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Resumen

El objetivo de este trabajo fue la blsqueda de anticuerpos contra Trichinella
spiralis en caballos faenados en tres rastros municipales de los Estados de

México, Veracruz y Jalisco.

Se emplearon 300 muestras de suero de caballo pertenecientes a la coleccion
de sueros del laboratorio de Inmunoparasitologia del INDRE. Se analizaron 100
muestras de cada rastro, las cuales fueron obtenidas mediante colecta por
oportunidad. La determinacion de anticuerpos se realizd6 mediante
inmunoelectrotransfererencia o Western blot (WB), utilizando productos de
excrecion y secrecién de la larva muscular de Trichinella spiralis como antigeno.
Paralelamente se instrumenté un inmunoensayo de inmunopunto o DOT-ELISA
con la finalidad de contar con una prueba de diagndéstico rapido. La obtencién de
los productos de excrecién y secrecion de la larva muscular se hizo con
digestion  artificial del muasculo esquelético de ratas infectadas
experimentalmente con el nematodo Trichinella spiralis, liberando a las larvas
musculares y conservadas en medio de cultivo para la recuperacion de antigeno.
La seroprevalencia se determiné por el analisis simple de la frecuencia de
positividad en el WB. La evaluacién seroldgica del Dot-ELISA se dio mediante el

célculo del indice kappa, tomando como prueba de referencia el WB.

La consideracion del resultado positivo a la presencia de anticuerpos contra los
PES de T. spiralis fue con la visualizacion del triplete de bandas (55,49 y 45
kDa) en el caso del WB y la presencia de mancha en circulos de nitrocelulosa
para el Dot-ELISA, siendo como resultado una frecuencia de positividad del WB
de 2% ante el triplete y 5.6% con la presencia de una banda de 45kDa y el Dot-
ELISA se obtuvo el 54%. La sensibilidad fue del 50% vy la especificidad del
45.9% en la técnica de Dot-ELISA en relacion al estandar de oro del WB con la
presencia de tres bandas, mientras el 64.7% y 46.2% respectivamente

considerando la presencia de 1, 2 6 3 bandas. Por ultimo la concordancia del



Dot-ELISA ante el WB fue un indice kappa con k = -0.003 en relacion al WB con
triplete de bandas sin tener un grado de acuerdo y k = 0.022 considerando el

WB con una banda su grado de acuerdo fue insignificante.

Se concluyé que los caballos faenados si estuvieron en contacto con el parasito
debido a la presencia del triplete de bandas en el WB y hubo reactividad en los
circulos del Dot-ELISA de cinco muestras que se tomaron en caballos de
Veracruz y una muestra en caballos del Estado de México. Se determind
mediante inmunoelectrotransferencia que el 5.6% de los sueros de caballo
reaccionaron con los PES de manera inespecifica, reconociendo una banda de
45kDa dando una concordancia entre el Dot-ELISA 'y la

Inmunoelectrotransferencia nula por indice kappa.

El Dot-Elisa solo permite proponerla como una prueba para realizar un tamiz
serolégico y con dicho resultado evaluar las muestras que presenten una
mancha sin reacciéon de fondo para posteriormente confirmar positividad
mediante inmunoelectrotransferencia, considerandose que el diagndstico de la
triquinelosis equina debe usar técnicas que no presenten reacciones cruzadas
con otros nematodos y enterobacterias que puedan afectar los resultados y para
la instrumentacion de nuevas técnicas debe considerarse alternativas para evitar
la situacién que pueda asociarse con falsos positivos a la calidad del antigeno
empleado.



1. Introduccién

El nematodo Trichinella es el agente causal de la parasitosis denominada
triquinelosis; en humanos, dicha parasitosis es un problema de salud publica y
causa de pérdidas econdmicas en la produccion animal del cerdo y el
caballo.Debido a la importancia zoonética de la triquinelosis se han tomado
medidas de control para la eliminacion del parasito en la cadena alimenticia. En
Europa se han encontrado casos clinicos relacionados al consumo de carne de
caballo y jabali (Gottstein et al., 2009).

El parasito se transmite por la ingestion de las larvas musculares (LM) que se

encuentren encapsuladas en la carne infectada.
1.1 El parasito

El género Trichinella lo componen 12 genotipos de los cuales nueve son
encapsulados: T. spiralis, T. nativa, T. britovi, T. murreli, Trichinella T6, T.
nelsoni, Trichinella T8, Trichinella T9, Trichinella 12; los cuales presentan una
capsula de colageno donde se encuentra el parasito que se establece en el
tejido muscular. Se ha registrado la presencia de tres especies no encapsulados,
T. pseudospiralis, T. papuae y T. zimbabwensis esta Ultima asociada con
reptiles y aves mientras el resto mayoritariamente presente en mamiferos
(Pozio, 2000).

La clasificacion taxon6mica de este parasito segun Owen (1835) es (Ramirez-
Valenzuela, 1981; Correa-Beltran et al., 2006):

REINO Animal
SUPERPHYLUM Achelminthes
PHYLUM Nematoda
CLASE Adenoforea
OFDEN Enoplida
FAMILTA Trichinellidae
GENERO Trichinella




Trichinella es un nematodo dioico pequefio y filiforme. El gusano adulto (GA) se
caracteriza de la siguiente forma: los machos miden de 1.4 mm a 1.6 mm de
longitud por 40 um de diametro y presentan dos apéndices caudales lobulados
sin espiculas copulatrices. Los machos producen espermatozoides no flagelados
de dos a tres cromosomas por lo tanto se determina el sexo, sus células
somaticas tienen cinco cromosomas (figura 1A). Las hembras miden de 3 a 4
mm de longitud y producen 6vulos con tres cromosomas, posteriormente sigue
el Gtero y después la vulva cerca de la mitad del esticosoma, sus células
somaticas tienen seis cromosomas (figura 1B). Trichinella es un nematodo
ovoviviparo; dentro de Utero de la hembra ocurre la eclosién y la primera fase
larvaria recibe el nombre de larva recién nacida (LRN; Chavez-Guajardo et al.,
2006).

Las LRN miden 120 um de longitud por 7 um de didmetro y tienen un conjunto
de células, quizas germinales pero no érganos (Pozio et al., 2009). Una vez que
la LRN es liberada, migra por el torrente sanguineo hasta llegar a invadir el
musculo esquelético. La LRN representa la fase de invasion al masculo, esta
vive en el citoplasma de la célula muscular e induce la agregacion de
mitocondrias, se produce alargamiento del nicleo con nucléolos prominentes,
hipertrofia del glucocélix en cubierta gruesa de coldgena formandose una
compleja red de vénulas que se cree facilitan el transporte de nutrientes. Esta re-
organizacion del miocito infectado recibe el nombre de célula nodriza y dentro de
ella se desarrolla el segundo estado larvario que recibe el nombre de larva
muscular (LM; Ribicich et al., 2005).

La LM es la fase infectante y al mismo tiempo la diagnéstica. En la célula nodriza
mide 1.2mm y unos 30 a 40um de diametro y esta constituida de un cuerpo
cuticular, una abertura oral, eséfago, anillo nervioso, esticosoma, intestino

medio, posterior y cloaca (figura 1C).



El esticosoma estd en la parte posterior después del eséfago granular, su
funcion es de secrecion cuyas células poseen granulos secretorios altamente
antigénicos que descargan a la luz del esd6fago, comunicacion y soporte del
esofago (Cruz y Camargo, 2001).Tiene al menos 5 subtipos de granulos que se
diferencian en forma y tamafo el tipo de inclusion, antigenicidad y localizacién
dentro del esticosoma, estos granulos son alfa 0, alfa 1, alfa 2, beta 2 y gamma

(Dea-Ayuela y Bolas-Fernandez, 1999).
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Eséfago

A Fluido interno
Anillo neural

Anillo neural
Esticosoma

Esticosoma .
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intestinal Intestino medio
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Figura 1. Morfologia de Trichinella spiralis. El esquema representa la morfologia de un macho (A), una hembra (B) y
una larva Muscular (C). Los esquemas fueron modificados de Villella J.B.Life cycle and morphology in Trichinosis in Man
and Animals S.E. Gould, ed.) Charles C. Thomas, Springfield, lllinois, USA. Pp.19-60 en www.trichinella.org/biology.htm
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1.2 Ciclo bioldgico

Las fuentes de infeccion para el humano, el cual es un hospedador accidental
son otros hospedadores como el cerdo (donde se lleva el ciclo biolégico del
parasito regularmente), caballo, jabali, perro, morsa, zorro y oso. El desarrollo
ontogenético del nematodo comprende dos fases, la primera a nivel intestinal o

enteral y la segunda en tejido muscular o parenteral (Pozio et al., 2008).

El ciclo de vida de Trichinella comienza cuando la larva muscular o forma
infectante L1 presente en la carne infestada es liberada en el estbmago del
hospedador que consumié dicha carne cruda o mal cocida (figura 2); debido a la
accion de los jugos gastricos en los miocitos infectados se libera la larva para
luego migrar al intestino delgado y al paso de 30 horas pasa por cuatro estadios
larvarios hasta convertirse en gusano adulto (GA; de la Rosa y Gémez-Priego,
2008).

El macho penetra los enterocitos del yeyuno para la fecundacién de las
hembras; este proceso puede durar alrededor de seis o siete dias post infeccion
(DPI) para liberar a circulacion las LRN que pueden migrar a diferentes 6rganos
pero solo las que lleguen a musculo esquelético sobreviven y crecen. La etapa
entérica puede variar entre quince a veinte dias antes de ser expulsados, debido
a la respuesta inmunoldgica del individuo y también a su condicion genética.
Una vez que las LRN migran por el torrente sanguineo y llegan al musculo

esquelético, comienza la etapa parenteral (Murrell y Bruschi, 1994).
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Figura 2. Ciclo de vida de Trichinella spiralis. 1 Ingreso de LM en carne infectada. 2 Liberacion de larvas a través de
los jugos gastricos. 3 Invasion de la mucosa de intestino delgado hasta su desarrollo en adulto. 4 Después de una
semana las hembras liberan larvas a circulacion. 5 Migracion de las LRN por torrente sanguineo y linfa hasta sitios de
musculo estriado. 6 Formacién de célula nodriza. 7 Proceso de calcificaciéon de la célula nodriza entre 6 meses a 30

afios. Tomado de: Parasitic diseases, 4th Ed. Apple Tress Productions, LLC.

La invasion de la célula muscular puede dividirse en seis etapas principales
(figura 3). La célula muscular empieza a perder la organizacion miofibrilar asi
como una disolucién de sus componentes. Se activan las células satélites las
cuales son precursores biogénicos (comprenden el 1% del total del nucleo del
miocito situadas entre la membrana plasmética de las células musculares
multinucleadas y la lamina basal que rodea cada miofibra, activandose en
respuesta de una lesién muscular; Yin et al., 2013), ademas de la transformacion
de la célula infectada con citoplasma basofilico y se delimita con un tabique. Las
células satélites proliferan diferenciandose y fusionandose entre si con las
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células de musculo infectado, promoviendo un citoplasma eosinofilico. Las
células musculares diferenciadas retornan a su ciclo celular pero encerrando a la
LM generdndose asi una hipertrofia del ndcleo celular (los miondcleos no
vuelven a su estado original visto en la figura 3 inciso A). Se incrementa el
volumen citoplasmatico eosinofilico proporcionado por las células satélites
mientras que el volumen citoplasmatico basofilico de las células musculares
disminuye. La larva muscular comienza a enrollarse para completar la formar del
complejo larva y célula nodriza (CN). Al madurar la célula nodriza esta contendra

en su totalidad citoplasma eosinofilico (Wu et al., 2008).

Regeneracién de Formacion de
célula muscular célula nodriza

Proceso de regeneracion de
la célula muscular

A.Celula normal con miondcleo
y Ccélulas satélites en los
extremos del tejido.

B. en situacion de dafio se
produce porceso inflamatorio y
movilizacién de células
mononucleadas.

C. en la necrosis del sitio
aparecen macrofagos para
limpiar la debris celular.

D. se da proliferacién de las
células satélite diferencidandose
y fusionandose entre si.

E. se produce la regeneracion
con nuevas células musculares
reguladas por las células
satélites.

Figura 3. Formacion de célula nodriza. Finvasiéon del miocito por LM y disolucién de componentes. G Proceso de
delimitacion de tabique a través de células satélite genera citoplasma baséfilo. H Proliferacién y fusion de células satélite
y genera citoplasma eosinoéfilo. | Formacion total de tabique generandose hipertrofia del nacleo celular. J Formacion de
complejo larva- célula nodriza. K Maduracion de la célula nodriza con citoplasma eosinéfilo. Tomado de Wu et al., 2008.

Parasites & Vectors. Vol. 27.



1.3 Antigenos de productos de excrecién y secrecién de la larva muscular

Los antigenos de productos de excrecion y secrecion (PES) de la LM de
Trichinella son glicoproteinas. Las glicoproteinas se definen como polimeros
formados por aminoacidos y residuos azucarados unidos entre si
covalentemente (Berg et al.,, 2008). Los PES son producidos en el 6rgano
llamado esticosoma, donde los esticocitos alfa secretan glicoproteinas de 50 a
55 kDa y las de 48 kDa son secretadas por las betas. No se ha aclarado si esta
diferencia en la localizacion dentro del esticosoma se encuentra relacionado con
una diferencia estructural entre estos antigenos o refleja la existencia de una
proteina precursora comun que tenga un proceso post-traduccional, dentro de

varias regiones del esticosoma (Zheng et al.,2007).

Los PES se han agrupado en un grupo de antigenos denominado TsL-1
(Trichinella spiralis larva) los cuales también agrupan a los antigenos que se
encuentran presentes en la superficie de la cuticula de la LM (Ortega-Pierres et
al.,, 1996). Mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS por sus siglas en inglés) se llegé a conocer

los 12 componentes minimos que conforman los PES (cuadro 2).

En 1990 se llevé a cabo un taller sobre antigenos de T. spiralis en Bithoven
(Holanda), que tuvo el objetivo de racionalizar la nomenclatura de los antigenos
probados en varios laboratorios con una gran cantidad de anticuerpos
monoclonales, sueros policlonales y preparaciones antigénicas utilizando
diversos ensayos inmunoquimicos (Appleton et al., 1991). A partir de esos
resultados se distinguieron nueve familias antigénicas denominadas TsL-1, TsL-
2, TsL-3, TsL-4, TsL-5, TsL-6, TsL-7, TsL-8 y TsA (Ortega-Pierres et al., 1996),
los PES se encuentran clasificados en la familia TsL-1 (cuadro 1). Por otra parte
se realiz6 otra caracterizacion de los grupos antigénicos en donde las ocho
fracciones conocidas (TsL1-TsL8) en extracto crudo de la larva muscular junto
con el empleo de otros anticuerpos monoclonales dirigidos a los genotipos T5 (T.

murelli), T1 (T.spiralis) y T3 (T.britovi) con la finalidad de ampliar el estudio a



otros fenotipos estableciéndose once grupos antigénicos de acuerdo a su patrén
de inmunofluorescencia indirecta en secciones transversales del nematodo. Los
anticuerpos monoclonales contra los antigenos solubles de T. spiralis fueron
reconocidos principalmente en los epitopos de los esticocitos y en la superficie
de la cuticula mientras los anticuerpos seleccionados a los otros genotipos

fortalecieron la relacién entre las dos especies como herramienta con fines en la

genética del género Trichinella (Boireau et al.,1997).

Cuadro 1. Familias antigénicas de Trichinella y localizacién en el parasito.

Grupos Reconocimiento PM (kDa) por SDS-PAGE .
. Localizacion
antigénicos por AcMo Reductoras No reductoras
Tspl30 Presentes en excreciones y superficie del parasito(los AcMo
FC2C5 reconocen los antigenos de superficie de 105, 97,55 y 51 kDa).
NIM-M1 Parecen especificas de estadio, elimindndose durante las mudas
TSL1 904 a5y50 £5-100 alas %4_h.de en‘tr:ada del parasito. -
9EG Se origina en esticosoma y son los mayoritarios.
18H
Mabl
ElD
TsL2 305 45-50 Unaunicabanda | o o onesy superficie de L1 (solo105 y 51kDa)
de 45kDa ysup Y )
TSL-3 16H No reacciona 45 Superficie de L1 (95 y51 kDa). Dudosa enexcreciones
Mab 2 Superficie de la larva (105, 97,55 y 51 kDa). No aparecen en
TSL-4 Ts2 45 35y 45 excreciones. Estan presentestambién en extractos de adultos y
US2 (sin PC) embriones. Portan el epitopo fosforilcolina.
Secrecionesde L1.
T5L-5 6D3 30-36 Doblete de 36 P -
Noestanen la superficie de larva.
TSL6 Mab 5 Sin datos 17 Por algunos autores este monoclonal reacciona con antigenos
del grupo TSL-1.
32y 45 32y 45 i i . .
TSL-7 6B1 No aparece en secreciones nien superficie del parasito.
Aveces como solo lade 45
No aparece en secreciones nien superficie. No son especificos
de L1.
T5L-8 Mab 6 40y 45 43
¥ Aparecen en extractos de adultos pero no enembriones. Portan
el epitopo fosforilcolina
TSA-1 10E8 40 Sin datos Excreciones de adulto. Especificos de este estadio.

Adaptado de Ortega-Pierres et al. (1996).
Cuadro 2. Composicion glucosidica de diferentes preparados antigénicos de la larva

muscular. Componente de Excrecion Secrecion | Homogenizado en
TsL-1 en % mol
residuo glicosidado en % mol % mol

Tivelosa 24 21 8
Fucosa 36 19 12
Xilosa 0 1 1
Manosa 22 17 19
Galactosa 0.5 2 2
Glucosa 1 4 19
GalNAc 9 15 13
GlcNAc 7 21 25
Mic-inositol 0.5 0 1
Acido sidlico 0 0 0

Adaptado de Wisnewski et al. (1993).
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Las proteinas funcionales que se llegan apreciar en los PES de T. spiralis son
proteinas de choque térmico, endonucleasas, serin proteasas, endonucleasas,
proteinas de union a DNA e inhibidores de serin proteinasas las cuales se van
presentando a lo largo del desarrollo del parasito ademas de inducirse una
respuesta en la fase enteral a nivel intestinal aproximadamente a las dos
semanas post infeccion, mientras que los antigenos TsL-1 al estar presente en
la LM a las cuatro o cinco semanas post infeccion dentro del tejido muscular y
ser parte de los PES que secreta en la invasion al epitelio intestinal. Se ha
demostrado que la mayoria de los anticuerpos anti-tivelosa pueden reconocer el
grupo de glicoproteinas TsL-1 entre 40 a 70 kDa de la LM mientras los PES a
condiciones reductoras reconocen de 45 a 55 kDa (McVay et al., 1998; Nagano
et al., 2004).

Los antigenos TsL-1 de manera estructural presentan una union N con tres y
cuatro antenas con residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAc) unido en 3 a N-
acetilglucosamina (GIcNAc; Reason et al.,1994) todos los residuos de las
antenas estan cubiertos con grandes cantidades del azlcar 3,6-dideoxy-D-
arabinohexosa(CDPTivelosa; Wisnewski et al.,1993;Morelle et al.,2000), todo
esto debido a que pueden enlazarse al atomo de nitrégeno amidico de la cadena
lateral de la asparagina y todos los oligosacaridos N —enlazados tienen en
comun un pentasacéarido nuclear o central formado por 3 manosas y dos N-
acetilglucosaminas que junto con la fucosa y el acido sialico se denominan

monosacaridos modificados(figura 4; Berg et al., 2008).
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Figura 4. Estructura de los diferentes glucésidos presentes en los PES de T. spiralis.
Monosacaridos modificados mediante la adicion de un sustituyente (representados en rojo)
distinto de los grupo hidroxilo, los cuatro primeros (Fuc, GalNAc, GIcNAc y Sia) pueden
encontrarse en superficies celulares y el quinto (D-tivelosa) es exclusivo del género Trichinella.

Adaptado de Berg et al., 2008. Bioquimica 62 Edicién.

La importancia del residuo de tivelosa es ser especifico del género Trichinella
aungue se ha reportado la presencia de tivelosa en ciertos lipopolisacaridos de
bacterias Gram negativas como E. coli y Salmonella ademas en huevos de
Ascaris. El enlace en los antigenos TsL-1 es B mientras que en las bacterias es
a Yy su estructura esta con direccion D-tivelosa mientras la presente en los

huevos de Ascaris es L-tivelosa (Ellis et al., 1997).

Las glicoproteinas con D-tivelosa de los PES presentan dos grupos glucano en
el aminoacido N-terminal y el peso del polipéptidos deglicosilados se encuentra
entre los 32 y 33 kDa, ademas de contener cisteina y presentar carbohidrato

proximo al extremo N terminal (Kennedy y Harnett, 2001).

Otra caracteristica importante en la composicion de carbohidratos de los
antigenos PES vy los antigenos TsL-1 es la elevada concentracion de fucosa y
tivelosa localizadas en el extremo reductor de las cadenas oligosacaridas y su

naturaleza hidrofébica son caracteristicas de una alta inmunogenicidad ya que
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tanto anticuerpos monoclonales como sueros policlonales dirigidos contra
carbohidratos lo haran frente a los monosacaridos o los disacéaridos terminales
no reductores(Denkers et al., 1991; Bolas-Fernandez y del Corral-Bezara,2006).
Cabe sefialar que la glicoproteina de 45 kDa es el epitopo predominante
reconocido en los hospedadores infectados por Trichinella (Bruschi et al., 2005).

