamon descarta la capacidad infectiva del nematodo.
Concordando a su vez con lo descrito por Quiroz y Landeros, 1988; Vega 1991;
Tay et al., 2004.Teniendo efecto sobre nuestros resultados en la elaboracién de

las salchichas.

De acuerdo a lo anterior, los procesos en el procedimiento de elaboracion de los
embutidos son determinantes para la inactivacion del parasito. En el caso de la
coccion, se han establecido ciertos parametros para lograr inactivar la LM de
Trichinella: de 47 minutos a 52°C; 6 minutos a 55°C o por un minuto a 60°C. Estos
tiempos y temperaturas solo aplican cuando el producto las alcanza y mantiene la
temperatura uniformemente. Datos similares son mostrados por el cédigo de
regulaciones federales de Estados Unidos de los productos de carne procesada,
que indica se requieren 2h a 52.2°C; 15 minutos a 55.6°C y durante un minuto a
60°C. Las constantes referidas sustentan los resultados obtenidos ya que al
mantener la temperatura invariable y uniforme de 72°C por 20 minutos en
salchicha y 80°C por 50 minutos en jamén influyd en la pérdida de infectividad de
las LM (Appleyard y Gajadhar, 2000; Gamble, 1997; Gamble, 2000). No obstante,
habra de tenerse en cuenta los requerimientos térmicos para tener un producto
“libre” de Trichinella spiralis en consideracion a las diferencias espaciales y entre
especies, ya que como lo describen Randazzo et al. (2011), éstos aspectos
podrian actuar como factores de confusién que, al ser ignorados, llevarian a la
utilizacién de tratamientos térmicos eficientes para determinadas cepas de T.

spiralis pero ineficientes para otras.
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9. CONCLUSIONES

La técnica de espectroscopia de infrarrojo medio por la transformada de Fourier
por reflactancia total atenuada horizontal (MID-FTIR-HATR) permite detectar y
discriminar exitosamente entre los dos productos terminados: salchicha y jamén
infectados con larvas musculares de Trichinella spiralis y productos control.
Determinandose que este método esta calificado para ser aplicado en distintas
carnes y productos procesados de importancia comercial y que son susceptibles
de estar infectados con este parasito. Incluso, su aplicacion se extiende a la
deteccibn de otros organismos parasitos, estableciendo los estandares
adecuados. Entre las ventajas, respecto a las técnicas convencionales se
consideran, la reducida cantidad que se emplea, la posibilidad del procesamiento
sin realizar preparacion previa; se trata de una prueba en la que el procesamiento
se realiza rapidamente y no necesita reactivos por lo que le confiere la propiedad

de ser amable con el ambiente.
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APENDICE |. Soluciones

Cantidad
Reactivo Componentes / Indicaciones
Volumen
Medir 800ml de agua destilada y se
vacian en un vaso de precipitado.
Pesar 2.62g de NaH,PO, H,0
(fosfato de sodio monobasico), se
Solucion o
Amortiguado NaH,PO; .H,0 262¢g a?]rega al vaso de precipitado y se
disuelve.
_;ae Fostatos ::ﬁ:;jlroo“ 11.50 g Peslar 1.1.'59 de NézHPO4 (fos1.‘a.to de
(PB) 10 O 1000 ml sodio dibasico ?n.hldro), se adllc:lonan
al vaso de precipitados y se disuelve
(ésta sal tarda en disolverse).
Aforar a 1000ml con agua destilada.
Envasar en un frasco de plastico se
etiqueta y guardar a 4°C.
Fosfatos 0.1M, salina 0.015M.
En una probeta medir 100ml de PB
Solucién 10X y vaciarlo en un vaso de
Amortiguado PB 10X 100 ml precipitado.
ra de En la misma probeta medir 900ml de
Fosfatos NaCl 8.759 agua destilada, agregarla al vaso de
(PBS pH H.O 900 ml precipitado que contiene PB 10X y
7.2) mezclar.

Agregar 8.75g de NaCl (cloruro de
sodio) y disolver.

Se ajusta el pH de la solucion a 7.2
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con HCI 1N o con NaOH 1N.

e Envasar en un frasco de plastico. Se

etiqueta y guardar a 4°C
Solucién de Conservar en refrigeracion a 4°C.
Lavado PBS pH 7.2 1000 ml
(PBS-Tween Tween 20 500 pl
0.05%)
Reactivo Componentes | Cantidad Indicaciones
/
Volumen
e En una probeta medir 800ml de agua
destilada y vaciarlo en un vaso de
Solucién precipitado.
' A A N isolver.
Amortiguado Na,COs 318 g e Agregar 3.18g de Na,COs3 y disolver
ra de e Agregar 5.86g de NaHCOg3 y disolver.
Carbonatos NaHCOs 586¢ e AjustaelpHa 9.6 con HCI 1N o
0.1M H2O destilada | 1000 ml NaOH 1N.
pH 9.6 e Aforar a 1000ml.
e Envasar en un frasco de vidrio,
etiquetar y guardar a 4°C.
Solucion Conservar en refrigeracion a 4°C.
Albumina ABS 19
Sérica PBS — Tween
100 ml
[0)
Bovina 1% 20 al 0.05%
B H,SO, Agregar lentamente el acido al agua,
Solucion C trad 53.3 ml . B
oncentrado -0 Ml 'manteniendo el matraz aforado en bafio
H.SO4 2N H.O destilada 1000 mi
de hielo
Solucién Se guarda en un frasco de vidrio y a 4°C
Leche
Bloqueadora | pescremada 5¢g
Descremada | pBS - Tween | 100 mi
5% en PBS- 20 al 5%
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T 0.05%
Buffer Conservar en refrigeracion a 4°C
Citrato ]
Acido citrico 1.92 ¢
Fosfato Na;HPO, 2859
75mM pH H.O 100ml
5.0
Sustrato Buffer Citrato — Solo para uso inmediato.
para ELISA | Fosfato 75mM g
o-fenil-diamina 5
(Trichinella (en 1 zugl
spiralis) congelacion) M
P H,O, al 30%
Extran Extran 1000 ml
DIGESTION ARTIFICIAL
Pepsina 1 % 19 Cantidades propuestas para 100g de |
HCI 1% 1ml muestra
H:0 100 ml
‘ TINCION CON HEMALUMBRE DE MEYER
REACTIVO | COMPONENTES CANTIDAD/ INDICACIONES
VOLUMEN
Eter Eter 500ml
Formol 10% Formol 100 ml
Agua destilada 900ml
Alcohol Alcohol absoluto 700ml
o ) Envasar en un frasco de
acido 70% Agua destilada 300ml
plastico, se etiqueta y conserva
Alcohol Alcohol absoluto 800ml )
) a temperatura ambiente.
80% Agua destilada 200ml
Alcohol Alcohol absoluto 960ml
96% Agua destilada 40ml
Alcohol Alcohol absoluto 1000ml
absoluto
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