Sin embargo, por estudios de biologia molecular se ha encontrado que a pesar
de ser glicoproteinas, difieren en la secuencia de aminoacidos N-terminal,
composicién aminoacidica y coeficiente de extincion (parametro de absorcion de
luz a una longitud de onda ya sea por su unidad de masa o concentracién molar;
Bradford, 1976) siendo aquellas con la presencia de una estructura subterminal
de GalNAc con los residuos N- de GIcNAc los cuales pueden presentar
ramificaciones o antenas a los N-glicanos influyendo en la actividad enzimatica
(Figura 5; Yepez-Mulia et al., 2007).

Fucol

-hl 3
Tyv1-3GalNAch1-4GIcNAC[

Fucal Mancl
Tyw1-3GalNAcB1-4GIcNACB1 \ H F_l.:rlzgl

inf1-4GIlcNAcp1-4GlcNAc

Tyv1-3GalNAcp1-4GlcNAC1 )

sz N4/

Fucal Manol

Tyv1-3GalNAcf1-4GIcNAc1

Figura 5. Conformacion espacial de la tivelosa para interaccion con las células. Se presenta el
oligosacéarido N- enlazado conformado del nicleo pentasacaridico (sombreado en verde), presencia de las
antenas con los residuos de GIcNAc y GalNAc en posicion B (sombreado en azul), la unién terminal de
tivelosa (sombreado en naranja con GalNAc y la fucosa (sin sombrear) con GIcNA. Adaptado de Berg et
al., 2008. Bioquimica 62 Edicion.
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1.4 Respuesta inmune contra Trichinella spiralis

Esta comprendida en dos sitios uno a nivel intestinal y otro a nivel muscular. La
respuesta a nivel intestinal implica la expulsion de los GA, generandose un
cuadro diarreico inducido por la produccién de moco y peristaltismo del intestino
mediado por degranulacion de células cebadas y basofilos, por otra parte para
abatir el nimero de LRN que migran hacia torrente sanguineo en donde la
respuesta protectora esta mediada por las células T con fenotipo CD4+, las
cuales se generan en los primeros dias de la infeccidon en la mucosa intestinal y
posteriormente migran a los noédulos mesentéricos y a las placas de Peyer,
donde se genera la respuesta inflamatoria o bien la respuesta mediada por

anticuerpos (Bruschi et al, 2008).
1.4.1 Respuesta inmune a nivel intestinal

Primero se regula mediante una respuesta Th2(figura 6) que es estimulada por
los antigenos del parasito en los linfocito Th2 que secretan citocinas, siendo las
interleucinas (IL) 4, 5, 9 y 13 las principales moléculas secretadas; la IL-4 actlua
sobre los linfocitos B para la produccion de los isotipos IgA, 1gG, IgM e IgE, se le
asocia con la hiperplasia (proceso que puede asociarse la mutacion del su
receptor de superficie tirosina-kinasa)de las células cebadas o mastocitos en el
intestino y ademas induce en los linfocitos B la produccién de IgE especifica
estimulando su atraccién al intestino (Ramaswamy et al.,1994;Grencis et al.,
1991; Morfin y Castillo, 2009); la IL-5 atrae gran cantidad de eosindfilos a la
ubicacién del parasito, los cuales liberan granulos que son mas téxicos para los
helmintos y la IL-13 en conjunto con IL-4 son requeridas para la activar la
transcripcion de Stat6 (Stat6 activa el factor de transcripcion GATA-3 el cual
puede tener una autoactivacion creando una retroalimentacion que estabiliza el
compromiso del perfil Th2, ademas de GATA-3 se ha demostrado que la
presencia de los factores de transcripcion Maf (c-maf) y el factor nuclear de
células T activadas, citoplasma 1(NFATcl por sus siglas en inglés) regulan la

produccion de la IL-4) que influye en la expulsion de los GA y en la produccion
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de hiperplasia de los mastocitos (debido principalmente a la promocién de un
proceso de inflamacion alérgica sostenida; Romagnani, 2000) para regular la
produccion de las citocinas, ademas la liberacion de la quimasa en la mucosa
mediante los mastocitos en conjunto con las células caliciformes estimuladas
bajo la accién de IL-4 e IL-13 que promueve la hipersecresion de moco
contribuyen en la permeabilidad del intestino facilitando el paso de los
anticuerpos al lumen intestinal que culmina en una respuesta inflamatoria la cual
se vuelve un hébitat hostil para el parésito para ser expulsado (Knight et al.,
2000; Ouyang et al., 2000; McDermontt et al., 2003). Las IgE circulantes por el
lumen intestinal opsonizan al parasito y los eosinéfilos reclutados mediante la IL-
5 se unen a esta inmunoglobulina a través de sus receptores para el fragmento
cristalizable épsilon (FCe), mientras que los macrofagos activados
alternativamente mediante la presencia de IL-4 e IL-5 intentan fagocitar al GA
opsonizado sin éxito, por otro lado la unibn de los antigenos de
Excrecion/Secrecion con la IgE unido a mastocitos y basofilos asi como la
presencia de IL-9 desencadena su degranulacion para la liberacion de agentes
vasoactivos estimulan las células caliciformes para incrementar la mucosidad e
inducir el peristaltismo de la mucosa intestinal, finalizando con la expulsién de
los GA, aparte de esta accion se libera el factor de necrosis tumoral (TNF-a) el
cual permite la activacion de los macrofagos de manera clasica para la
producciéon de 6xido nitrico mediante la 6xido nitrico sintasa (NOS2) en la L-
arginina siendo util para la defensa contra el parésito con la desventaja de
desarrollar una enteropatia dado la perpetuidad del proceso inflamatorio
(Negrao-Corréa, 2001; Helmby y Grencis, 2002).

La interaccidbn de los mastocitos con antigenos TsL-1 puede inducir la
degranulacion de estos pero hace que no se exprese Interferon gamma (IFNy),
el cual es importante para la actividad del perfil Thl sumado a que los niveles de
IFNy se ven afectados mediante GATA-3 en los linfocitos Th2 el cual promueve
mayor concentracion de IL-4 e IL-5 mientras disminuye IFNy (Zheng y Flavell,
1997).
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Figura 6. Esquema de respuesta inmune a nivel intestinal contra los gusanos
adultos de Trichinella spiralis. La expulsién del GA se ve regulada por una respuesta
tipo Th2 que induce la hipercontractibilidad de la mucosa intestinal, reclutamiento de
eosinofilos, macréfagos y mastocitos los cuales desgranulan radicales libres y enzimas
proteolicas; ademas es abundante la actividad de las inmunoglobulinas especificas (IgE)
para opsonizar al parasito y actien tanto macréfagos en fagocitosis y eosindfilos
desgranulandose y promover la expulsién del gusano. Este proceso no evita que las
LRN pasen a circulacion. Adaptado de la Rosa J. (2012).

1.4.2 Respuesta inmune a nivel muscular

La respuesta inmune en musculo no esta completamente comprendida y ocurre
durante su invasion (figura 7), cuando la LRN pasa a circulacion llegando por via
porta a los ganglios linfaticos donde las células cebadas constituyen otro
mecanismo inespecifico de eliminacibn aumentando considerablemente su
poblacién contra el parasito pero la eliminacion de este estadio puede suceder
por las células fagociticas (macréfagos, neutréfilos y eosindéfilos) que se adhieren
a la superficie de la LRN y forman vacuolas liberando mediadores de superficie
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anti-LRN provocando su eliminacion mediante la perforacion de su cuticula
(Venturiello et al., 2000). Si la larva logra penetrar el miocito se ven alterados
parametros biologicos (enzimas musculares, eosinofilia y leucocitosis) dada la
instalacion del parasito que induce una fuerte respuesta inflamatoria donde se
sabe gque la expresién de la glicoproteina de 45 KDa esta presente en el
musculo esquelético del hospedero para la formacién de la CN, se genera una
miositis tipica en los pacientes durante la fase parenteral de la infeccién (Li y
Ko,2001; Pozio et al.,1993; Maldonado-Tapia et al., 2007; Vassilatis et al.,1996),
dicha inflamacién se regula mediante la IL-10 y el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) alrededor de la célula nodriza donde reside el
parasito mientras los linfocitos B manejan una potente y persistente respuesta
durante la infeccién muscular incrementando los niveles de IgG1 e IgE en la
tercera-cuarta semana de infeccion( Fabre et al., 2009). En modelos in vitro los
anticuerpos son capaces de eliminar a las LRN por una accion de citotoxicidad
celular dependiente a anticuerpos (ADCC por sus siglas en inglés) donde
intervienen neutrofilos y eosinofilos al igual que las células NK (Natural Killer por
sus siglas en inglés) pero no in vivo debido a que la larva ha penetrado el
miocito (Venturiello et al., 1995; de la Rosa, 2012).

Se ha observado que las células mononucleares de sangre periférica (PBMC por
sus siglas en inglés) constituidas en su mayoria por linfocitos y monocitos
expresan IL-2, IL-5, IL-10 e IFNy con presencia de fenotipo CD8+.La presencia
de IL-5 mediante los linfocitos CD4+ de perfil Th2, se genera un sinergismo junto
con la quimiocina Eotaxina 1 (CCL11) para atraer eosindfilos a través de su
receptor CCR3 ya que este regula la quimiotaxis y la adhesion de los eosinoéfilos
ya sea cuando se reclutan en la mucosa del yeyuno alrededor del parasito o bien
en el musculo esquelético alrededor de la célula nodriza (Gomez-Morales et
al.,2002; Dixon et al., 2006; Gurish et al.,2002).

El infiltrado que rodea a la célula nodriza individual tiene varias células efectoras,
entre ellas eosindfilos, basdfilos, células cebadas, macréfagos, gran nimero de
CD4+ T, pocos CD8+ T vy linfocitos B (Caraballo y Zakzuc, 2012). En un estudio
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realizado por de la Rosa et al.,, (2012) se determind la presencia tanto de
eosinofilos, mastocitos, linfocitos CD4+, CD8+, células NK, Linfocitos B y

macréfagos rodeando a la LM.

Por dltimo durante la respuesta del hospedador se ha sugerido que el parasito
puede inducir estrés oxidativo dado que tiene enzimas antioxidantes (reductasa,
deshidroascorbato y hemoxigenasa |) para evitar la presencia de radicales como
hidroxilo, oxido nitrico y peroxido de hidrogeno debido a que son un poderoso

mecanismo efector contra los parasitos (Nanev et al., 2011; Hadas et al., 1994).
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Figura 7. Esquema de respuesta inmune a nivel tisular contra las larvas Trichinella spiralis. LRN
(larva recién nacida): Eliminacién de estas en circulacion por perforacion de cuticula mediante
mediadores de superficie (eosindfilos, macréfagos, neutréfilos) mediante estimulo in vitro por induccién
de ADCC de los anticuerpos IgG a neutrdfilos y células NK. ME (MUsculo esquelético): Sufre proceso
de inflamacion inducido por IL-4 e IL-13 y regulado por IL-10 y TGF-$ liberados por macréfagos y
linfocitos, ademas se expresa la gp de 45kDa en su DNA. LM (Larva muscular): deforma la estructura
del miocito para desarrollar la célula nodriza mientras se agrupan PBMC para una respuesta Th2
donde se reclutan eosindéfilos mediante su receptor CCR3 mediante la accion sinérgica de CCL11 e IL-
5, ademas libera enzimas antioxidantes contra los radicales libres de oxigeno provocando estrés
oxidativo. CN (Célula nodriza): Estructura con colageno que funciona como barrera ante las células del
sistema inmune del hospedero, se presentan gran cantidad de anticuerpos 1gG e IgE. Citoplasma:
Contenido de la CN se pueden encontrar macrofagos, gran cantidad de CD4+T y poco CD8+ T. IC
(Infiltrado celular): Acumulacién de células efectoras alrededor de la CN que no le generan dafio pero
si al resto del tejido muscular por la liberacion de su contenido. Adaptado de la Rosa J. (2012).
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1.5 Mecanismos de evasion de la respuesta inmune por Trichinella spiralis

Los mecanismos de evasidn de la respuesta inmune estan comprendidos en dos
clases, (I) antigeno-dependiente, reclusibn anatdmica, antigeno estado-
especifico, liberacion de antigenos y mimetismo molecular y (II) modulacion de la
respuesta inmune del hospedador, los més relevantes son los que se refieren a
la dependencia de antigeno ya sea a la reclusién anatdbmica y a los antigenos
gue son estados especificos, el primero relacionado a las LM T. spiralis
encapsuladas en las fibras musculares que puede liberar antigenos para que el
sistema inmune tenga una accion hacia ellos pudiendo evadir una confrontacion
directa pero en el caso de las especies no encapsuladas tienen como estrategia

la interferencia inmuno-endocrina (Bruschi, 2002).

La relacion antigenos estado—especifico estd como una respuesta por parte de
los anticuerpos contra el estado adulto pero no reconoce a la LRN; los
anticuerpos especificos para los antigenos de superficie de las LRN de T.
spiralis no aparecen hasta la cuarta semana de infeccion , cuando el parasito
esta en la célula nodriza y no puede ser atacado, incluso dentro de las primeras
horas de vida de la LRN tiene modificaciones en las proteinas de superficie que
evaden la accion de las células efectoras, lo cual se ha demostrado en ratones y

en seres humanos(Arizmendi et al., 2007).

La modulacion del sistema inmune puede ser ejercida a nivel central (sistema
regulatorio) o a nivel periférico (sistema efector) por lo cual el parasito podria
modular la respuesta del hospedador a través de la activacion policlonal de
linfocitos y eosindfilos ademas de inducir inmunosupresion. La activacion
policlonal de los linfocitos es la responsable del incremento en los niveles de
lgG, IgM e IgE, esta Ultima con cantidad que se produce en exceso pero siendo
inespecifica que compite con la IgE especifica por los receptores de afinidad del
tipo FcoRI encontrados en las células cebadas y basofilos previniendo su

activacion (Barriga, 2006).
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Los mecanismos de escape de Trichinella incluyen el bloqueo de las funciones
efectoras de los leucocitos, la acumulacion de complejos inmunes, induccion de

anticuerpos de bloqueo y la inhibicion del complemento (Saenz et al., 2010).

La actividad de la glicoproteina de 45 kDa suprime la respuesta quimiotactica de
los neutréfilos impidiendo su flujo hacia el masculo donde se establecié la LM,
contribuyendo no solo a la reduccion de la miositis, sino también a la prevencion
de la destruccion del parasito esto debido a que su reclutamiento es
dependiente de IFNy que se menciond en la expresion en las células cebadas

(Bruschi, 2004; Shupe y Stewart, 1991).
1.6 Inmunobiologia del caballo

Se ha estudiado los anticuerpos del caballo y se sabe que hay siete subclases
de anticuerpos IgG (cuadro 3) de las cuales hay tres principales denominadas
lgGa, 1gGb e IgGc, mientras de manera no tan reconocida esta la IgGT también
denominada IgT (Helms y Allen, 1970), la cual se ha asociado a la respuesta
contra parasitos y al toxoide tetanico del cual debe su nombre aunque no es

claro su mecanismo ante los parasitos (Gorman y Halliwell, 1989).

Cuadro 3. Obtencion de Células B en especies de mamimeros relevantes para la Inmunologia Veterinaria.

Ratén Oveja Cerda Vaca Perro Gato Caballo
Inmunoglobulinas de 1gG1-4.IgM, IgG1-3.IgM, IgG1-4.IgM IgG1-3.IgM I%SAEEM '?g‘iﬁ;}'gg‘ IgG1-7.IgM
cadena pesada Igh.IgE, IgD IgA.IgE, IgD IgA,IgE, IgD lgA,IgE, 1gD IgEQ. Iglj IgE1: IgEi IgA,IgE, IgD
Unidades de
inmunoglobulinas de K>A A=k K=h A=k A=k A=k A=k
cadena ligera
Higado
Tejido linfoide primario fetal/medula Higado fetal/IPP Medula dsea Medula dsea/lPP 'Medula Medula dsea 'Medula
b58a dseallPP oseallPP
Diversificacion de Comb = Junct SHM > Junct = Junct > SHM = SHM = Junct > SHM = Junct =
anticuerpos = SHM »» GC GC > Comb Comb GC > Comb SHM > Comb | Comb > SHM Comb
Transferencia de la
madre al feto G Mo No Mo Pocas IgG Pocas IgG No
Tr?nsferenm‘a Calostro | lgG=>IgM=IgA | IgG>=>IgM=IgA IgG==IgA=Ight 1gG==Ight=IgA lgA=lgG=Igh | IgG>>IgA=Igh | lgG=lgA=Igh
ex eg‘:dfe‘” & | leche | IgG»lgA=Ight | IgG=IgA=Igh IgA=IgG>Igh IgG>lgA=Ight IgA=IgM=I1gG | IgA=lgG=lgM | IgA>IgG=Igh
Inmunoglobulinas a nivel
de mucosa IgA IgA IgA IgA IgA IgA IgA
Células B fagociticas Si ND ND MND MND MND ND

Siglas en inglés: Comb (Diversidad combiantoria), GC (Conversién de genes), IPP (Placas de Peyer del
lleon), Junct (Diversidad de unién), SHM (hipermutacién somatica) y ND (No determinado). Tomado y

modificado de Parra et al. (2013).
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La regulacién de este anticuerpo esta ligada a la respuesta de los linfocitos con
las diferentes interleucinas, lo que le caracteriza con respecto de otras
inmunoglobulinas es no activar al complemento ni tener la capacidad de
aglutinar pero si de neutralizar la toxina tetanica, este mecanismo le confiere la
capacidad de restringir su cambio de conformacién a través de un puente
adicional de disulfuro intercatenario que facilita su union al antigeno limitando su
capacidad de precipitacion, pudiendo ser una posibilidad en la actividad en los
inmunoensayos que le genere variabilidad a la respuesta aunque esto no esta
totalmente estudiado(Tizard,1982; McGuire et al.,1973). Otra variacion en la
respuesta inmune del caballo puede estar condicionada por estados de estrés,
algin desorden alimenticio y aplicacion de farmacos principalmente
antiinflamatorios, debido a su traslado a los rastros o bien por lesiones que en el
caso de de ser animales de carga son frecuentes y los duefios pueden
simplemente venderlos debido a los altos costos de curacién en estos animales

(Jiménez-Cardoso et al., 2005).
1.7 Cuadro clinico de la Triquinelosis
1.7.1 Manifestaciones clinicas en el humano

Estas se dividen en tres periodos, el primero en la fase enteral donde los
gusanos adultos se encuentran en el intestino, alrededor de la primera semana
post-infeccion asocidndose con gastroenteritis, diarrea y dolor abdominal. El
segundo es la fase de migracién que inicia una semana después de la infeccién
con respuestas inflamatorias y alérgicas derivadas a la circulacion de las LRN,
provocando dafio tisular, eosinofilia se presentan edemas muy importantes
siendo muy evidentes en la cara (debido a que las larvas dafian los vasos
sanguineos); puede alterarse la tension arterial provocando hipotension o
hipertension, taquicardia o bradicardia, asi como una gama de manifestaciones
diversas dependiendo de los muasculos afectados y la cantidad de larvas
(Romero-Cabello, 2007).
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Finalmente el tercero ocurre durante la fase parenteral, ahi la LRN invade el
tejido muscular e induce la formacion de la célula nodriza, desencadenando
fiebre, mialgia, artralgia, dolor muscular e inflamacién intensa que al formarse la
célula nodriza se le considera un tercer periodo denominado parenteral franco
donde aparece la deshidratacion y las mialgias (Kociecka, 2000; Hernandez-
Vargas, 2016).

Dada la irregularidad y complejidad del cuadro clinico se ha considerado que la
triquinelosis puede cursar de manera subclinica o asintomatica, oligosintomatica
y polisintomatica; siendo una infeccién leve con la presencia de 1 a 50 LM por
gramo de musculo, moderada de 50 a 100 LM y grave de 100 LM o mas; el
curso asintomatico es debido a una baja presencia de LM en donde el paciente
no refiere ningun tipo de malestar antes de 5 a 15 dias post infeccion, mientras
gue el curso oligosintomatico si lo presenta en el lapso de tiempo mencionado
siendo los mas comunes los de infecciones gastrointestinales que su
dependencia y duracion depende de la magnitud de la infeccién y la
susceptibilidad del individuo (cuadro 4; de la Rosa y Gémez-Priego,2008), por
ultimo el curso polisintoméatico se puede encontrar en la infeccion moderada y
grave debido a su duracién y localizacién. Las complicaciones graves son
principalmente de tipo cardiaco, renal, pulmonar y neurolégico que se pueden
confundir con otras enfermedades con manifestaciones similares dificultando su
correcto diagnostico (cuadro 5; Gelal et al., 2005; Puljiz et al., 2005; Neghina et
al., 2011).
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Cuadro 4. Principales signos y sintomas observados en la triquinelosis

Primeros 5 dias de la infeccion y hasta los 15
dias post infeccion

Siguientes 20-30 dias de la infeccion

Malestar general

Dolor abdominal

Diarrea

Cefalea

Mauseas

Yamito

Escalofrio

Fiebre

Eosinofilia

Fotofobia

Aumento de la Fosfocinasa sérica
Edema localizado v generalizado
Muerte (en infecciones masivas)

Mialgias
Artralgias
Pérdidade peso

Contracciones musculares

Adinamia
Sopor

Zonas maculopapulares
Fiebrede40a41®C
Meningoencefalitis

Miocarditis
Coma

Muerte (en infecciones masivas)

Tomado de la Rosa y Gémez-Priego. (2008).

Debe considerarse que la sintomatologia ademas de depender de la carga
parasitaria puede influir el genotipo del hospedero y su estado inmunoldgico
pero aun con la diversidad de sintomas se ha observado que el mantenimiento
de la fiebre y la eosinofilia al comienzo de la invasién del tejido muscular por la
LRN se mantiene hasta que las larvas han logrado encapsularse en las células

musculares, prevaleciendo solo el dolor muscular durante meses (Monter-

Villarreal, 2008).

Cuadro 5. Enfermedades humanas que tienen manifestaciones similares a la triquinelosis

Alcoholismo agudo

Intoxicacion por plomo

Apendicitis

Intoxicacion por ptormaina

Artritis

Laringitis

Asrma

Malaria

Brucelosis

PMeningitis

Gastroenteritis wiral

Meningitis tuberculosa

Colecistitis

Miocarditis

Calera

Miccarditis reumatica

Conjuntivitis

Mefritis

Drermatomiositis

Meumonia

Angioedema

Meuritis intercostal

Encefalitis

Meuritis mudltiple

Endocarditis

Paperas

Enfermedades cardiacas

Paratifoidea

Enfermedades inflamatorias pelvianas

Pleures=ia

Escarlatina

Poliomielitis

Erisipela

Reumatismo

Fiebre reumadatica

Sarampidn

Fiebre tifoidea Sifilis
Gastroenteritis Sinusitis frontal
Influenza Tetanos
Influenza intestinal Tifo

Infeccian respiratoria de wvias altas

Tuberculosis

Intoxicacion alimenticia

Ulcera peptica

Tomado de Ramirez-Valenzuela

(1981).
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1.7.2 Manifestaciones clinicas en animales

En los animales pasa de forma asintomatica aungue en invasiones masivas que
ocurren rara vez se ha advertido una accion toxica; a los primeros dias (1-2) se
observan trastornos intestinales, pérdida del apetito, trastornos en la
masticacion, vientre retraido y marcha dificultosa, ademas aparecen edemas en
la cara y parpados durante la segunda y tercer semana de infeccion (Cervantes-
Vazquez,1993).

Se ha reportado que se puede presentar un sindrome de enteritis hemorragica a
los 8 dias posterior a la infeccidén (p.i.) con posibilidad de célicos, diarrea que al
prolongarse provoca deshidratacion; esto debido al incremento de la
contractibilidad del yeyuno, destruccion de eritrocitos y la atrofia de las
vellosidades debida a la fase intestinal manteniéndose durante tres meses. Por
otro lado en la fase muscular se ha podido apreciar los sintomas de miositis
aguda alrededor de los 15 dias posterior a la infeccion incluidos la disfagia, la
dificultad motriz, el trastorno en la masticacion y el prurito en el rostro (Medina-
Lerena,2007).

El caballo de igual forma puede ser asintomético y como el resto de animales
presentar problemas motrices al grado de estar en postracion, también llega a
tener problemas de masticacion los cuales pueden agravarse con la falta de
apetito, si llega a presentar problemas a nivel de sistema nervioso se genera

apatia y desorientacion (Ocadiz-Garcia, 1999).

Las infecciones que pueden confundirse con la triquinelosis son la enterocolitis
bacteriana equina por Salmonella typhimorium, Escherichia coli (parte de la flora
normal) y Klebsiella spp, la infeccion llega a generar cuadros diarreicos severos
destacando S. typhimorium por afectar en cualquier edad asi como provocar la
salmonelosis equina desencadenada por factores de estrés, cambio de dieta y
alimento contaminado; ademas se puede asociar a enfermedades de otras

etiologias como la neumonia y polioartritis (Nachon-Cicciarella y Bosisio,2005).
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1.8 Diagndstico en laboratorio

El diagnostico en laboratorio para T. spiralis se clasifican como directo e

indirecto.
1.8.1 El diagnostico directo

La triqguinoscopia se basa en la identificacion de la larva en musculo esquelético
de muestras carnicas obtenidas de manera post mortem. Usualmente se utilizan
en 10 g de diafragma o bien de musculos intercostales (aproximadamente 30
cm?), el tejido se monta en dos placas de vidrio comprimiéndole para su
visualizacion al microscopio a 10 aumentos para encontrar las células nodrizas.
Asi, en el caballo, cerdos y roedores, la LM se concentra en el diafragma,
maseteros, lengua y masculo abdominal siendo en el caballo la mayor presencia

en lengua y maseteros seguidos por el diafragma y el musculo trapecio.

La triquinoscopia se caracteriza por ser una prueba sencilla y segura para el
diagnostico directo; sin embargo, la baja cantidad de muestra puede no
identificar casos de infecciones leves, por lo que se requiere de experiencia en el
manejo de la técnica. La desventaja de la técnica es que no se puede apreciar la
presencia de LM hasta las 4 semanas post-infeccion debido que es el tiempo en
gue se desarrolla la LM, lo que hace que la triquinoscopia sea una prueba
menos sensible que la digestién artificial. Por otro lado se tiene la digestion
artificial que identifica a las LM libres de la célula nodriza mediante la
disgregacién de las muestras carnicas (10 g o 30 cm?) en una solucién de
pepsina y acido clorhidrico( jugo gastrico), la cual digiere el tejido muscular y la
membrana de coldgena de la célula nodriza para liberar las larvas del parasito
recuperandose mediante sedimentacion en un embudo de separacién para su
posterior observacion en microscopio de campo claro o bien un microscopio
estereoscopico con capacidad de entre 4 y 10 aumentos. La sensibilidad de la
prueba es mayor al de la triquinoscopia pero menor que la determinacién de
anticuerpos por inmunoensayo (de-la-Rosa et al., 2015; NOM-194-SSA1-2004).
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1.8.2 Diagnéstico indirecto

Los métodos seroldgicos no sustituyen la observacién del tejido infectado
aunque la utilidad de la serologia es adecuada para la vigilancia y la
investigacion epidemioldgica tanto de animales domésticos como de vida
silvestre. En la actualidad se emplean de manera rutinaria el ELISA y el Western
blot (WB) para la determinacién de anticuerpos en muestras de suero (Gamble
et al., 2004). La técnica de ELISA es la mas empleada en la deteccion de
anticuerpos que reconocen los antigenos contra T. spiralis ya que su
sensibilidad le permite la deteccién de 1 larva por 100 gramos de tejido muscular
y su mejoramiento se ha dado debido al uso de los productos de excrecién y

secrecion (Dupouy et al., 2007).

La técnica de Western blot es un método donde los antigenos PES de T. spiralis
son separados en sus componentes mediante electroforesis en un gel de
acrilamida/bisacrilamida y posteriormente son electro-transferidos a una
membrana de nitrocelulosa (NC); los PES separados en tiras reactivas de NC se
hacen reaccionar con suero de pacientes con sospecha clinica de triquinelosis.
Si la muestra biolégica evaluada contiene anticuerpos especificos en contra de
los PES ocurre reaccion antigeno-anticuerpo con lo cual el revelado
inmunoenzimatico se hace evidente afiadiendo un conjugado inmunoenzimatico
y el sustrato correspondiente, obteniéndose bandas diagnésticas de
reconocimiento especifico. EI WB permite reconocer las glicoproteinas
especificas (45, 49, 55 kDa) de los productos de excrecidén y secrecion de las
larvas musculares no generan reacciones cruzadas con los antigenos de otros
nematodos, siendo una prueba apoyo confirmatoria del contacto con el paréasito

(Sofrocnic-Milosavljevic et al., 2005).

Los productos de excrecion y secrecion (PES) de la LM se emplean como
antigenos para el ELISA y el WB, los cuales tienen valores de sensibilidad y
especificidad mayores al 95% (Tinoco-Velazquez et al., 2002; Gémez-Priego et

al., 2000). La respuesta inmune a la infeccidon por Trichinella puede variar segun
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la dosis infectiva, en algunos casos la carga parasitaria ligera de 1 a 50 LM por
gramo de musculo puede tardar hasta la segunda 2 semana en el desarrollo de
anticuerpos p.i. en donde se presentan los antigenos de respuesta rapida,
mientras en la carga masiva correspondiente a mas de 100 LM puede ser
alrededor de 4 semanas p.i. con la presencia de los antigenos de respuesta
lenta (Arriaga-Diaz et al., 1994; Nockler et al., 2005).

El grupo de respuesta rapida (localizados en cuticula, membranas internas,
glandulas hipodérmicas, saco embrionario y granulos del tracto reproductor del
macho) comparte antigenos de fosforilcolina (PC), presente en otros nematodos
lo cual produce reacciones cruzadas en pruebas inmunoenzimaticas,
localizandose tanto en su fase de LM como de GA, mientras los antigenos de
respuesta lenta (presentes en los esticosoma, lumen del tracto digestivo y
superficie cuticular) se obtienen de la LM en sus alfa-esticocitos (gp de 55-55
kDa) y las beta-esticocitos (gp de 48 kDa), provocando una respuesta humoral

debido a los epitopos dominantes que contienen tivelosa (Takahashi, 1997).

Debido al interés de los investigadores y los acuerdos en la Comision
Internacional de Triquinelosis (ICT por sus siglas en inglés) por desarrollar
técnicas mas especificas, sensibles y rapidas para el diagndstico serologico,
consideradas en la investigacion epidemiolégica de animales domeésticos y
silvestres(Gamble et al., 2004). Los estudios longitudinales han revelado que
anticuerpos anti-Trichinella persisten por largos periodos en el cerdo (Ndckler et
al., 1995) sin presentar falsos negativos en los animales sacrificados, de igual
forma se ha demostrado la estabilidad de los anticuerpos en los genotipos de T.
spiralis, T. britovi y T. nelsoni en jabali al usar antigenos de productos de
excrecion y secrecion para no confundir las infecciones con otros nematodos y
homologar las técnicas diagnésticas entre ambos grupos de animales (Kapel,
2001).
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En los caballos se han estudiado el desarrollo de los anticuerpos contra
Trichinella mediante infecciones experimentales y de campo demostrando una
respuesta serolégica menos consistente que la observada en los cerdos aun
teniendo gran cantidad de LM, por ejemplo se han utilizado dosis iniciales de
4000 hasta 40,000 LM y su respuesta fue alrededor de las 2 a 3 semanas p.i.
con una disminucion al transcurso del estudio con duracion de un afo,
relacionandose esta situacion a la falta de anticuerpos IgG especificos dado que
se ha visto en circulacion los cuatro isotipos de este animal (IgGa, IgGb, IgGc e
IgGT) en donde no se abate la presencia de las larvas pero la presencia de
anticuerpos circulantes desaparece dentro de los primeros 3 a 6 meses p.i
(Pozio et al.,1999; Pozio et al., 2002;Hill et al., 2007?), esto aunado a los altos
costos en equipamiento y los tiempos de trabajo para poder monitorear los
animales de consumo, obligando a seguir manteniendo el monitoreo mediante
las técnicas directas que no previenen la infeccion al momento del consumo de

carne infectada(Nockler et al.,2000).

El inmunopunto o Dot-ELISA es una técnica de diagndstico rapido opcional con
bajo costo de material y tiempo de proceso, conservando la cantidad de
antigeno empleado para cada ensayo en un nivel de nanogramos mientras que
solo requiere 50uL de suero diluido del paciente, permitiendo detectar los
diferentes componentes en su soporte pero sin ser especifica al carecer de la
separacion previa mediante una carga eléctrica como en el WB. Esta capacidad
le ha permitido emplearse en el diagndstico de leishmaniosis, toxoplasmosis,
malaria, tripanosomiasis y cisticercosis debido a que no modifica el antigeno y
su resultado cualitativo es mediante la aparicion de una mancha (Gaddam et
al, 2016; Swarna y Parija, 2008). Al emplear la membrana de nitrocelulosa para
adsorber las proteinas del antigeno sin alterarlas, permite su facil manipulacion
de trabajo, debido a que no requiere condiciones especiales para desarrollar la
reaccion como el ELISA y el WB (temperatura y exposicion a la luz) y la
concentracion del antigeno no sobrepasa los 5ug por tira y su visualizacién de

positividad es la presencia (Meza-Lucas et al., 2016).
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Recientemente el Dot-ELISA se ha empleado para el diagnostico serologico de
la triquinelosis en cerdos, utilizando los antigenos de excrecion y secrecion con
la finalidad de agilizar el tamiz de muestras para Western blot , teniendo una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 100% siempre que la calidad del
antigeno sea a partir de los PES, en otros estudios donde los agentes
etiologicos se ocupo el extracto crudo se encontré que puede tener una buena
sensibilidad (90-93%) y especificidad aceptable (85-88%), abriéndose la
posibilidad de usarlo en mas investigaciones (Aguilar et al., 2000; Arjmand et al.,
2014).

1.9 Tratamiento para la Triquinelosis

Se emplean diversos farmacos los cuales son fundamentales para la
guimioterapia ante la infeccion, usando compuestos bencimidazélicos como
albendazol (ABZ) y mebendazol (MBZ) para tratar triquinelosis en animales
empleandose tanto en medicina humana como veterinaria gracias a su amplio
espectro antiparasitario, baja toxicidad hacia el hospedero y bajo costo (Coria-
Paredes,2014).

La accion de los derivados benzimidazolicos es de tres mecanismos principales:

1. En la unién selectiva de sus moléculas a la subunidad B de la tubulina de las
células del pardsito sin interactuar con las del hospedador, inhibiendo la
polimerizacioén y la formacién de microtubulos, responsables del movimiento de
cromosomas durante la division celular, soporte estructural de las células

tegumentarias e intestinales (Silvestre y Humbert, 2002).

2. Se inhibe el metabolismo de la glucosa dado que se afecta la enzima
fumarato reductasa en la mitocondria (comprobado en el ABZ), produciendo el
blogueo irreversible para captacién de glucosa en el GA y la etapa larvaria, ya
gue se agota el glucoégeno, se interrumpe la sintesis de Adenosin trifosfato
(ATP), provocando paralisis y muerte al parasito (Martinez-Gonzalez et al.,
1998).
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3. Se interfiere el transporte transmembranal de glucosa exdgena, alterando
severamente el gradiente transmembranal de protones e interfiriendo en la

produccion de energia (ATP) generandole la muerte (Sharman y Anand, 1997).

A continuacién se resumen otros aspectos de ambos farmacos (cuadro 6):

Cuadro 6. Otras caracteristicas de los farmacos més utilizados en la quimioterapia de la triquinelosis

Farmaco Estructura Dosis Adulto Semivida Metabolismo Excrecion
Absorcion sistémica del
ey 22%
M Ex ion bili
M s gl J—ocH, Unidn al 5% de proteinas crecion oiiar &n
4 . . formade conjugados y
ABZ o 400mg/dia por 8- 85 plasmaticas. metabolitos
14 dias horas MWetabolismo de primer )
Metaholito activo Aparece pacoen
Unidn a grupo funcional alifatico paso. Vieta arina.
sulféxido de albendazol
o . Absorcidn sistémica<5%, | Excrecidn biliar en
200-400 dia
,-"’“\/’L :d or3 dfar:gf mejorasi se consume formade conjugados y
'l e
| ‘}_H EES Lés ¥ 289 alimentos ricosen grasas. | metabolitos.
MBZ S Z N I}—U{:H‘ con::jinuar con hl‘JI’ES Se metaboliza por Aparece enorina5-
Y 400-500mg/dia dexcarboxilacignaun 10%. A las 24 0 48
Unién a grupo funcional or 10 dias mas metabolito inactivo. haorasdespuésdela
aromatico P administracion

Adaptado y modificado de Coria-Paredes (2014).

La eficacia del tratamiento solo es considerado en la fase intestinal al emplear
MBZ que se ve beneficiada por las altas concentraciones de farmaco en el GA
gue se encuentran en la lamina propia del duodeno, mientras que el ABZ ha
tenido buenos resultados en la fase larvaria y efecto parcial en el adulto
empleando el modelo murino (Chung,2001), al momento de estar formada la
célula nodriza ésta actia como una barrera que evita la accion de los farmacos

provocando una falla terapéutica (Pozio et al., 2001).

La supervivencia de la LM se ha visto debido al uso de dosis bajas en los
farmacos mencionados en la quimioterapia y de manera experimental los
ratones infectados tuvieron un porcentaje de eliminacion de 70-80% de los GA 'y
90% fue de las LM del 70-80% y 90%. Se teoriza que el empleo de bajas dosis
de los farmacos pueden afectar al parasito mientras duran en circulacién y no
son consumidos en su totalidad por él(de-la-Rosa-Arana et al.,2007); otro
aspecto es la resistencia a los bencimidazoles en donde los parasitos resistentes

se vuelven dominantes gracias a los cambios en la secuencia de aminoacidos
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en los dominios N-terminal e intermedio de la B-tubulina perdiéndose la afinidad
de los bencimidazoles a la tubulina del parasito por sustitucion de residuos
como fenilalanina por tirosina en posicién 167 (F167Y), glutamato por alanina en
posicion 198 (E198A) y fenilalanina por tirosina en posicion 200 (F200Y), impide
la formacion de puentes de hidrogeno que estabilicen el complejo tubulina-
bencimidazol(Beech et al.,2011; Robinson et al.,2004; Aguayo et al., 2013).

Todo esto puede deberse a un proceso hereditario e irreversible del parasito al
momento de la seleccion y reproduccion de los nematodos, aumentando la
frecuencia de genes resistentes mediante una mutacion (alteracion del DNA en
la célula cambiando su funcién ante el farmaco), amplificacibn genética
(activacion exagerada de genes que incrementan la produccion de sustancias
gue afecten la accidn del farmaco) vy transferencia genética (adquisicion de
material genético de otro ambiente u organismo a uno de sus cromosomas
confiriéndole resistencia al fArmaco) en la poblacion tratada con el antihelmintico

(Torres-Vasquez et al., 2007).
1.10 Control y Prevencion

El objetivo principal de todas las medidas preventivas es evitar la ingesta cruda o
mal cocida de carne infestada. Su control en nuestro pais se logra mediante la
inspeccion de carne bajo los lineamientos de la NOM-194-SSA1-2004 de los
establecimientos que se dedican al sacrificio y faenado de animales de abasto,
en la que se establece en su inciso 6.10.1 en relacion a los parésitos (cuadro 7)
y las especies animales que llegan a los establecimientos tipo inspeccién federal
(TIF):

Cuadro 7. Limite de inspeccion para parasitos en animales faenados

Agente etiologico Presencia o ausencia del parasito Especies de ganado
Cisticerco Ausente Porcinos
Quiste hidatidico Ausente Bovinos y ovinos
Trichinella sp. Ausente Porcinos y equinos
Cisticerco bovis Ausente Bovinos

Tomado y modificado de la NOM-194-SSA1-2004.
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Su inciso 8.5 define la deteccion de Trichinella spiralis en los establecimientos

dedicados al sacrificio de ganado porcino y equino de la siguiente manera:

1. Se realiza toma mensual con dos muestras por canal de equino o porcino de
un tamafio minimo de 3cm?, que procedan de ambos pilares del diafragma en su
paso a la porcion tendinosa, colocandose en recipientes limpios con tapadera y
debidamente identificados conforme a la canal.

2. Las muestras deben tomarse de canales que provengan de la misma granja,

region o introductor.

3. Las muestras deben constar con 20 submuestras (se vuelve a pesar las
porciones de carne siendo estas de menor o igual peso a la muestra inicial)

provenientes de diferentes canales.

4. Todas las muestras se envian a un laboratorio autorizado por la Secretaria de
Salud(SSA) para su determinacion correspondiente mediante el método de
digestion artificial usando una solucién de pepsina y acido clorhidrico en
proporcion 1:19 en agitacion constante y recuperando en un vaso de precipitado

con una malla de 2mm de apertura.
5. El resultado que se reporta es ausencia o presencia de Trichinella spiralis.

Todo este seguimiento es debido a que la carne de cerdo es la fuente mas
importante de transmision de la triquinelosis en el hombre, aunque en las ultimas
décadas del siglo XX se dieron grandes brotes en Europa atribuidos a la carne
de caballo infectada por su demanda y bajo costo (Berumen-de la Torre, 2002),
lo cual gener6 una mayor precaucién de las autoridades Internacionales y
nacionales(cuadro 8) en la inspeccion de la carne para exportacion; la regulacion
francesa acordd a partir del afilo 2000 que la inspeccidon de muestras debia
realizarse de dos muestras de al menos 50g cada una en los sitios predilectos
de las LM en la carcasa del caballo siendo uno la lengua y el otro de los pilares

del diafragma(Touratier, 2001), mismo que se ha manejado al momento de las
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exportaciones de carne de cerdo y caballo mediante las normas de la
Comunidad Europea a través de la Regulaciéon EC No 2075/2005. No obstante
existen mataderos privados que no cuentan con las normativas requeridas y la
costumbre del mantenimiento de los animales de traspatio los cuales no reciben
una inspeccion sanitaria después del sacrificio ha sido considerado como la
causa de encontrar carne infectada debido al contacto que puede tener el
caballo con los cerdos y/o animales de vida silvestre (Ortega-Pierres et al.,
2000).

La prevencion de la triquinelosis humana tiene tres enfoques principales (Gomez
de Anda, 2012):

a) Generar la educacion al consumidor sobre el riesgo del consumo de carne
cruda o semicruda de productos carnicos ya sea animales domésticos (caballo y
cerdo) y silvestres (Jabali, 0so, etc.) que pueden ser portadores de Trichinella y

carezcan de inspeccion zoosanitaria para su consumo.

b) La crianza de cerdos por ser la fuente principal de la infeccion en seres

humanos.

c) El control de todos los animales susceptibles (tanto domeésticos como
silvestres) por la metodologia normalizada en caceria y sacrificio.
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Cuadro 8. Principales Instituciones de control zoosanitario a nivel nacional e internacional.

Organizacion reguladora

Fropasito

Orgamizacion mundial de
comercio (WTO por sus
siglas en inglés)

Intemacional

Apova el comercio intemacional en todas sus facetas

asi como facilitar el flujo comercial entre todos los
paises miembros.

Organizacionde las Naciones
Unidasparala Agricultura v
Alimentacion (FAQ)

Intemacional

Marca las reglas basicas para establecer mocuidad
alimentana vy los estindares de salud para los
alimentos de ongen amumal v vegetal.

Comision del Codex

Desamolla lineamientos, guias v propuestas de

. . Intemacional | estandares en matena alimentanas a escala
Alimentario (CODEX) intemacional.
Organizacion Mundial de la . . . .
Sanidad Animal (OIE) Intemacional | Se encarga demejorarla sanidad animal en el mundo.
Genera el establecimiento v disefio de la
Comision de la Union Europa nomatividad para la mocuidad alimentana, salud v

Europea (UE)

bienestar de los amimales exportados o sus productos

enla UE.

Agencia de Almentos v
Medicamentos(FDA por sus
siglas en inglés)

Estados Unidos

Busca que los productos de ongen ammal en este
caso, leguen al mercade de manera segura antes de
ser consurmidos.

Servicio Nacional de Samidad

Dar garantias sanitanas a las exportaciones e

y Calidad Agroalimentaria Argentina importaciones de materias primas de la produccién
(SENASA) agroabmentana en Argentina.
Institucién nacional encargada de proteger la salud
} - humana mediante la Ley General de Salud,
Secretana de Salud (S54) Mezico fortaleciendo la rectoria de la autondad sanitana v la
intersectorialidad.
Organismo adnunistrative descentralizado de la
Servicio Nacional de Secretania de Agncultura y Ganaderia Desamollo
Inocuidad y Calidad México Rural, Pesca v Abmentacion (SAGARPA) vigila la
Agroalimentana(SENASICA) mocuidad de los abmentos que se importan, exportan
v se movilizan del temitorio nacional.
Organo asesor de SAGARPA en materia zoosanitaria
Consejo Tecnico Consultivo para la identificacion, planeacion programacion,
Nacional de Sanidad Animal México operacidn, seguimiento, control v evaluacion de los
(CONASA) programas de sanidad v produccion animal en el
temtorio nacional
. Expide los certificados Zoosanitarios para la
Direccién General de Salud Meéxico movilizacion de ammales, productos v subproductos

Animal (DGSA)

de origen animal en el temitono nacional.

Adaptado y modificado de Gomez-de Anda (2012)

En caso de encontrarse la carne contaminada se deben utilizar métodos de
inactivacion del parasito que aplican tanto para carne comercial y no comercial,
de los cuales tres métodos han sido fiables para dicha inactivacion (Gamble et
al., 2000; Gajadhar et al., 2009):

a) Calentamiento hasta alcanzar una temperatura interna de al menos 71 °C por
lo menos 5 minutos, se aprecia el cambio de color de rosa a gris y las fibras

musculares se separan facilmente unas de otras.
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b) Congelacibn a -18 °C (no es muy recomendable dado la resistencia de
algunas especies y en estudios comparativos entre carne de cerdo y carne de
caballo se ha visto que este Ultimo requiere un mayor tiempo y menor

temperatura para inactivar las larvas (Hill et al., 2007%).

c) Irradiacion ya sea por rayos X o con haz de electrones, este método esta
aprobado por la FDA y respaldado por la WHO y los Centros para el Control y la

Prevencion de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés).

Mediante otros procesos de conservacion de la carne de cerdo se ha visto que la
capacidad reproductiva de Trichinella no se ve afectada aun si emplea el uso del
adobo, se realiza curado o bien la preparacién de embutidos, pero se ha podido
apreciar que la cepa mexicana en condiciones prolongadas de enfriamiento

disminuye su capacidad reproductiva (Medina-Lerena et al., 2009).
1.11 Situacién epidemioldgica
1.11.1 Presentacion en el hombre.

El paréasito del género Trichinella es cosmopolita, pudiendo encontrarse en todos
los continentes excepto la Antartida ha tenido una prevalencia global del 27.8%
principalmente por el consumo de carne de cerdo en el 66% de los casos (figura
8), desde su descubrimiento por Peacok en 1828 y Hilton en 1833 en cadaveres
humanos en Inglaterra, por otro lado por el crédito a James Paget quien se le
atribuy6é el descubrimiento del “gusano encapsulado” son considerados las
primeras observaciones en humanos, mientras las primeras observaciones en
animales como el cerdo se realizaron por el doctor Joseph Leidy en 1846 en
Filadelfia, Estados Unidos, quien encontro larvas encapsuladas en los musculos
extensores del muslo de cerdo cocido similares a los que observé en musculos

de cadaveres humanos (Molina y Galaviz, 2013; Ramirez-Valenzuela,1981).
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El zodlogo britdnico Richard Owen denominé al parasito como Trichinella spiralis
en 1835 a partir de las muestras de Paget, con esto se llegd a relacionar a uno
de los hallazgos mas antiguos de Trichinella de 1200 a.C. al musculo intercostal
de una momia egipcia en la tumba de Najt examinada en 1974,se cree hubo
varias epidemias descritas en la historia (Sicilia en 427 a.C. y en Oriente medio)
(Correa-Beltran et al., 2006), solo reportandose la especie de T. spiralis hasta la
tipificacion isoenzimatica propuesta por Pozio (1987). Esto marcé el panorama
de los modelos de estudio y las pruebas de laboratorio tanto directo como
indirecto para la confirmacion del diagnéstico clinico de Trichinella y sus
diferentes especies en el hombre y los animales suceptibles a la infecciéon

principalmente el cerdo(Krivokapich et al, 2006).

Hasta el momento se han reportado brotes en 55 paises con un promedio anual
de 5751 casos y 5 defunciones de los cuales histéricamente se le a atribuido al
consumo de carne de cerdo (64%) y en menor medida al caballo, animales de
vida silvestre destacando el oso y el perro como hospedero sinantropico
(Devleesschauwer et al., 2015; Murrell y Pozio., 2011; Pozio, 2007).

T. spiralis (T~
T. nativa {72
T. britovi (T3
T. mumrelli (T3
T. nelsoni (77)
Trichinella T6
T. pseudospiralis (74)
T. papuse (711)

T. zimbabwansis (710
D Friohineita 78

$ Tnchineiia (7
Trichinella  (T12)

cexPRACODD

Figura 8. Distribucién del género Trichinella en el mundo. Se muestra la distribucion de
los 12 genotipos del género Trichinella.Tomado y modificado de Gottstein et al., 2009.
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1.11.1.1 Europa

Los siguientes brotes reconocidos y atribuidos al consumo de carne de cerdo
fueron en la ciudad de Hettestadt (1863) con 158 enfermos y 27 muertos, y
Hedersleben con 337 enfermos y 101 muertos en Alemania, al pasar esto el
investigador Rudolf Virchow sugirié la practica de la inspeccion triquineloscépica
en todos los cerdos sacrificados (Ramirez-Valenzuela,1981). Para 1881 se hizo
frecuente el ingreso de carne infestada al sur de Francia por carne de la unién
americana lo cual fue vetada del pais, forzando a Estados Unidos para realizar
el control de carne de cerdo mediante triquinoscopia que por diferentes factores
econémicos no se continldo por las guerras mundiales, con respecto a los afios
1887 a 1930 en ltalia se encontraron los primeros brotes en humanos atribuidos
al consumo de carne de cerdo (uno en los afios 1887, 1900, 1912 y 1930, y 20
con dos defunciones en 1917), Italia continué presentando brotes con mayor
namero de personas en diferentes poblados de Sicilia entre los afios 1933 a
1946 y con la entrada de carne importada de caballo, el consumo de Jabali y
zorro se mantuvo desde 1975 hasta el 2005 con las especies de T.britovi y T.

spiralis (Pozio et al., 1997).

Entre los afios 1975 a 2005 Francia e Italia fueron los paises mas afectados a
partir de los brotes ocurridos por el consumo de carne de caballo importada, el
primero con 2296 casos en ocho brotes y el segundo con 1031 casos en siete
brotes lo que generd la implementacion de los controles veterinarios en 1985
(Boireau et al., 2000; Pozio, 2015), los caballos infestados fueron originarios de
paises de Europa del Este incluidos la ex Yugoslavia, Polonia, Serbia, y
Rumania, mientras de Norteamérica fueron Canada, México y Estados Unidos
(Ancelle et al., 1998; Cuadro 9).

Finlandia tiene registro de brotes de triquinelosis desde el afio 1860 mediante
autopsia en 1000 cadaveres humanos descritos por Hjelt (1872) y solo 3 casos
en pacientes de la ciudad Roukolahti al sur de Finlandia en el afio 1890. A

principios de 1980 se reportaron 5 cerdos infectados, cantidad que se fue
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incrementando entre los afios 1983 a 1992 con un total de 240 animales hasta
gue entre 1995 a 2003 esta cantidad disminuyd a una prevalencia de 0.002%
mientras de manera paralela a partir del afio 1990 al 2003 se examinaron 30,282
caballos sin resultados positivos mediante digestion artificial (Oivane, 2005).

Suecia ha tenido 9 brotes entre los afios 1917 a 1969 con 489 casos atribuidos
por el consumo de carne de o0so y cerdo (Odelram, 1973) finalizando con 1 caso
por consumo de chorizo espafol en 2007 (Gallardo et al.,2007), Estonia 4 (1960-
1969) y 91 en el periodo 1986-2009 (Jarvis et al.,2001),Lituania Lituania 3,979
(1986-2009); 25 por carne de cerdo (2010) y 10 por jabali (2014), teniendo
reportes anuales con un rango de casos entre 6 a 819 personas con triquinelosis
en los afios 1969 a 1995 (Rockiene y Rocka, 1997; Bartuliene et al., 2009).

Alemania tuvo 82 casos por cerdo y 1,027 por caballo (1990-1998), 52 entre
1998 a 1999, 5 casos en 2004 hasta mantenerse con 186 casos acumulados en
2009 y 13 casos en 2013 por consumo de jabali (Pozio, 2000; Nockler et al.,
2004; Littman et al., 2006; Faber et al., 2015).

Grecia empez0 a reportar desde 1946 por Liveriatos (1948) con 6 personas
infestadas, mientras en 1952 Papadakis et al. (1956) y Panagiotopoulos y Valtis
se encontraron con 22 casos en el centro y 1 al norte de Grecia y después se
revisaron 15,704 cerdos sacrificados entre 1952 y 1953 en los poblados de
Thessaloniki y Atenas, encontrandose una incidencia del 0.74% la cual
disminuy6é en revisiones posteriores hasta 1958 con 57,165 cerdos con una
incidencia del 0.12%, con todos los esfuerzos en la revision de carne de cerdo
solo se ha reportado un caso de en humanos hasta el 2009 ( Sotiraki et
al.,2001;Berger,2015).

Noruega detectd la triquinelosis en humanos hasta 1953 en donde se
involucraron 3 personas de 6 brotes y entre los afios 1950 a 1960 las
evaluaciones de cerdos lograron detectar por lo menos 37 positivos en granjas
(Skjerve, 1993).
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Espafa presento cinco brotes en donde se afectaron 86 personas en la zona sur
del pais (Andalucia) entre los afios 1984 y 1987 por el consumo de carne de
cerdo y jabali y en donde se empleo la técnica serolégica de ELISA para la
busqueda de anticuerpos en los individuos y la digestion artificial en las
muestras de la carne de los animales consumidos (Rodriguez-Osorio et al.,
1990). En el afio 2000 se encontraron 38 personas infestadas y entre el 2001 al
2002 26 casos fueron diagnosticados (Cortés et al., 2002; Gémez-Garcia et al.,
2003) teniendo acumulados 1244 casos hasta el 2009. Por ultimo a partir de una
investigacion entre los afios 1986-2009 por Murrell y Pozio se documentaron los
siguientes paises con la siguiente relacion de casos: Albania 3 (1999-2003) ,
Andorra 1 (1999), Austria 72 con 7 defunciones (1866) sin registro hasta 1970
con casos importados y 12 entre 2000-2011 (Lechner et al.,2012), Bélgica 1
(1893) 1 por consumo de jabali (1978) y 16 en 2014 (Cardoen et al.,
2010;Messiaen et al.,2016), Bosnia y Herzegovina inicio con dos brotes en 1955
y 1975 hasta llegar a 1,600 casos en 1993-2003 (Ravlija et al., 2006), Bulgaria
con 137 brotes (1971-1990) y 4,108 (1990-2006), Bielorrusia 268 (1987 a 1994),
Croacia 2,110 (1994-2009),Republica Checa 31 (1986-2009),Dinamarca 7
(2004) y 1 (2007), Escocia 2 (2010,2014), Eslovaquia 440 (1986-2008) por carne
de perro, Eslovenia 203(1989-2006), Georgia 24 (1980-1984); 475 (1985-1989);
1,151 (1990-1994) y 331 en 1995-1998 (Berger,2016), Hungria su primer caso
fue en 1891 solo siendo documentado hasta 1980 teniendo 158 casos (1986-
2009); Irlanda 8 (1956), 26 (1968), 50 (1969) y 2 (2007), Letonia o Latvia 636
(1986-2009) y 6 (2011), Macedonia 6 (1992), Paises Bajos 2 (2004), Polonia
11,643 (1946-1965) y 3,084 (1986-2007) 23 por carne de jabali en 2011
(Sadkowska-Todys y Golab,2013), Portugal 5 (1962) y 1 (1967), Reino Unido 1
(1879); 7 (1940-1941); 107 con una defuncion (1952-1953); 39 (1975-2007) 8 de
estos por consumir salami de origen serbio(Milne et al., 2001), Rumania 2,610
(1980-1989); 28,564 y una defuncion (1986-2007) y 91(2007-2009) , Rusia 1,720
(1993-1994); 970 (1996-2002) parte de estos casos por consumo de carne de
0so0 (Ozeretskovskaya et al.,2005);18 por perro, 8 por morsa y 33 por tejon
(2005, 2008 y 2009), Serbia y Montenegro 5,210 (1994-2003) y 2,257 con 3
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defunciones acumulados hasta 2010, Suiza 4(1994,2009) y Ucrania 1,210
(1986-2009); dichos paises se les a considerado con infecciones emergentes y
algunos de ellos como recientes miembros de la UE (Letonia, Lituania y Estonia)
presentan los brotes cada afio (Garcia et al., 2005 ; Webster et al.,
2006;Kurdova et al., 2004; Murrell y Pozio, 2011).

Cuadro 9. Brotes de triquinelosis por consumo de carne de caballo en Francia e Italia 1975 a 2005.

. - Pais de origen del Casos y Especie de
Pais Ano caballo defunciones Trichinella
Francia 1975 | Europadel este 12570 MO
[talia 1975 | ExYugoslavia 89,0 T. britovi
Italia 1984 | ExYugoslavia 13/0 MO
Francia 1985 | EEUL 43172 T. murrelli
Francia 1985 | Polonia 62473 T. spiralis
[talia 1986 | ExYugoslavia 300/0 T. britovi
Italia 1990 | Europadel este 5000 T. spiralis
Francia 1991 EEUL 21/0 MWD
Francia 1993 | Canada 538/0 T.spiralis
Francia 1994 | México 7/0 T. spiralis
Francia 1998 | Serbia 128/0 T. spiralis
Francia 1998 | Serhia 40440 T. spiralis
[talia 1998 | Polonia g3,/0 T. spiralis
Italia 2000 | Rumania o Polonia 36,0 T. spiralis
ltalia 2005 | Europadeleste 7/0 T. britovi

Tomado y modificado de Pozio y Zarlenga 2005; Liciardi et al., 2009.Las especies se obtuvieron
mediante tipificacién de 10 genes para isoenzimas (LDH, ME, 6PGD, G6PD, GOT, AK, PGM,
ACON, MPI y GPI) descrito por Pozio en 1987. ND (no determinado).

1.11.1.2 América del Norte

Mediante las investigaciones de Zimmerman (1970) donde report6 a partir de las
investigaciones entre los afios 1930 a 1940 parametros de la infeccion de 16% a
28% de la poblacién humana de los Estados Unidos, dicha prevalencia se vio
reflejada en las granjas industrializadas de Canada, Estados Unidos y Europa
occidental hasta un valor del 50%.(Ancelle et al., 1998). A partir de eso se fueron
reportando los casos mediante el sistema nacional de vigilancia en triquinelosis
gue reportaba anualmente en promedio 400 casos durante 1947-1951, con 300
casos y disminuyendo en un rango de 100 casos hasta 1977. En 1978 con 91
como consecuencia se disminuyd la incidencia de casos hasta llegar a una
relacion de 57 anuales (1982-1986), 206 casos (1987-1990), 230 casos (1991-
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1996), 33 brotes y 72 casos (1997-2001), 16 brotes y 54 casos (2002-2007), 40
brotes y 84 casos (2008-2012); por ultimo 9 casos (2013) debido al consumo de
jabali. Otros sitios pertenecientes a la unién americana son Alaska y Hawaii; el
primero tuvo su mayor reporte con 47 casos en 1978 principalmente por el
consumo de carne de morsa, 45 casos (1991-1993), 6 (2000-2001), 10
(2002,2005) y 6 (2009,2012); el segundo reporto el 7.4% en cadaveres(1964), se
continuo con 9 casos (1975-1985), 3 (1986) 2 (1993) y 1 (2000), las islas no
volvieron a reportar nuevos casos al CDC. (Zimmerman, 1984; McAuley et al.,
1991; Moorhead et al., 1999; Roy et al., 2003; Kennedy et al., 2009; Wilson et
al., 2015).

En Canada se registraron pocos brotes a partir de 1974 con 49 casos, 3 (1975),
31 (1976), 116 (1982-1987) por consumo de carne de morsa y 257 (1987-2009).
Groelandia present6 420 casos y 37 defunciones (1940-1950) por consumo de
carne de morsa y 0so, finalizando solo con 3 casos en 2016 por carne de 0s0
(Greenbloom et al., 1997; Moller et al., 2005; Dupouy et al., 2016).

1.11.1.3 Asia

La enfermedad se consideré a partir de los afios sesentas y setenta en donde el
primer reporte de brote se dio en Tailandia a partir de 1962 acumulando hasta
2005 con 130 brotes con un total de casos de 7,392 con 97 defunciones y 50
casos entre 2006-2007 (Kaewpitoon et al., 2006; Kusolsuk et al., 2010). En el
caso de Japon se detectaron tres brotes de importancia: el primero con 15 casos
(1974), el segundo con 12 casos (1980) y el tercero con 60 (1981) todas
atribuidos al consumo de carne de 0so, se reporto entre los afios 1999 a 2005
solamente 4 casos (Achay Szyfres, 2003; Takahashi et al., 2000).

China ha reportado la presencia de larvas en cerdo, perro, ovino y 0S0S,
teniendo tres grandes periodos: 1960 a 1974 que iniciaron con 10 brotes con
276 casos y 12 muertos hasta acumularse un total de 4,033 casos y 73 muertes,

el segundo fue a partir de la década de 1980 en donde se dieron zonas
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endémicas al centro y al sur del pais acumulandose hasta 1989 15,599 casos
con 141 muertes, acabando con el tercero desde 1990 a 2002 con 5,529 casos
con 26 muertes, para finales de 2009 se acumularon 1,137 donde la relacion a la
mayoria de casos fue por consumo de carne de cerdo con T. spiralis y al perro
con T. nativa (Wang y Cui,2001; Liu y Boireau,2002;).

Laos ha tenido pocos reportes a diferencia de los paises mas endémicos del
continente asiatico como lo son Tailandia y China, lo cual se ve reflejado con 51
casos en 1975 y lo encontrado en los afios 2004 a 2006 con 123 casos los
cuales se debieron a dos grandes eventos familiares, hubo al menos 650
pacientes que fueron descartados mediante pruebas serolégicas (Barennes et
al., 2008). Los siguientes paises han presentado de manera esporadica casos:
Butan 2 (1996), Camboya 24 casos (1975-1984), Hong Kong un brote (1983) y
20 casos (1986), India 3 (1996-2002) y 42 casos con 11 defunciones (2008-
2011) considerado el primer reporte con multiples brotes en la India (Sethi et al.,
2010), Indonesia en 1993 con 23 nifios con presencia de anticuerpos contra
Trichinella (Chomel et al., 1993), Malasia 2 (1997,2011), Nepal 20 (1986),
Singapur 25 (1998); Vietnam 26 (1970), 22 (2001), 20 (2004), 22 (2008) y 36
(2012) debidos a consumo de carne de cerdo y jabali (Van De et al.,2015);
Kazajistdn un brote (1998) y 17 casos (2000), Kirguistan 10 (1996), Corea del
Sur 2(1997) 8 (1999-2003), 20 (2010) , 2 (2012) y 6 (2014) por carne de
tortuga(Kim et al., 2011; Jeong et al., 2015); Uzbekistan un brote (1965) y

Taiwan 8 casos por carne de tortuga en 2009 (Lo et al., 2009).
1.11.1.4. Oriente medio

Muchos de los paises afectados en este apartado han sucedido a grupos
humanos cuyas costumbres religiosas no tienen prohibido el consumo de la
carne de cerdo o jabali asi como el consumo de animales de origen silvestre.
Israel es el pais con mas desarrollo de casos y brotes muchos debidos en
poblados cristianos o por trabajadores extranjeros: 39 (1971), 6 (1982) 1 brote
(1992), 111 (1999), 13 (2000), 230 (2002,2004) , 30 (2007); Irdn 6 (2007) ,
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Libano 1 brote (1970), 10 (1975) ,1000 (1982) y 44 (1995); Siria 1 brote (1990) y
Turquia 425 acumulados entre 2003 y 2004 (Turk et al., 2006; Olaison y
Ljungstréom, 1992; Haim et al., 1997).

1.11.1.5 Africa

La region africana esta conformada por 46 paises de los cuales hay poca
documentacion de triquinelosis destacando Etiopia con 8 (1986) y 20 (1990),
Kenia un brote (1972), Zambia 1 caso (2000), Tanzania 11 casos y 2
defunciones (1977), Egipto solo se ha reportado la momia de la tumba Najt pero
6 turistas franceses presentaron la infeccion (1976); misma situacion se dio en
Senegal por consumo de jabali verrugoso con 9 casos (1960) y 3 (2009), por
otra parte solo se reporté a un francés por consumir carne de chacal en Algeria
en 2004 (Bura y Willet, 1977; Dupouy et al., 2009; Nezri et al., 2006).

1.11.1.6 Oceania

La triquinelosis es rara en esta regién del planeta pero el riesgo se mantiene
debido a la presencia de roedores, cerdos y caballos que han salido positivos en
las pruebas de digestion enzimatica, hasta el momento solo se han encontrado 4
casos (1931-2001) en Nueva Zelanda y 153 personas con presencia de
anticuerpos en Nueva Guinea, a pesar de tener reportes sobre la infeccion en
los hospedadores sinantrépicos y los hospedadores del ciclo doméstico
(Thornton y King, 2004).

1.11.1.7 América Latina

El vestigio mas antiguo en Latinoameérica es hasta el momento la momia del
Cerro El Plomo, Chile de un nifio Inca de 8 a 9 afios de edad perteneciente al
periodo del afio 1500 encontrado en 1954, el cual mediante inmunofluorescencia
indirecta (IFI) con suero humano hiperinmune para Trichinella sp se demostré
gue los quistes presentes en su cuerpo correspondian a una triquinosis, lo cual

generd una gran controversia considerando la existencia del parasito antes de la
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invasion espafiola(Rodriguez et al.,2011). En la Argentina se ha observado la
infeccién debido a cerdos infestados lo cual lo volvid un pais endémico, su
primer reporte fue en 1898 en Buenos Aires y el primer brote en 1969 con el
namero de casos que llegd hasta 908 (1971-1981), 8,806 (1990-2006) ;
aparentemente solo se consideraban los casos debido al ciclo doméstico que
incluia a cerdos , humanos y roedores pero la inclusion de los animales del ciclo
silvestre en la infeccibn en humanos se han debido al consumo de carne de
puma, armadillo y jabali que también fue influenciado por la migracion europea
(principalmente esparfioles e italianos) durante los primeros afios del siglo XX
con los métodos de preparaciéon de carnes (Ribicich et al.,, 2005). Un estudio
epidemioldgico realizado con muestras de la provincia de Santa Fe entre 1998 y
2009 identific6 27 brotes con 1157 casos con 224 comprobados mediante
pruebas seroldgicas (IFl) asociandoles al consumo de productos elaborados
con carne de cerdo como embutidos, salamines y chorizo fresco (Sequeira et al.,
2013).

Bolivia ha empleado la técnica de ELISA para evidenciar anticuerpos anti-
Trichinella en suero de cerdos de las regiones del Antiplano( zona de baja
crianza del cerdo), Chuquisaca y Santa Cruz (estos Ultimos con la mayor
poblacién de cerdos 59.9%) y solo 7 casos de personas asintomaticas obtenidos
en el estudio a 234 personas de la zona rural en la provincia Cordillera (1999),
esto debido a que las personas de la region estan expuestas al consumo de la
carne proveniente de rastros clandestinos con esto se sabe que ha sido el
primer reporte en humanos a pesar de los reportes previos en cerdos (Bartoloni
et al., 1999).

Chile es otro de los paises endémicos de América latina que al igual que
Argentina y México ha tenido brotes a causa del consumo de la carne de cerdo,
se dieron seis brotes (1962-1982) con 2267 casos (1963-1990), 698 casos
(1991-2004); solo se ha encontrado en cadaveres Uruguay 3 (1943);Venezuela
15(1972) y 1(1974) mientras se ha mencionado su existencia en Cuba y
Paraguay sin evidencia de laboratorio(Schenone et al.,2002).
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México ha tenido presente esta parasitosis desde los ultimos afios del siglo XIX
en los cerdos desde 1862 pero fue hasta 1891 que se diagnosticé al parasito en
cadaveres estudiados en la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma
de México por el Dr. Manuel Toussaint mediante preparados por disgregacion y
por seccién microtdmica dichos trabajos se continuaron mediante la observacién
del tejido infectado y posteriormente mediante la digestion artificial en el estado

de México y la ciudad de México (Cuadro 10).

Cuadro 10. Casos humanos confirmados por hallazgo de larvas de Trichinella spiralis

Autor Aiio Procedencia i casos
Barragan 1853 Ciudad de México 4
Olvera 1836 Ciudad de México 12
Lopez Vallejo 1516 Edo. de México 5
Henriguez 1541 Ciudad de México 8
Perrin T. 1542 Ciudad de México 25
Mazzotti y Chavira 1543 Ciudad de México 120
Mazzotti y Pastrana 1544 Ciudad de México 144
Martinez Marafidn 1974 Ciudad de México 42

Tomado y modificado de Tay-Zavala et al. (2004).

Se presentaron algunos reportes desde 1952-1974 en la Ciudad de México y
posteriormente en Zacatecas (1975) volviéndose muy frecuente la presencia de
brotes anuales durante 1981-1985, pero el mayor nUmero de casos reportado en
el pais fue en la ciudad de Delicias, Chihuahua siendo 166 y un solo muerto
(Hernandez et al.,1992;Tay-Zavala et al, 2004).

Con la llegada de los métodos seroldgicos a partir de 1980 se lograron realizar
estudios tanto en humanos como en animales sin la necesidad de biopsia

empleandose los antigenos purificados del parasito (Correa-Beltran et al., 1997).
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Figura 9. Distribucién de casos acumulados, estudios serolégicos, reporte en animales (cerdo, caballo, vida
silvestre y hospedadores sinantropicos: perro, gato y rata) desde 1896 hasta 2016. Adaptado y modificado de
Ortega-Pierres et al., 2000; Tay-Zavala et al., 2004; Correa-Beltran et al., 1997; de la Rosa et al., 1998; Arriaga-Diaz et
al., 1994; DGE SSA, 2016 S47.

Actualmente la infeccion esta distribuida por toda la Republica Mexicana (figura
9) con el diagndstico clinico y serologico se ha permitido observar la relacion de
casos acumulados desde 1990-2016 con las entidades de Hidalgo, Chihuahua ,
Veracruz, Jalisco, Oaxaca, Ciudad de México , Estado de México, Nayarit y
Zacatecas (figura 10 y figura 11) presentando el mayor nidmero de casos, los
cuales se les atribuy6 la infeccién por consumo de carne de cerdo, una de las
causas de este suceso se debe a la costumbre de criar cerdos de traspatio que
son alimentados con desperdicios de consumo humano o bien estos ingieren
restos de carne de rata y otros animales silvestres, aunque no hay reportes
provocados por consumo de carne de caballo (Reveles-Herndndez et al., 2011;
de la Rosa et al., 1998;DGE SSA 2016,547 y S52).
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Triquinelosis: Distribucion de casos por aifio en México, 1990-2016
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Figura 10. Nimero de casos a nivel nacional de la triquinelosis humana (1990-2016). Se observan los casos acumulados desde 1990
hasta el 2016 considerando la falta de reportes entre los afios 1995-1999 y 2003-2013 (posiblemente ubicados en los reportes a otras
helmintiasis) con una disminucién a menos de 100 casos a partir del afio 1994 hasta llegar a menos de 50 casos desde el afio 2002
(Adaptado de los Boletines Epidemiolégicos 2016.DGE, SSA Semana 47 / Semana 52).
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Figura 11. Distribucion total de casos de triquinelosis en México 1990-2016. Se aprecia que los casos acumulados del estado de
Hidalgo fueron méas de 200, Chihuahua méas de 100; Veracruz, Jalisco, Oaxaca y Ciudad de México mas de 50. A partir del estado de
México fueron menos de 50 casos llegando con solo 3 en Yucatan (Tomado de los Boletines Epidemiolégicos 2016.DGE SSA Semana 47
/ Semana 52).

47



Se debe tomar en cuenta que la relacion de los casos a nivel nacional no esta
completa a pesar de emplear mejores métodos de diagnostico ya que la
confusion que puede presentarse al momento de evaluar un caso clinico
asintomatico puede estar dentro de los casos reportados en otras helmintiasis
dado que estas si se reportan anualmente, dejando con cierta incertidumbre los
casos gue se tienen por estado como lo son los mencionados en este proyecto.
Las tres entidades federativas han presentado un nimero considerable de casos
en donde Veracruz inicio con 46 (1990) y finaliz6 con 9 (2002), Jalisco inicio con
14 (1990) pero tuvo su mayor cifra de 26 casos (1991) para cerrar con 4 (2016),
por ultimo el estado de México tuvo 5(1990); solo presenté 16 casos el afio

siguiente y finalizé con un caso en 2001(Cuadro 11).

Cuadro 11. Numero de casos con sospecha clinica de triquinelosis humana en los Estados de
México, Jalisco y Veracruz (1990-2016).

Entidad
. 1990 | 1991 | 1992 | 1993 | 1994 | 2000 | 2001 | 2002 | 2014 | 2015 2016 | Total
federativa
Edo.de |\ o | 46 | 7 8 4 3 1 0 0 0 0 | a4
Mexico
lalisco 14 26 7 13 2 0 7 3 3 0 4 70
Veracruz 46 5 a 12 a o 0 o 0 0 i) 81

Tomado y adaptado de los Boletines Epidemioldgicos 2016 DGE SSA semana 47/semana 52.

1.11.2 Presentacion en animales
1.11.2.1 Hospedadores domésticos

La mayoria de las especies, con la excepcion de T. spiralis pueden parasitar
animales salvajes, la causa entre la relacién con la vida salvaje con los animales
domeésticos puede ocurrir cuando hay un manejo inadecuado de la segregaciéon
a las crias de vida silvestre por consiguiente se conocen tres tipos de ciclos los
cuales pueden ser independientes o pueden interactuar, estos son conocidos
como ciclo doméstico, peridoméstico y ciclo silvestre respectivamente
(Campbell, 1988; Pozio, 2001; figura 12).
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El ciclo doméstico y el peridoméstico tienen como eje al cerdo, principalmente
por la ingestion de desechos que contiene fibras musculares de origen porcino.
Es por esto que la incidencia en los cerdos es particularmente alta cuando se les
alimenta con residuos de cocina, restaurantes y mataderos, o cuando se les
mantiene libre al contacto con los basureros de las poblaciones (Flores-
Amezquita, 2000). Se tiene como referencia que la prevalencia mundial en los
cerdos no sobrepasa el 0.5% dado la inspeccion de las carnes ademas con la
implementacion de otros métodos aparte de la digestion como son las pruebas
serolégicas (ELISA, WB) y la biologia molecular para el monitoreo de las granjas
porcinas altamente industrializadas tanto en América y Europa, sin embargo la
exposicion a través de animales sinantropicos que vivan en las cercanias de los
cerdos como son las ratas, perros y gatos que es algo comun en nuestro pais
con una variante como los mustélidos y zorros en Europa y Argentina han
influido en la permanencia de la infeccion porcina (Fabregas y de Benito,2001;
Gamble y Bush, 1998; Ribicich et al.,2009).

Se ha demostrado que los animales silvestres con la especie T. spiralis
constituyen otro riesgo en la introduccién y dispersion de la enfermedad en los
cerdos dado que la interaccion de estos en los microambientes asi como la
costumbre carrofiera de los cerdos permite la permanecia de la enfermedad
(Stojcevic et al., 2004).

49



Costumbres carrofieras y
i \ - depredacion de roedores

/
Defecacion

X Canibalismo
\ C%
Q‘ 'v‘{{".'l%“

e £

RATA

HOMBRY

CERDO

Ingesta de carne
de caballo

CABALLO

;”v OTROS ROEDORES
'.:"' &

.‘.»:,m 2 }""”‘.’-“‘- G Ciclo silvastre

z

GATO

N\

&

Bl Ciclo peridoméstico

PERRO

Figura 12. Interaccion entre los ciclos doméstico, peridoméstico y silvestre. A.Ciclo
domeéstico en relacion a la ingesta de carne cerdo-cerdo, cerdo-rata, caballo-cerdo y caballo-rata.
B.Ciclo peridoméstico por animales cercanos a la vivienda de los cerdos (perro, gato y
rata).C.Ciclo silvestre por la interaccion de los cerdos con animales salvajes que también se
consumen por el hombre (ejemplos comunes: zorro, 0so y jabali).Tomado y modificado de
Martinez-Fernandez, 1999.

México desarroll6 varias investigaciones en cerdos para la basqueda de larvas
en su mayoria por los métodos directos con algunos trabajos mediante
serologia(cuadro 12), donde destacaron las entidades federativas (Estado de
México, Zacatecas, Ciudad de México, Jalisco y Oaxaca) que reportaron cerdos
infestados con un porcentaje de positividad del 4% o menos mientras que los
estudios serolégicos se ha podido observar desde el 5% al 12%, lo que ha
hecho suponer que las infecciones en los mexicanos se dieran por una baja
carga parasitaria mientras que los grandes brotes fueron por al menos un solo

cerdo con gran numero de larvas (Tay-Zavala et al.,2004; Monroy et al., 2001).
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Cuadro 12. Investigaciones realizadas en cerdos de diversos estados de la Republica Mexicana para la busqueda

de larvas y seroprevalencia desde 1909-2006.
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Tomado y modificado de Tay-Zavala et al., 2004; Salazar-Gutiérrez, 1985; Monroy et al., 2001;

Cervantes-Vazquez, 1993; Chavez-Guajardo et al., 2006.
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En el caso del caballo aun no es claro como puede adquirir la infeccion debido a
gue es un animal herbivoro con un sistema digestivo delicado en cuanto al
consumo de alimentos que pueden generarle problemas como son cdlicos

abdominales y obstruccion intestinal (Kellam et al.,2000).

Las teorias de infeccién que se han propuesto son las siguientes, las cuales no
han sido comprobadas (se incluyen en la figura 12 inciso A. Interaccion entre los

ciclos doméstico, peridoméstico y silvestre):

e Alimentarse en praderas contaminadas con heces de cerdos o animales
salvajes infectados.

e Por alimentarse con pasturas contaminadas con restos de carne de
roedores, cerdos y otros animales carnivoros silvestres infectados con

Trichinella.

Se sabe que la transmision de la Habronemosis por los nematodos Habronema
muscae Yy Draschia megastoma en équidos a través de las moscas domésticas,
actian como hospedadores intermediarios y la infestacion es por via oral o por
via cutanea. Suponiendo que la carga de larvas en moscas carrofieras es lo
suficiente para desarrollar la infeccion, se podria considerar como alternativa en
el género Trichinella, sin embargo no hay estudios referentes a esto (Quiroz-
Romero, 2005) . Con todos estos elementos se refuerza el hecho de tener que
mejorar los controles de calidad al momento de inspeccionar la carne de caballo
en los rastros (Pozio et al., 1997).

Debido a los contados brotes por consumo de carne de caballo no se ha
considerado como fuente de transmision de Trichinella al hombre. Sin embargo
el trabajo de Yepez-Mulia y Ortega-Pierres (1994) refieren a la triquinelosis
eguina por primera vez y la necesidad de tener herramientas de diagndstico en
los rastros para la identificacion de caballos infestados, debido al brote ocurrido

en Francia en ese mismo afio, donde se presentaron siete casos de triquinelosis
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humana y se vincul6 por el consumo de carne de caballo procedente de México.
Se cree gue algunos de estos equinos pudieron tener cargas parasitarias bajas
por lo cual no se detectaron mediante los métodos directos establecidos en los
rastros, hasta el momento se tiene como referencia que la prevalencia de
caballos infectados es del 0.001% (Dupouy et al., 1994; Boireau et al., 2000;
Pozio y Zarlenga, 2005).

Con respecto al tejido de importancia donde se aloja T. spiralis se ha visto que
la presencia de las LM (figura 13) son: lengua, maseteros, musculo trapecio,
diafragma y muasculo supraespinoso, hay que aclarar que la invasion de las LM
es en todo el tejido muscular (Arriaga-Diaz et al., 1995). El niumero de LM en T.
murelli disminuye alrededor de las 20 a 40 semanas p.i., mientras que en T.
spiralis sucede después de las 52 semanas p.i. sugiriéndose la susceptibilidad
del caballo a la especie T. spiralis (Soulé et al., 1989).

Musculo trapecio

Diafragma

Musculo
masetero

Musculo
supraespinoso

Figura 13. Esquema de los sitios de preferencia de la LM en musculo del caballo. Se sefiala
mediante un circulo los tejidos en cabeza (lengua y maseteros), torso (musculo trapecio y
diafragma) y extremidades (mulsculo supraespinoso).Tomado y modificado de

lomania.hupont.hu/69/testfelepites.
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Se tiene registro de manera experimental sobre la reproduccion de la infeccion
en caballos, demostrando que son susceptibles a la infeccion con diferentes
especies del género Trichinella (T. spiralis, T. nativa, T. nelsoni y T5); donde T.
spiralis fue la mas infectiva, siendo utilizadas entre 5 hasta 70 mil LM para
producir la infeccién, y cabe mencionar que durante dicha infeccibn no se
observaron signos clinicos aparentes (Arriaga-Diaz et al., 1996; Pozio et al.,
1997; Pozio et al., 1999). Los estudios seroldgicos (ELISA, Western blot y
Inmunofluorescencia Indirecta) mostraron anticuerpos especificos hasta las 3-6
semanas p.i. y disminuyeron después de las 20 semanas p.i. incluso con dosis
altas de 50,000 LM no se detectaron anticuerpos después de las 25 semanas
p.i. (Soulé et al., 1993; Yépez-Mulia et al., 1999) lo cual indicaba que los
métodos indirectos no podian usarse de manera rutinaria para certificar carne de
caballo libre de Trichinella dada la dependencia de los niveles de anticuerpos
con la carga parasitaria y la eosinofilia fue variable entre los animales estudiados
(Boireau et al., 2000).

Los paises que desarrollaron proyectos enfocados a la prevalencia y
localizacion de caballos infectados son: Francia, Italia, Polonia, Suiza, Bélgica,
Rumania, Serbia, Finlandia, Islandia, Grecia, EEUU, Canada (cuadro 14) y
México (cuadros 13), la gran mayoria empleando como prueba basica la
digestion, complementandole mediante pruebas serolégicas como el ELISA y el
WB hasta la biologia molecular con la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

Cuadro 13.Frecuencia de positividad en caballos infectados por Trichinella spiralis en México mediante técnicas
de digestion, serologia y biologia molecular.

Pais México (Localidad) # caballos (obtencion) Afio Método Frecuencia + (%) Referencias
EdoMéx 80(Mpal.) 1995 Digestion 4/80(5) Arriaga et al., 1995.
. ELISA 10/147(7) Yepez-Mulia et al.,
EdoMéx 147(Mpal.) 4 (Exp.) 1999 WE (en 13/151) S/13
80(Mpal) Digestion 0/80 y 0/90
EdoMex 90(TIF*2 SLP.ILVER]) | 5001 ELISA 14/80(17) y 6/90 (7) Viveros et al., 2001.
PCR 11/80(14) y 2/90(2)
EdoMéx 70(TIF.) 2005 Digesti6n 1/70(1.42) y 1/80 (1.25)
80(Mpal.) PCR 3/70(4.28) y 3/80(3.75) Jimenez et al., 2005
) - 0/100 ambos rastros
& Di
EdoMex 100(Mpal.) 100(TIF) 2007 igestion
PCR 22/100 (22) y 11/100(11)
*2 SLP 11 VER PCR muiltiple 0 Uribe-Gutiérrez.2007
Abreviaturas: Rastros: Mpal. (Municipal) y TIF (Tipo inspeccion Federal). SLP (San Luis Potosi) y VER (Veracruz).Empleo de muestras ya trabajadas en PCR de punto final (*)
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Cuadro 14.Frecuencia de positividad en caballos infectados por Trichinella spiralis de diferentes
paises mediante técnicas de digestion, serologia y biologia molecular.

Frecuencia +

Pais # caballos (obtencién) Afio Método (%) Referencias
Francia 59,600 (TIF) 1996-1999 | Digestion | 2 (0.07/1000) | Boireau (Rpte. pers.)

. Digestion 0 ) i
Polonia 13,523 (TIF) 1994 ELISA 72 (0.53) RamlszlaL;§4Ballcka,
Polonia 500,000(TIF) 1984-1994 | Digestion 0
Bélgica 1,577 (TIF) 1986-1991 Digestion 0 Borchgrave et al., 1991

9 40,164 (TIF) 1997-1998 9 Geerts (Rpte. Pers.)
. . - . |Celano et al.,1996; Pozio
Italia 600,000 (TIF) 1996-1999 | Digestion | 3 (Muy bajo) etal. 1999
. Digestion
Suiza 106 (TIF) 1993 ELISA 0 Jakob et al., 1994
EEUU 60,696 (TIF) 1996-1999 | Digestion 0 Gamble (Rpte. Pers.)
Canada 315,000 (TIF) 1995-1999 [ Digestion 0 Gajadhar (Rpte. Pers.)

. WB 185(3.5) Sofronic-Milosavljevic et
Rumania 5,267 (TIF) 2001 ELISA 0 al., 2001
Rumania 3000 (TIF) 2001 ELISA 0 Blaga et al., 2009

2992 (TIF) 2002
0.56
Finlandia 30,282 (TIF) 1990-2003 | Digestion 0 Ovainne,2005
. IFA 1/39(2.5)
Mpal. 2004 Murrell et al., 2004
Serbia 39 (Mpal.) 00 ELISA 2139(3.6) urrell et a
Infeccion
Polonia 2/18 (Exn a Italia) 2008 PCR mixta: Liciardi et al., 2009
80 T. britovi "
20 T. spiralis
Islandia 1,600 (TIF) 1998-2008 | Digestién 0 Skirnisson et. al., 2010
Grecia 773 (TIF) 2007-2008 ELISA 1(0.1) Kouam et al., 2010

Tomado y modificado de Boireau et al., 2000.Abreviaturas: Rastro Mpal. (Municipal) y TIF (Tipo
inspeccién Federal).

Desde 1984 - 2008 la mayoria de reportes que se realizaron mediante digestion

artificial con una prevalencia de 0.0 - 0.7% con un intervalo de 1600 - 600,000

animales muestreados en todos los paises mencionados excepto en México

donde Arriaga-Diaz et al. (1995) obtuvieron una prevalencia del 5% a partir de

80 caballos.

Aun con las consideraciones mencionadas sobre la presencia de anticuerpos en

estos animales, se evaluaron muestras de suero, México utilizé caballos de un

rastro TIF del Estado de México y Rumania utilizd caballos que llegaron de la

inspeccion de carne en lItalia revisada entre 1996-2001 mediante las técnicas de
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ELISA y Western blot donde su frecuencia de positividad se encontré en un
intervalo de 0.53 — 7% (ELISA) y 3.5 al 7% (WB). Yepez-Mulia (1999) empled
147 muestras de suero con las condiciones de dilucion para ELISA (suero 1:400,
conjugado anti caballo IgG 1:10,000 ) y WB (suero 1:100 , conjugado anti caballo
IgG 1:3000) , mientras Sofronic-Milosavljevic et al., (2001) con 5,267 muestras
de suero a una dilucion de 1:50, utilizé6 dos conjugados Proteina A y Proteina G
gue se pudo apreciar un mejor reconocimiento de las bandas de 45,49 y 55 kDa

con el segundo conjugado.

Viveros et al., (2001) plantearon en México otra estrategia a partir de lo visto
previamente por Yepez-Mulia (1999), incluyendo la PCR en vez del WB e
incrementando el nimero de caballos muestreados provenientes de dos rastros
del Estado de México, uno municipal( aquel que no esta certificado) y otro
federal ( con certifcacion TIF) siendo 170 muestras de las cuales se identifico la
procedencia de 13 (2 de San Luis Potosi y 11 de Veracruz) y el resto se
siguieron las condiciones del ELISA mencionadas por Yepez-Mulia et al.,(1999)
con la diferencia de emplear una dilucion de suero a 1:20 y compard los
resultados con digestion artificial, ELISA y PCR sencillo. La digestion no tuvo
presencia de LM, el ELISA tuvo una frecuencia de positividad del 17% (rastro
municipal) y 7% (rastro federal); por ultimo la condiciébn para obtener un
resultado positivo en la PCR fue por la amplificacion de las bandas de 600 a 800
pb (pares de bases) en las muestras de tejido equino con una prevalencia del 15
y 2% respectivamente, tomando en cuenta que las muestras de San Luis Potosi
y Veracruz fueron positivas en la PCR. Tiempo después el trabajo de Jiménez-
Cardoso et al., (2005) emple6 solamente la digestion y el PCR con 150
muestras de caballo provenientes de dos rastros rural y federal, la presencia de
larvas fue en su mayoria de los maseteros con una frecuencia de 1.42% en el
rastro rural mientras el rastro federal obtuvo 1.25%, la PCR fue 4.28 (rastro

municipal) y 3.75% (rastro federal).
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Uribe-Gutiérrez (2007) implementé mediante digestion, PCR y PCR mudltiple la
evaluacion de 200 caballos de dos rastros ( 5 de Junio y Rio Frio) del Estado de
México y las mismas muestras que utilizo Jiménez-Cardoso (3 de San Luis
Potosi y 12 de Veracruz) para observar si habia variabilidad genética al usar otro
tipo de marcadores, el resultado fue negativo para la digestion y entre 11 a 22%
de positivos en PCR sencilla pero negativo en la PCR multiple donde explica que
este Ultimo se ha realizado con DNA de LM purificadas y no con tejido de
animales infectados ya que al parecer el tejido muscular del caballo resta
sensibilidad al ensayo, siendo algunos factores como la interaccion entre los
iniciadores dado que emplea mas de dos como en un PCR sencillo o bien por la
concentracion limitada de enzima y nucleétidos al momento de realizar la

reaccion de amplificacion (Uribe-Gutiérrez, 2007).
1.11.2.2 Hospedadores sinantropicos

La asociacion de los roedores principalmente la rata con la epidemiologia de
diferentes patogenos, de los cuales actuan como reservorios, se ve favorecido
porque constituye el grupo mas numeroso dentro de los mamiferos y por su
capacidad de colonizar exitosamente todos los habitat utilizados por el hombre
(Moreno-Garcia et al., 2007), ya que se extiende por ejemplo a granjas de
cerdos y vertederos de basura. Dicho papel fue propuesto en el siglo XIX por
Leuckart como la “teoria de las ratas”, por otra parte Zenker (1871) sugirié que la
infeccién en cerdos es mas un marcador de la infeccién en estos debido a que la
fuente de infeccion de ambos animales eran los desperdicios y restos de

cadaveres de cerdo (Pozio y Zarlenga, 2005).

La situacion establecida para el ciclo peridoméstico (figura 12 inciso B) donde
intervienen perros y gatos puede ser no solo por el consumo de desechos
alimenticios del hombre sino que pueden alimentarse de carne de otros animales
como son los roedores ya sea por encontrarse en via publica o en basureros
(Berumen et al., 2002).
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En las ratas alrededor de granjas peleteras se han comprobado infestaciones de
hasta el 75%, aunque lo reportado en carnicerias y restaurantes americanos ha
llegado a ser entre 0.7 al 7.8%, mientras lo reportado por Moreno-Garcia et al.
(2007) en un basurero municipal del estado de Zacatecas arrojo una prevalencia
del 3%. Por lo tanto el impacto epidemiolégico de la rata para mantener la
infeccién entre los cerdos (inadecuadamente alimentados) y los hospedadores
sinantropicos (perro y gato) ha dependido del sistema de control ante plagas
mediante pesticidas, los cuales vuelven a las ratas presas faciles para su
consumo, aunque la relaciébn de prevalencia de ratas infestadas no llega a
sobrepasar el 0.9% y en los gatos alrededor del 15% (Cervantes-Vazquez, 1993;
Barr-Richarson, 2006; Dupouy et al., 2007).

En perros por otra parte han llegado a observarse prevalencias entre el 4.3 al
8.7% en poblaciones caninas de Europa mientras que en México lo ultimo
reportado fue por Berumen et al.(2002) con una prevalencia del 5.82% estando
este resultado en la media ante el intervalo mencionado y solo se ha llegado a
un valor alto en 1975 con 37,000 perros evaluados mediante digestion y
pruebas serologicas donde el 21% provenian de China, hay que destacar que
este animal ha provocado brotes en humanos precisamente en China al igual
qgue Korea, Tailandia, Suiza, Eslovaquia y Rusia (Gémez-Morales et al., 2016).

1.11.2.3 Hospedadores de vida silvestre.

El desarrollo del ciclo silvestre (figura 12 inciso C) esté ligado con el predominio
a la depredacién, canibalismo y costumbres carrofieras por parte de las especies
carnivoras y omnivoras pero el ser humano puede influr en este
comportamiento debido al uso de carne infestada empleada para atraer a los
animales en la caceria, tomando en cuenta que la distribuciéon de todas las
especies asociadas al ciclo silvestre se encuentran en regiones templadas y
tropicales y en las regiones articas y subarticas no sobrevive en una canal
congelada. La interaccion de los animales silvestres se presenta cuando el

hombre o el cerdo ingieren carne de estos de manera cotidiana como se ha visto
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en grandes brotes provocados por consumo de carne de jabali debida a la alta
demanda por el crecimiento de la poblacibn humana como consecuencia ha
generado una relacién de casos del 55% recientemente en Europa, Asia y Norte
y Sur de América (Meng et al., 2009; Pozio, 2015). Por otro lado la ingesta de
carne de oso ha tenido un impacto en el hombre de por lo menos el 5% de
brotes humanos dado la caza de oso negro, grizzli y polar por la caceria en

Norteamérica y Alaska (Bruschi y Dupouy, 2014).

Y por ultimo el consumo de la carne proveniente de los hospedadores silvestres
por parte del hombre solo ha llegado a impactar en un 1% a nivel mundial,
siendo principalmente paises como Estados Unidos, Rusia, Korea, Canada,
Taiwan, Senegal y Algeria al consumir carne de morsa, tejon, puma, chacal y
tortuga (Jeong et al., 2015).

1.12 Situacién actual de la produccidn carnica equina

El caballo se ha faenado a partir de animales de descarte, generalmente
deportivos o de carga al final de su vida productiva, o animales con problemas

de salud, siendo el de carga exportado a otros paises (Fabregas, 2002).

El empleo de la carne de caballo tanto en México como el resto de América
Latina ha sido como alimento para animales domeésticos o bien para animales
carnivoros en cautiverio. Sin embargo se ha descrito la elaboracion de diferentes
embutidos como: chorizo, longaniza, jamén y carne para hamburguesas
(Almaraz et al., 1995). Por tal motivo el consumo de esta carne se ha
incrementado en los ultimos afos, principalmente en el abasto por su bajo costo
y beneficios en relacion con la carne de res (Almaraz et al., 1995; Arriaga-Diaz
et al. 1996; Ortega-Pierres et al. 2000).

Los paises con mayor consumo de carne de caballo son Francia e lItalia siendo
este ultimo el mayor consumidor con 1.3 Kg/persona/afio, representando asi su

consumo en la poblacién de un 11%. Debido a la aparicion de la encefalitis
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espongiforme bovina (BSE) en la década de los 90°s, la carne de caballo
intervino en la produccion a nivel nacional de Italia por lo cual se incremento en
un 38% la importacion entre los afios 2000 a 2001, mientras que Francia fue
considerado un pais que podia sustentar la demanda interna de carne de caballo
en un 32% dejando asi el resto al proveedores externos como fue Polonia a
finales de los 90s (Catelli, 2004).

Se sabe que la produccion mundial de carne equina hasta el periodo de 1993-
2014 ascendio a 738,073.55 toneladas limpias, de las cuales el 41% fue del
continente Asiatico, 31% Ameérica, 22.5% Europa, 3.4% Oceania y solo el 2% de
Africa. Los diez principales productores son China, México, Kazajstan, Rusia,
Argentina, Italia, Mongolia, Estados Unidos, Australia y Canada (figura 14A),
siendo nuestro pais el segundo con una producciéon de 81,768.55 toneladas que
equivalen al 11.07% (Faostat, 2015).

Lista de paises consumidores de Carne de Caballo

Europa: Ameérica:
Francia Argentina
Italia Meéxico
Alemania Canada
Bélgica Chile

. 16867255 Suiza Colombia

Escocia Cuba

I Asia:Chi::isesBaiOS

Kazajstan

China México Kazajstén Rusia Argentina Italia Mongolia EEUU  Australia  Canada Indc‘mesla
° Japon

Figura 14. Produccion de los 10 principales productores de carne de caballo a nivel
internacional y sus principales consumidores. A. Grafico de toneladas promedio acumuladas
por los 10 productores de carne de caballo, donde México ocupa el segundo puesto con
81.768.55 toneladas. B. Lista de los paises consumidores de carne de caballo donde figuran los
tres primeros paises de cada continente Francia, Italia y Alemania (Europa); Argentina, México y
Canada (América) y China, Kazajstdn e Indonesia (Asia). Tomado y modificado de

http://www.fao.org/faostat/es/?#data/QL/visualize.
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La produccion de carne de caballo en distintos paises de Europa se ha
presentado como una alternativa mas, dentro de las carnes de abasto y uso de
espacio a diferencia de otras especies. El consumo de esta carne en el mundo
(figura 14B) esta centrado en algunos paises de Europa; principalmente Francia,
Italia, Paises Bajos, Bélgica y fuera de Europa la demanda esta presente en
Japon, Chile, Colombia y Cuba como una alternativa valida para la alimentacion,
con cortes semejantes al del vacuno tanto como carne fresca 0 manufacturada
(Catelli, 2004; Corradi et al., 2005; SAGARPA, 2007). En México la produccion
para carne como actividad primaria o secundaria no existe y no se cuenta con un
padrén de productores de équidos ex profeso para producir carne de équido
para consumo humano pero en caso de requerir para materia prima se recurre a

la importacién de ganado equino de los Estados Unidos (SAGARPA,2012).
2. Justificacion

La triquinelosis es una zoonosis epidémica de origen alimentario y de
distribucion mundial. La triquinelosis se transmite por el consumo de carne cruda
o insuficientemente cocida que alberga a la LM. En México y en muchos otros
paises la principal fuente de infeccion es la carne de cerdo; sin embargo, no se
descarta el consumo de jabali, oso y cualquier otro animal que se considere
como producto de caza. En muchos paises europeos el consumo de carne de
caballo se hace de manera regular y la carne de origen latinoamericano es
apreciada, particularmente la que se exporta de México. Aunque existen normas
y rastros con reglamentacion para la inspeccion y exportacion de carne de
caballo libre de patégenos, aln se desconoce cual es la prevalencia y
distribucion de Trichinella en los equinos mexicanos. La mayoria de los equinos,
se usan primero como animales de trabajo y al final de su vida productiva se
destinan a otros fines como carne de consumo y sus derivados para animales y
seres humanos. Se han llevado a cabo varios estudios epidemiologicos para
determinar la prevalencia de este parasito, tomando como punto de partida los
rastros tecnificados y de traspatio existentes en el Estado de México, la mayoria

de los reportes indican una prevalencia menor al 5%.
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En otros paises (Francia, Italia, Argentina, Rusia, Rumania, Croacia, China,
Lituania y Serbia) la prevalencia de triquinelosis equina es de menos del
0.001%.

La triquinoscopia y la digestion artificial son las técnicas de eleccién para
obtener los datos de prevalencia; sin embargo, su utilidad diagnéstica se ve
limitada por su capacidad de deteccion de 1 LM por cada 10 g de carne, lo cual
quiere decir que cargas parasitarias menores no son detectables. Estas técnicas
tampoco son capaces de detectar parasitosis con menos de un mes de
infeccion. La determinacion de anticuerpos ha demostrado ser una herramienta
atil en estudios epidemiolégicos debido a la versatilidad de las técnicas
inmunoenzimaticas (ELISA, IFl, WB) y a la confiabilidad de los productos de
excrecion y secrecion de la LM que se utilizan como antigeno. Por WB, los
sueros de pacientes y animales infectados reconocen un triplete de 45, 49 y 55
kDa, que se reconoce como criterio diagnéstico.

De esta manera, en este trabajo se buscaron anticuerpos contra Trichinella en
sueros de caballos obtenidos de tres rastros de concentracion ubicados en los
Estados de Meéxico, Jalisco y Veracruz. Adicionalmente, conociendo las
limitaciones del WB en cuanto a tiempo y proceso de ejecucion, se evaluo la

capacidad diagnostica de un Dot-ELISA.
3. Objetivo

Determinar la presencia de anticuerpos contra los productos de excrecion y
secrecion de la larva muscular de Trichinella spiralis en caballos faenados en

tres rastros municipales de los Estados de México, Veracruz y Jalisco.
3.1 Objetivos particulares

1. Obtener larvas musculares de Trichinella spiralis a partir de ratas de la
cepa Wistar infestadas experimentalmente y preparar los productos de

excrecion y secrecion.
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Seleccionar 300 muestras de suero de caballo del banco de sueros del
laboratorio de Inmunoparasitologia del INDRE. Se seleccionaron 100
muestras por rastro, (Estado de México, Jalisco y Veracruz).

Determinar la presencia de anticuerpos contra Trichinella en las muestras
de suero de equino por inmunoelectrotransferencia.

Instrumentar un Dot-ELISA y determinar la presencia de anticuerpos contra
Trichinella en el suero de caballo.

Determinar el valor diagnostico del Dot-ELISA con respecto a la

inmunoelectrotransferencia.

4. Disefio experimental

300 sueros de caballos Propagacion de la cepa de
procedentes  de  los T. spiralis en rata Wistar
estados de

MeExico(n=100], lalisco ﬂ

(n=100) ¥ eracruz

(n=100) pigestin_‘un artificial del

musculo esqueléticopara
liberacion delas larvas

musculares.

4

Obtencion de los Productos de
Excrecion/Secrecion.

e

Anadlisiz de las muestras de caballo por Western Blot

- -

Estandarizacion del inmunopunto

{4

Anadlizis de |la prevalenciay concordancia de los resultados
obtenidos
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5. Materiales y métodos
5.1 Material Bioldgico
5.1.1 Animales de experimentacion

Se emplearon ratas Wistar de ambos sexos de 6 semanas de edad, libres de
patbgenos para mantenimiento de la cepa y obtencion de larvas musculares

necesarios para los productos de excrecion y secrecion.
5.1.2 Parésito

Se utilizé la cepa MSUS/MEX/91/CM-9 de Trichinella spiralis, mantenida en
ratas Wistar en el bioterio del Instituto de Diagnéstico y Referencia

Epidemiolégico (INDRE) de la Secretaria de Salud.
5.1.3 Muestras

Se evaluaron 300 muestras de sueros de caballos distribuidas en 100 muestras
por estado de la republica (Estado de México, Jalisco y Veracruz), obtenidas por
oportunidad en los rastros y almacenadas en el banco de muestras del

Laboratorio de Inmunoparasitologia del INDRE.

Ademés, para la implementacion del inmunopunto, se emplearon muestras
séricas hiperinmunes contra Trichinella obtenidas en rata, raton y cerdo. Las

muestras también fueron provenientes del mismo banco de muestras.
5.2 Reactivos y equipos por inmunoensayo

5.2.1 Propagacion de cepa, obtencion y conservacion de Productos de

Excreciéon/ Secrecion
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Anestésico inyectable de uso veterinario Zoletil 50 con Tiletamina 25mg y
Zolacepam 25mg (Virbac, Colombia).

Solucién de pepsina (Sigma-Aldrich, EEUU) de mucosa gastrica de cerdo
al 1%

Acido clorhidrico concentrado (Merck; Darmstadt, Alemania).

Solucién amortiguadora de fosfatos (siglas en inglés PBS) 0.01M a pH 7.2.

Soluciones de dextrosa (J.T. Baker, México) para gradiente trifasico (20, 40
y 80%).

Solucién medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EEUU). Solutos:
nitrato de calcio 4-H,O (0.1g/L), sulfato de magnesio anhidro (0.048g/L),
cloruro de potasio (0.4g/L), bicarbonato de sodio (2g/L), cloruro de sodio
(6g/L) y fosfato de sodio dibasico anhidro (0.8g/L); adicionado con 100U/mL
de Penicilina (Gibco; Naucalpan, México) y 100ug/mL de Estreptomicina
(Agrovet; Los Reyes Acaquilpan, México).

Caja de cultivo de 50 mL (Corning; New York, EEUU).

Solucién de N-alfa-tosil-lisina-clorometilcetona (TLCK) a 1mg/mL. (Sigma-
Aldrich; St. Louis, EEUU).

Solucién  de N-tosil-L-fenilanina-clorometilcetona (TPCK) a 1mg/mL.
(Sigma-Aldrich; Manheim, Alemania).

Solucién de fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) al 0.06% (Sigma-Aldrich;
Toluca, México).

Solucién de sal sédica de p-hidroximercuribenzoato (PHMB) al 0.04%
(Sigma-Aldrich; Toluca, México).

Solucién de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 M. (Invitrogen,
EEUU).

Parrilla eléctrica con agitacion magnética (Thermo Scientific, modelo
SP131325).

Centrifuga clinica rango de velocidad 500 a 5000 rpm.

Microscopio de campo claro con aumentos de 10 a 100x.

Picadora de carne (Mulinex, modelo Type643)
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o Estufa de incubacion rango de temperatura +5° a 75°C.

o Cabina de bioseguridad (Lab Conco, modelo Logic class II).
5.2.2 Cuantificacion de productos de excrecién/secrecion

o Agua bidestilada.

o Reactivo de Bradford (Bio-rad, EEUU).

o Placa de 96 pozos de fondo plano (Costar Corning; New York,EEUU )

. Estandar de Albumina suero bovino Albumina fraccion V concentracion de
2.0mg/mL en 0.9% de solucion salina (Pierce; Rockford lllinois, EEUU).

o Lector de microplacas para absorbancia (Tecan, modelo Sunrise).
5.2.3 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

e Agua bidestilada.

e Solucién de acrilamida/bis-acrilamida (acrilamida al 30% y bis-acrilamida
al 0.8%).

e Solucion amortiguadora de gel separador Tris-Base 2M a pH 8.8

e Solucién amortiguadora de gel concentrador Tris-HCI 0.5M a pH 6.8

e Solucion de Lauril sulfato sulfato de sodio (SDS) al 10%

e Solucién de Persulfato de amonio al 10%

e Reactivo N,N,N"N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) al 99%

e Solucién amortiguadora de electroforesis de Tris-Glicina 5x y SDS al 10%,
pH 8.3

e Solucion de Azul de bromofenol al 0.05%

e Reactivo 2 mercaptoetanol al 98% (Sigma, EEUU).

e Solucién de Azul de Coomasie al 0.06%

e Solucién decolorante (metanol-acético-agua)

e Equipo de electroforesis para mini geles (Bio-rad, modelo mini Protean Il).

e Proteinas estandar conocidas: B-Galactosidasa (116 kDa), Albumina
sérica bovina (66kDa), Albumina de huevo (45kDa) y Anhidrasa carbdnica

(29 kDa). (Sigma; St. Louis, EEUU).
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e Fuente de poder (Bio-rad, modelo 200/2.0 Power Suply).
5.2.4 Método de inmunoelectrotransferencia o Western blot

o Agua bidestilada.

o Solucién de acrilamida/bis-acrilamida (acrilamida al 30% y bis-acrilamida al
0.8%).

o Solucién amortiguadora de gel separador Tris-Base 2M a pH 8.8

o Solucién amortiguadora de gel concentrador Tris-HCI 0.5M a pH 6.8

o Solucién de Lauril sulfato de sodio (SDS) al 10%

. Solucion de Persulfato de amonio al 10%

o Reactivo N,N,N"N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) al 99%

o Solucién amortiguadora de electroforesis Tris-Glicina 5x y SDS al 10%, pH
8.3

. Solucion de Azul de bromofenol al 0.05%

o Reactivo 2 mercaptoetanol al 98% (Sigma, EEUU).

o Equipo de electroforesis para mini geles (Bio-rad, modelo mini Protean II).

. Solucion amortiguadora de Transferencia Tris 0.025M, Glicina 0.125M, pH
8.3 Metanol al 20%

o Proteinas estandar conocidas: B-Galactosidasa (116 kDa), Albumina sérica
bovina (66kDa), Albumina de huevo (45kDa) y Anhidrasa carbénica (29
kDa). (Sigma; St. Louis, EEUU).

o Fuente de poder (Bio-rad, modelo 200/2.0 Power Suply).

o Solucién de Rojo de Ponceau al 0.2%

. Solucion de leche descremada al 2.5%

o Solucion amortiguadora de fosfatos 0.01M con Tween 20 (siglas en inglés
PBS-Tween) al 0.3%.

o Reactivo Conjugado Proteina A peroxidasa a 2mg/mL (GeneTex, EEUU).

o Solucion de sustrato de diaminobencidina 7.5mg/mL con peréxido de
hidrégeno al 30%

o Equipo para transferencia (Bio-rad, modelo mini trans blot cell).
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o Membrana de nitrocelulosa de poro 0.2um (Schleicher & Schuell, EEUU).
o Agitador orbital de placas (Thermo Scientific, modelo Max Q4310).

5.2.5 Técnica de Inmunopunto o Dot-ELISA

. Solucion de leche descremada al 2.5%.

o Solucién amortiguadora de fosfatos 0.01M con Tween 20 (siglas en inglés
PBS-Tween) al 0.3%.

o Conjugado Proteina A peroxidasa a 2mg/mL (GeneTex, EEUU).

o Conjugado Anti Cerdo peroxidasa a 2mg/mL (Sigma-Aldrich, EEUU).

o Conjugado anti Rata peroxidasa a 2mg/mL (Sigma-Aldrich, EEUU).

o Solucién de sustrato de diaminobencidina 7.5mg/mL con peréxido de
hidrégeno al 30%

o Agua bidestilada.

o Estufa de incubacion rango de temperatura +5° a 75°C.

. Placa de 24 pozos con fondo plano (Corning; New York, EEUU )
o Agitador orbital de placas (Thermo Scientific, modelo Max Q4310).
o Membrana de nitrocelulosa de poro 0.2um (Schleicher & Schuell, EEUU).

5.3 Propagacioén de la cepa de Trichinella spiralis

La cepa MSUS/MEX/91/CM-9 de Trichinella spiralis se propagé en ratas de la
cepa Wistar. Las ratas se emplearon cuando estaban infectadas con al menos
30 dias. Para propagar la cepa, a cada rata se le administraron 25 LM por gramo
de peso corporal por via oral. Para obtener las LM (figura 15), a cada rata
infestada se le administré una dosis de 2mg/kg de peso del anestésico Zoletil 50
(Virbac, Colombia) por via intramuscular para producir la eutanasia en el animal.
Posteriormente se realizd la necropsia retirando extremidades, cabeza, piel,
remocion de visceras y grasa (evisceracion) solo se conservo el musculo del
canal, diafragma, maceteros y lengua (figuras 15.1 y 15.2). Con el tejido

muscular del diafragma se realiz6 una observacién al microscopio como se
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describe en la seccién 1.8.1 del diagndstico directo para evidenciar la presencia

de las larvas encapsuladas en el musculo (figura 15.3).

Toda la carne, incluida las muestras para observacién al microscopio, fueron
trituradas en una picadora de carne (Mulinex, Type643) y se colocé en una
solucién de acido clorhidrico mas pepsina géastrica de mucosa de cerdo al
1%(jugo géstrico) en una proporcién de 100 mL de solucion por 10 g de carne
picada, durante 4 horas a 37°C en agitacion constante, permitiendo la
disgregacion de la carne y la liberacion de las larvas musculares (figuras 15.4 y
15.5).

Al finalizar la digestion artificial se montd el sistema de recuperacion de LM el
cual consistiéo en un embudo de separacion colocado en un soporte universal y
se uso como filtro un cuadro de gasa doblado en cuatro partes para tener una
malla con apertura de 2mm cuya finalidad fue retener los restos no digeridos
mientras la solucion acida quedo en el embudo, dejandose reposar alrededor de
1 hora para la formacion de un boton color rosado de larvas el cual fue
recuperado en tubos coénicos de 15 mL para su centrifugacion a 3500 rpm por 2
minutos y se realizaron 3 lavadas con una solucion de amortiguamiento de
fosfatos (PBS), ademas se retir0 mediante aspiracion con pipeta Pasteur los
detritos que se caracterizan por ser restos de tejido de color café que no fueron
digeridos y pueden estar en la parte superior o en el interior del boton de larvas
(figura 15.6).

Para conocer la cantidad de larvas presentes en la suspension, se tomaron 3
alicuotas de 10 pL con el botén homogenizado mediante agitacion manual, cada
una colocandose en un solo portaobjetos, observandose a 10 aumentos y se
contd el nimero de larvas musculares en cada gota obteniendo el promedio y

dividiendo entre el volumen total (figura 15.7).
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Esta actividad es importante tanto para realizar la dosificacion en la infestacion
en animales de experimentacion como en la cantidad de medio de cultivo para la

obtencion de los productos de excrecion y secrecion.

Se administro por via oral la cantidad de larvas en relacién al peso del animal
siendo la referencia que para infectar una rata adulta se necesitan 7000 larvas,
esperando 30 dias para completar el ciclo de vida en el hospedador (figura
15.8).

Propagacion de cepa

EUtanaSia Y -

Evisceracion

Limpieza de la canal y

@ Obtencién de diafragma picado de la carne
lengua y maseteros

@Triquinoscopia al diafragma

Carne en una solucién acida con pepsina % 3 2 Ape
pep Vista al microscopio con objetivo 10x

A 37°C en agitacion constante

Dosificacion por via oral e
infeccion alrededor de 30
dias

Recuperacion de LM por
sedimentacion en embudo

i Observacion y conteo al microscopio
de separacion Y P

Objetivo 10x

Figura 15. Diagrama de flujo de la propagacidn de la cepa. 15.1 Se eutanasia las ratas y se
remueven extremidades, cola, cabeza; posteriormente se eviscera. 15.2 Se separan del resto de
la canal el diafragma, lengua y maseteros. 15.3 Limpieza de la canal con agua a chorro y se
tritur6 en el picador de carne. 15.4 Triquinoscopia del diafragma para observar grado de
infestacion muscular. 15.5 Montaje del sistema de digestion artificial con la carne picada. 15.6
Montaje de sistema de recuperacién con malla de 2mm. 15.7 Conteo en microscopio para
conocer numero de LM y ajustar la dosis. 15.8. Dosificacién por via oral de 7700 LM en ratas

Wistar para produccion de antigeno.
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5.4 Obtencién de los productos de excrecién y secrecién en la LM de

T.spiralis

A partir de las larvas musculares obtenidas de ratas (figura 16), se realizaron
cinco lavados con PBS y en cada uno se centrifugé a 3,500 rpm durante 5
minutos (figura 16.2) y se removieron los detritos presentes (figura 16.1). Las
larvas se colocaron en un gradiente trifasico de dextrosa (20, 40 y 80%),
montado en una probeta de 50 mL para retirar el restos de detritos y larvas
muertas que pudieran encontrarse en el boton durante 30 minutos en reposo,
terminado ese tiempo, se recuperaron las larvas presentes en la interfase de 20
y 40% usando una pipeta Pasteur, para colocar el volumen de larvas y solucion
de dextrosa en un tubo conico con la finalidad de volver a hacer lavados
mencionados anteriormente tomando en cuenta la agitacion manual previo a la
centrifugacién debido a que la dextrosa se mantuvo adherida a las larvas y no
formaria el boton al momento de la centrifugacion (figura 16.3).

Se realiz6 el conteo de larvas previamente mencionado (figura 11.4) y se
realizaron 5 lavados con PBS estéril con antibioticos en una relacion de 500
U/mL de penicilina y 500 ug/mL de estreptomicina por litro de PBS y se continuo
con 2 lavados con medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EEUU), cada
lavado tuvo 3 minutos de centrifugacién a 3,500rpm. Finalmente, las larvas se
colocaron en un frasco de cultivo (Costar Corning; New York, EEUU) con el
medio RPMI 1640 en una relacién de 10,000LM por cada 0.200mL a 37°C con
una atmosfera de CO; al 5% (figura 11.5) durante intervalos de 48 horas, siendo
recuperado el sobrenadante, cambiandose por medio de cultivo nuevo (figura
16.6).

El volumen que se obtuvo entre cada colecta se preservé a congelaciéon a -20°C
y posteriormente a -70°C hasta su uso. Antes de afadir los inhibidores
enzimaticos, N-alfa-tosil-lisina-clorometilcetona (TLCK), N-tosil-L-fenilanina-
clorometilcetona (TPCK), sal sédica de p-hidroximercuribenzoato (PHMB), fenil-

metil-sulfonil-fluoruro, (PMSF) y &acido etilendiaminotetraacético (EDTA); se
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separd una porcion de los PES para determinacion de proteinas. Los inhibidores
enzimaticos (figura 16.7) se agregaron de la siguiente manera: por cada mililitro
de antigeno se coloc6 59uL TPCK (1Img/mL en metanol), 59uL TLCK (1mg/mL
en agua), 47uL PHMB (0.04% en NaOH 2N), 7uL de PMSF (0.06% en
Isopropanol) y 5uL EDTA (1M).

IObtencién de Productos de Excrecién/ Secrecién

ey

Conservaclon atemp. -20°C Y postenor a
Obtencién de LM por 40'C con inhibidores enzimaticos.
digestion enzimatica
A T——
' Q Centnfugar a 3500rpm

Recuperacién del sobrenadante

cada 24 o0 48 h y volver a colocar
volumen de medio.

por S min.
: 2 = @ Larvas en medio de cultivo RPMI a
Gradiente trifasico de dextrosa Conteo de larvas con aumento 37°Ccon COzal 5%
para obtencion de larvas viables 1ox para calcular la cantidad de

medio de cultivo a emplear

Figura 16.Diagrama de flujo para la obtencién de productos de excrecidn y secrecion de la
LM de Trichinella spiralis. 16.1 Recuperacién de LM mediante digestién enzimatica. 16.2 Los
lavados se hacen con centrifugacion a 3500 rpm por 5 min en todas las etapas requeridas. 16.3
Se colocaron las larvas en el gradiente trifasico de dextrosa y se recuperaron en la interfase de
20y 40%. 16.4 EIl conteo en el microscopio para calcular la cantidad de medio que se va ocupar
por el nimero de LM presentes. 16.5 Se colocan las larvas en medio de cultivo (color durazno) y
se mantienen a 37°C con atmosfera de CO; al 10% 16.6 Se recupera el sobrenadante a las 48 h
y se coloca nuevo volumen de medio de cultivo. 16.7 Conservacion de PES a -20°C y

posteriormente a -40°C al agregar inhibidores se tornan amarillos.
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5.5 Cuantificacibn y comprobacion de integridad de productos de

excrecidon y secrecion T. spiralis
5.5.1 Cuantificacion por método colorimétrico de Bradford.

Para conocer la concentracién de las proteinas antigénicas presentes en el
sobrenadante (figura 17.1), se realiz6 una cuantificacion mediante el método
colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). Se construyd la curva patrén en un
intervalo de concentracion de 0.01-0.1 mg/mL (cuadro 15) a partir de una
solucion estandar de Albumina suero bovino Albamina fraccién V concentracion
de 2.0 mg/mL (Pierce; Rockford lllinois, EEUU) que se diluyé 1:1 con agua
bidestilada (figura 17.2).

Intervalo de medida

{0.01-0.1mg/mL)
Soluciones 001 | 002 | 0.03 | 004 | 005 | 006 | 007 | 008 | 009 | 01
o ey | © _ . . . 06| 0. . . .

pL de solucion

. 10 20 30 40 50 B0 70 B0 =11] 100
estandar

pL de agua
. . 5a0 580 970 90 g50 940 530 020 510 900
bidestilada
Yolumen final
en L 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

Cuadro 15. Preparacién de la curva patron para la determinacién de proteinas.

Las muestras se prepararon en una dilucion 1:1 para un volumen final de 500uL
con PBS y se colocaron en una placa de 96 pozos de fondo plano (Costar
Corning; New York, EEUU) un volumen de 10uL de la solucion patron/solucion
muestra y 200uL del reactivo de Bradford (Bio-rad, EEUU) por duplicado, esta
relacion se realizo también para colocar el pozo Blanco y la concentracion 0 con
PBS(cuadro 16).La absorbancia se ley0o en un lector de microplacas para
absorbancia (Tecan, Sunrise ) con una longitud de onda de 595nm (figuras 17.3
y 17.4).
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2 3 4 5 6 7 8 3 10 11 12
0.01 ) 0.02 | 0.03 | 0.04 | 0.05 | 0.06 | 0.07 | 0.08 | 0.09 | 0.1 | Blanco
0.01] 002 003 | 0.04 | 0,05 0.06 | 0.07 | 010 | 0.09 | 0.1 | Blanco

L2 L3 L4

L2 L3 L4

ClE|e|l=(~

T o Mmoo m>

Cuadro 16. Esquema general de llenado de la curva patron y muestras. En azul pozos para curva
patrén y en verde pozos con las muestras de cada lote.

5.5.2 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida bajo condiciones
reductoras (SD-PAGE).

Se someti6 a las proteinas a condiciones denaturalizantes en un gel de
poliacrilamida al 12% (de la Rosa, 2012), en el cual se agrego el antigeno en
una solucion amortiguadora de muestra (EDTA, Glicerol, SDS al 10%, Tris-HCI
0.5M pH 6.8, Azul de bromofenol al 0.05%, 2-Bmercaptoetanol y agua

bidestilada) y se calenté por 10 min en bafio Maria.

Las muestras se colocaron en un gel analitico a un volumen de 8pL por carril
siendo su concentracion de 3ug en 0.5cm, se colocd un marcador de peso
molecular (Sigma, EEUU) que contenia B-Galactosidasa (116 kDa), Albumina
bovina (66 kDa), Albumina de huevo (45 kDa) y Anhidrasa carbonica (29 kDa)
para poder observar las bandas correspondientes a los pesos de 45, 49 y 55
kDa (figura 17.5). Se utilizé un equipo de eletroforesis (Bio-rad, modelo mini
Protean Il) con el corrimiento inicial a 100 volt hasta que las muestras penetraron
el gel concentrador y después se aumento el voltaje a 120 volt durante una hora
(figura 17.6) para su posterior tefiido con una solucién de azul de Coomasie al
0.06% por una noche y decolorados con una solucion de alcohol-acético-agua
(figura 17.7).
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Figura 17. Diagrama de cuantificacion y electroforesis de PES T.spiralis. 17.1 Volumen
fraccionado de antigenos para cuantificar y hacer electroforesis. 17.2 Microplaca con los
sistemas curva patron (Azul) y lotes de antigeno (Verde) por duplicado. 17.3 Empleo de lector de
microplacas a una absorbancia de 595nm. 17.4 Construccion de curva patrdn e interpolacion de
los resultados para obtener la concentracion de antigeno. 17.5 Montaje de muestras en un gel de
poliacrilamida al 12% alternando las muestras entre los carriles y agregando el marcador de
peso molecular. 17.6 Corrida a 100 volt hasta llegar al inicio del gel separador, cambio a 120 volt
por 1h. 17.7 Desmontado el gel se tifie con Azul de Coomasie al 0.06% toda la noche y se

decolora con solucién alcohol-acético-agua hasta apreciar las bandas (45,49 y 55 kDa).

5.6 Inmunoelectrotransferencia

La inmunoelectrotransferencia se llevo a cabo con ligeras modificaciones de
acuerdo al procedimiento previamente descrito por Tinoco-Velazquez et
al.(2002; figura 18); los geles se prepararon de acuerdo a las instrucciones del
fabricante de las camaras de electroforesis (Bio-rad).Se realizaron geles
preparativos de poliacrilamida al 12%, donde se separaron las proteinas de los
productos de excrecion y secrecion a una corriente de 120 volts (figura 18.1),

finalizado el procedimiento se coloc6 cada gel en un cartucho para
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transferencia(figura 18.2), el cual estaba conformado en cada extremo de una
esponja, 2 papeles filtro, un solo papel de nitrocelulosa y el gel preparativo
poniendo la corriente a 100 volts por una hora (figura 18.3). La membrana de
papel de nitrocelulosa con poro 0.2um (Schleicher & Schuell, EEUU) se colocé
en un recipiente con una solucién de blogueo de leche descremada al 2.5% en
PBS-Tween al 1% la cual estuvo en agitacion constante alrededor de una hora
a temperatura ambiente (figura 18.4) y se realizaron 3 lavados con PBS-Tween
al 0.05%, luego se cortaron tiras de 3mm de ancho y se separé el marcador de

peso molecular (figura 18.5).

A continuacion se realizé la reaccion inmunoenzimética colocando un volumen
de 500 uL de suero problema en una dilucién 1:800 en agitacion constante por
una hora (figura 18.6), lavando las tiras 3 veces por 5 minutos con PBS-Tween
al 0.05%. Se coloco el anti anticuerpo de Proteina A (GeneTex, EEUU) en un
volumen de 500 pL para cada tira en una dilucion 1:2000 y se incubd 2 horas
en agitacién constante (figura 18.7), al final se realizaron 3 lavados solo con PBS
por 5 minutos en agitacién (figura 18.8). Al final se agregé una solucion de
diaminobencidina (DAB) a 7.5mg/mL y peroxido de hidrogeno al 30% para su
posterior paro con agua bidestilada al detectarse la aparicion de las bandas en

las tiras de nitrocelulosa (figura 18.9).
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Inmunoelectrotransferencia
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Lavado final con PBS 3 veces Revelar con una solucion de DAB y H20z
en agitacion'por 5 min Parando la reaccidn con agua destilada.

Figura 18. Diagrama de flujo de la inmunoelectrotransferencia.18.1 Electroforesis de PES en
gel preparativo a 120 volt. 18.2 Construccion de cartucho de transferencia. 18.3 Cartucho en
camara de transferencia por 1h a 100 volt. 18.4 Etapa de bloqueo de la membrana de NC en
leche descremada por 1h. 18.5 Corte de tiras de 5mm y lavados con PBS-Tween al 0.3%. 18.6
Adicidn del suero e incubacion a 1h. 18.7 Adicion del conjugado e incubacién a 2 h. 18.8 Lavado
final con PBS. 18.9 Revelado con el sustrato y paro de reaccion con agua bidestilada se aprecian

las bandas en las tiras.

5.7 Inmunopunto o Dot-ELISA

Un cuadro de papel de nitrocelulosa con poro de 0.2um (Schleicher & Schuell,
EEUU) de aproximadamente de 30 x 15 cm, se sumergi6é en agua bidestilada
para posteriormente dejarlo secar en una base de vidrio con un angulo de 45°,
se empled6 una perforadora de papel para obtener circulos de un diametro de 6
mm los cuales se colocaron en un frasco color ambar sellado y mantenido a
37°C para eliminar la humedad. La técnica se realiz6 con ligeras modificaciones

como lo describe Aguilar-Figueroa et al.(2000; figura 19), se colocaron 3 puL de
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los PES mediante una micropipeta en el centro de cada circulo, luego se
colocaron en una estufa de incubaciéon a 37°C por 15 minutos(figura 19.1) para
Su posterior montaje en una placa de 24 pozos de fondo plano y se realizaron 3
lavados con un volumen de 500 pL de PBS-Tween al 0.3% en agitacion
constante a temperatura ambiente por 5 minutos, retirando el volumen entre

cada lavado (figuras 19.2 y 19.3).

El bloqueo de los sitios reactivos de la nitrocelulosa se llevé a cabo mediante la
adicion de 500 pL de leche descremada al 5% en PBS-Tween al 0.3% por pozo
en agitacion constante y temperatura ambiente por 15 minutos (figura 19.4), se
elimind el volumen de los pozos y se repitio el lavado con PBS-Tween al 0.3%.
Se colocé la solucion de muestra problema a una dilucion de 1:800 en un
volumen de 500uL dejando en agitacién constante y temperatura ambiente por
15 minutos (figura 19.5). Después de realizados los 3 lavados ya mencionados
se coloco la Proteina A (GeneTex, EEUU) a una dilucion de 1:2000 en un
volumen de 500 uL por pozo en agitacion constante y temperatura ambiente por
15 minutos(figura 19.6). Por dltimo se realizaron 3 lavados con PBS-Tween al
0.3% y 2 lavados con PBS por 5 minutos en agitacion constante y temperatura
ambiente, luego se agregd la solucién de sustrato de diaminobencidina (DAB)
7.5mg/mL con peréxido de hidrogeno al 30% (figura 19.7) que actud al menos 10
minutos hasta la aparicion de una mancha marrén en el caso de ser positiva la

reaccion y se detuvo al adicionar agua bidestilada en cada pozo (figura 19.8).
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Dot-ELISA
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Colocar 3pL de antigeno de 24 pozos
en cada circulo de nitrocelulosa
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ealizar 3 lavados con500pL 2 Lsche desciommiadta a5

de PBS-Tween al 0.3% por 5min
por cadalavado

Colocar solucion de DAB + H.O.
Pararlareaccion alos 10min con
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Adicionar 500uLde Suero probiema
3 una dilucion 1:800

Adicionar 500pL del Anti-anticuemo
Proteina Aenuna dilucion 1:2000 @
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Q respuesta con los anticuemos
presentes en el suero

Figura 19. Diagrama de flujo para la realizacion del Dot-ELISA. 19.1 Colocacion de antigeno
en circulos de NC y su fijacion a 37°C. 19.2 Montaje de circulos en placa de 24 pozos como
contenedor del volumen a emplear. 19.3 Lavados de cada etapa de la técnica. 19.4 Etapa de
bloqueo con leche descremada para prevenir uniones inespecificas. 19.5 Adicionar el suero en
una dilucién 1:800 e incubar 15 minutos a temperatura ambiente. 19.6 Adicionar el conjugado en
una dilucién 1:2000 e incubar 15 minutos a temperatura ambiente. 19.7 Se revel6 con el sustrato
y se par6 la reaccidon con agua bidestilada. 19.8 La presencia de mancha es indicativo de

reactividad con los anticuerpos contra los PES de Trichinella spiralis.
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5.8 Andlisis del estudio diagndstico
5.8.1 Frecuencia de positividad, sensibilidad y especificidad

Debido a que en los estudios de exactitud diagndstica se emplea un estandar de
referencia o estandar de oro, en donde se establece la presencia o ausencia de
una determinada condicion (Bossuyt et al., 2003), para este proyecto el estandar

de oro fue la inmunotransferencia y la técnica de Dot-ELISA se puso a prueba.

Se empled la tabla de contingencia (figura 20) la cual consiste en dos columnas
qgue corresponden al resultado dicotomico positivo o negativo (presencia o
ausencia) de la enfermedad, la consideracion del estandar de referencia es a la
presencia de 3 bandas (45, 49 y 55 kDa) y en el Dot-ELISA por la presencia de
una mancha. En la construccion de cada celda se considero a los verdaderos
positivos (a), falsos positivos (b), falsos negativos (c) y verdaderos negativos (d);
con esto se puede calcular la sensibilidad que corresponde a la proporcién de
individuos correctamente diagnosticados con la condicién o enfermedad por la
prueba diagnostica y la especificidad que corresponde a la proporcion de
individuos correctamente diagnosticados con ausencia de la condicion o
enfermedad por la prueba diagnostica en estudio, mientras que la frecuencia de
positividad es la relaciébn porcentual de casos encontrados en una poblacion
determinada (Altman y Bland , 1994). El calculo de cada uno de los valores se
realizo con las siguientes férmulas (cuadro 17):

Cuadro 17. Parametros minimos para andlisis de un estudio diagndstico

Parametro Farmula

{ME casos encontrados/ME total

Frecuencia de positividad . . o
de individuos) x 100

Sensibilidad [a/f{a+c)] x 100

Especificidad [by(b+d)] x 100

Adaptado y modificado de Bravo-Grau y Cruz-Q. (2015)
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Prueba
“Gold standard” Total
a b
Técnica a
prueba C d
Total

Figura 20. Tabla de contingencia. a. Son los verdaderos positivos, b. son los falsos positivos, c. los falsos
negativos y d. los verdaderos negativos. El total es la sumatoria de los valores falsos con su respectivo
verdadero.

5.8.2 indice kappa

El uso de métodos estadisticos es importante en la investigacion dado la
fiabilidad de los procedimientos empleados, por lo cual se genera una fuente de
error en la variabilidad entre los observadores, denominandose el sesgo entre
observadores que permite la tendencia de un observador. Debido a esto el uso
del indice kappa permite darle una direccion a los datos mediante una férmula
gue excluye la concordancia debida exclusivamente al azar (Feinstein y
Cicchetti, 1990). Al ser este un estudio transversal donde se compara la
exactitud diagnéstica entre la prueba planteada contra la prueba estandar de
referencia pueden verse influenciados los resultados con respecto a la
sensibilidad que puede presentar la prueba ante los casos positivos que
identifican la presencia de la infeccion mediante la prueba de referencia,
mientras que la especificidad plantea la presencia de verdaderos negativos ante
la prueba de estandar de referencia (Bravo-Grau y Cruz-Q, 2015). La maxima
concordancia posible corresponde a k = 1. El valor k = 0 se obtiene cuando la
concordancia observada es precisamente la que se espera a causa
exclusivamente del azar. Si la concordancia es mayor que la esperada
simplemente a causa del azar, K > 0, mientras que si es menor, K < 0. El minimo
valor de k depende de las distribuciones marginales. Para interpretar el valor de
K se debe disponer una escala a pesar de su arbitrariedad donde se denomina a
la fuerza de concordancia segun el rango donde se presente el valor calculado

siendo los extremos inferiores con concordancia pobre y débil, el rango
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intermedio considerado concordancia moderada y el extremo superior con
concordancia buena y muy buena por lo tanto a mayor concordancia sera mejor
el experimento realizado (Landis y Koch, 1977). Para realizar el célculo del
indice k se empled el programa en linea del sitio web vassarstats.net el cual en
su interface permiti6 colocar los datos en una tabla de frecuencias y
fundamentada con la férmula basica de coeficiente de Kk con un intervalo de

confianza de 0.95 (figura 21).

Método B
_ : Total
Positivo | Negativo
Positivo | a b fl
Meétodo A i
Negativo | C d 2
Total cl c2 n

[(X Concordancias observadas) — (X
Concordancias atribuible al azar)]

K=
[(Total de observaciones) — (£
concordancias atribuible al azar)]

Figura 21. Tabla de frecuencias y férmula de kappa. Se muestran los siguientes valores: (a)
verdaderos positivos, (b) falsos positivos, (c) falsos negativos y (d) verdaderos negativos, (c1) es
el total de positivos por el método A, (f1) es el total de positivos del método B, (c2) es el total de
negativos del método A, (f2) es el total de negativos del método B y n es el total de individuos. La
férmula plantea la sumatoria de las concordancias de ambas observaciones menos la
concordancia atribuida al azar dividiéndole con esa misma concordancia menos el total de

observaciones.
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencion de las larvas musculares de Trichinella spiralis y produccion de

los productos de excrecion y secrecion
6.1.1 Larvas musculares

Se infectaron 4 ratas Wistar de 8 semanas de edad con un peso de 300 + 10g
con 25 LM por gramo de peso que equivale a 7500 + 250 LM suspendidas en
solucién de PBS (0.01M) pH 7.2, dosificandoles un volumen de 3 mL con una
micropipeta. Al término de los 30 dias de infeccion se desarroll6 la metodologia
de obtencion de tejido y digestion artificial descritos en la seccion 5.3 de
Materiales y Métodos, recuperandose por cada dos ratas 401500 y 360000 LM
respectivamente para produccion de antigenos de excrecion / secrecion las
cuales al momento de estar en medio de cultivo se revisaron para observar su
viabilidad mediante el uso de un microscopio invertido cada 24 h y se calculo el
indice de capacidad reproductiva( ICR) que es la division entre las larvas
obtenidas y las larvas dosificadas. En el cuadro 18 se desglosa de mejor manera

los datos obtenidos:

Cuadro 18. Relacién de cada rata infectada por T. spiralis para conocer su capacidad reproductiva.

Animales

(rata Wistar) Peso(g) Dosis LM LM recuperadas ICR Viabilidad

Enrolladas 24h

R1 310 7750 200400 25.85 Enrolladas y
algunas no 48h

viables

Total

Enrolladas y
401500

algunas no 72h
viables
Enrolladas y
varias no 96h
viables

R2 302 7550 201100 26.63

Enrolladas 2ah

R3 308 7700 180500 23.44 Enrolladas y
algunas no 48h
viables
Enrolladas y
algunas no 72h
viables
Enrolladas y
varias no 96h

viables

Total
360000

R4 314 7850 179500 22.86
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6.1.2 Productos de excrecion y secrecion

Los productos de excrecion y secrecion (PES) se obtuvieron del cultivo de dos
cantidades de larvas recuperadas mediante digestion artificial, 401500 (R1 y R2)
y 360000 (R3 y R4) con medio de cultivo en un volumen promedio de 4 mL, se
recupero el medio que vird de naranja a @&mbar al pasar 72 h con la finalidad de
obtener la mayor cantidad de antigeno recuperado, realizando el cambio de
medio y el retiro de larvas muertas que pudieran encontrarse en la superficie del
medio. Luego de llevar a cabo la determinacion de proteinas y construirse la
curva patrén (figura 22)mencionada en la seccion 5.5.1 de Materiales y Métodos,
se interpolaron los resultados de las absorbancias de 4 lotes obtenidos de dos
recuperaciones de medio por cada grupo de larvas e interpolandose en el gréfico
(figura 23) dichos valores se calcularon en una dilucion 1:1 y posteriormente se
obtuvo la concentracién real(figura 24) que se muestra en el cuadro 18,
conociendo la concentracibn de proteinas , que cada larva produce entre
0.0015-0.0018 ua en un tiempo de 48 h(cuadro 19).

Concentracion SIETIITED Se obtuvo la siguiente ecuacion de la pendiente :
{ mg/mL)
0 0.228
0.01 0.263 y=mx-+ b
0.02 0.289
0.03 0.321
0.02 0.260 y = 303730 +0,2323
T o = 0,907
0.07 0.455
o5 282 R=029973
0.09 0.434
0.1 0.529

Figura 22.Tabla de concentraciones y absorbancias de la curva patrén. Se obtuvé la
ecuacion de la pendiente donde (y) es el valor dependiente, (x) el valor independiente, (m) valor
de la pendiente, (b) interseccion con el eje “y”, (R) coeficiente de correlacion y (RZ) coeficiente de

determinacion.
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Curva patrén por método de Bradford

Absorbanciaa595nm

0,1

0 001 o002 003 004 005 006 007 008 009 01

Concentracionde Albumina (mg/mL)

# Curva patrén Albimina B Lotes PES y=3,0373x + 0,2323
. . - R?=0,9947
—— Lineal (Curva patrén Albdmina) R=0,9973

Figura 23. Curva patrén de proteinas mediante el método de Bradford. Se construy6 a partir de 10
concentraciones conocidas de albumina fraccion V (puntos azules) como referencia para conocer la
concentracion de las proteinas presentes de los PES y la formula (y=3.0373x + 0.2323) permitié conocer la

cantidad interpolada (puntos rojos).

Para conocer la concentracion real del antigeno presente en cada uno de los
lotes se empleo la siguiente formula:

Volumen final del sistema x Concentracion obtenida

Conc. =
Volumen de alicuota muestra
Lote Absorbancia Concentracion a Concentracion real
dilucion 1:1 (pg/mlL) (g /mlL)
1 0473 7908 15817
2 0508 9055 181.10
3 0476 20.07 16014
4 0493 8556 171.27

Figura 24. Resultados de los 4 lotes de PES a partir de una dilucién 1:1. Se muestran cada lote con su

respectiva absorbancia, concentracion en dilucion 1:1 y su concentracién real.

Cuadro 19. Relacion del rendimiento por larva con respecto a cada lote y su ndmero de larvas totales.

) ) Concentracidn .
Lote Numero de Numero de de antizeno Volumen Rendimiento
ratas LM (ug/mL) (mL) (pg/Lm)
1 (a 48h) 158.17 4 0.0015
2 401500
2 (a 96h) 181.10 2 0.0009
3 (a 48h) 5 260000 160.14 3.5 0.0015
4 (a96h) 171.27 3.8 0.0018
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Para determinar el patron electroforético, los PES se sometieron a electroforesis
en un gel de poliacrilamida al 12% que al tener la concentracion conocida se
ajusto la cantidad de estos en el carril colocandose una concentracion de 3ug en
0.5cm con un volumen de 8L intercaldndose cada muestra previamente puesta
en bafio Maria por 10 minutos en su solucion de amortiguadora de muestra en
condiciones desnaturalizantes como se describe en la seccion 5.5.2 de
Materiales y Métodos ademéas de incluir un marcador de peso molecular (Sigma,
EEUU). El corrimiento se realiz6 a 100 volt hasta llegar del gel concentrador al
gel separador y posteriormente se aument6 a 120 volt por 1h, se visualizaron las

bandas con una tincion de azul de Coomasie (figura 25).

AgPES T. spiralis

MP | '

o L1 L2 L3 L4
116 kDa n
55 kDa
sl 8 | — 49 kDa
- — - - - 45kDa
45 kDa
29 kDa

Figura 25. Gel de poliacrilamida al 12% con los PES de la larva muscular de
Trichinella spiralis. Se observa en el carril 1 el marcador de peso molecular; en los
carriles 3, 5, 7, 9 los antigenos de productos excrecién/secrecion estando presentes los
pesos de 55, 49, 45 kDa.
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6.2 Caracteristicas de las muestras de suero de caballo.

Se tomaron 300 muestras de suero de caballo del banco de muestras presentes
en el laboratorio de Inmunoparasitologia del INDRE, obtenidas bajo oportunidad
en los estados de México, Jalisco y Veracruz. Las muestras consistieron de
alicuotas entre 0.5 a 2 mL en el caso de muestras Unicas pero no se conté con

los datos generales del donador. Se procesaron 100 muestras por rastro.

En las pruebas serolégicas se empleé una reducida cantidad de suero y no se
vié una alteracion significativa por las caracteristicas de los sueros trabajados
(cuadro 20), sin embargo la recomendacién que se tiene para las muestras de

caballo solo aplica en que no deben presentar hemolisis (Hill y col., 2007").

Cuadro 20. Aspecto, color, caracteristicas y alteraciones en las muestras de suero en
caballo

Tipode suero Color Alteracion Causa Referencia
Casi Con niveles
asi
Mormal . " normales de sus Tomacorrectade lamuestray en el horario de ayuno. Quiroz-Rochay Bouda, 2007
ransparente
P componentes
A " Presenciade La presencia de bilirrubinas no conjugadas no
marilloa
Ictérico dif ¢ bilirrubinas o necesariamente sucede por problemas hepéticos. Puede Viu,2012;Tennanty
ITerente . ™ . - ips
intensidad pigmentas presentar neumonia, dafio en intestino grueso, enteritis Center, 2008
intensida
carotenoides y poco consumo de alimento.
Presenciade En caso de notomar la muestra 8-12 h despuésde su
e , lipoproteinas de alimentacion o bien si presenta colestasis, Quiroz-Rochay Bouda, 2007;
Lipemico Marran i ) . . ) o ) 3
muy baja hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia y lipidosis Diaz-Cet al 2008
densidad hepatica.
Presenciade .
Extravascular. Durante latoma de muestra o posterior a
. . hemoglobina por i
Hemaolizado Rojo ; ) esta. Latimer etal., 2005
eritrocitos . : )
Intravascular. Debidaaun cuadro de hemoglobinemia.
destruidos

6.3 Anticuerpos contra Trichinella en las muestras de suero de equino por

inmunoelectrotransferencia

A partir de las tiras obtenidas por la transferencia, los antigenos de

excrecidn/secrecion provenientes de la separacion del gel preparativo de
poliacrilamida al 12%, se tomaron las condiciones para la reaccion inmunolégica
consideradas 6ptimas a una dilucion de suero 1:800 y 1:2000 del conjugado
proteina A (GeneTex, EEUU) diluidos en una solucion de PBS-Tween al 0.3%
con un volumen final de 500uL misma que se emple6 para los lavados entre

cada etapa, como se describio en la seccion 5.6 de Materiales y Métodos.
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Se ocupdé el mismo marcador de peso molecular (Sigma, EEUU) en la
transferencia, para tener una referencia mediante un control positivo y un control
negativo esto fue a partir de suero de raton infestado experimentalmente para la
muestra positiva mientras que el suero de un ratdon sano sin infectar se
consider6 como muestra negativa, ambos previamente estandarizados con
proteina A debido a la falta de una muestra de caballo positivo al momento de

realizar este estudio.
6.3.1 Rastro del Estado de México

Como resultado para el rastro del Estado de México con un total de 100
muestras (figura 26), se encontraron 4 sueros considerados como reactivos con
una banda de peso molecular de 45 kDa (tiras 11, 71, 72y 76) y un positivo a las
3 bandas (45, 49 y 55 kDa) (tira 17).

6.3.2 Rastro del Estado de Jalisco

En el caso de las muestras del rastro de Jalisco con un total de 100 muestras
(figura 22) solo se encontraron 4 sueros (tiras 14, 42,59 y 62) con reactividad
una banda de 45kDa.

6.3.3 Rastro del Estado de Veracruz

Con respecto a las muestras del estado de Veracruz (figura 23) se encontraron 3
sueros con reactividad a una banda de 45kDa (tiras 18, 19, y 21) y 5 positivos a
las 3 bandas de 45, 49 y 55 kDa (tiras 4, 14, 23,33 y 83).
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Figura 26. Reactividad de los sueros de caballo del Estado de México contra los productos
de excrecidon y secrecion de Trichinella spiralis. Cada tira es una muestra de suero que
conforman 4 paneles de 25 cada una, se muestra la reactividad de un suero positivo (+) y uno
negativo (-). El corrimiento del marcador del peso molecular se muestra a la izquierda. Con un
asterisco se muestra los sueros reactivos con una banda y con una cruz los sueros con

reactividad positiva.
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Figura 27. Reactividad de los sueros de caballo del Estado de Jalisco contra los productos
de excrecidon y secrecion de Trichinella spiralis. Cada tira es una muestra de suero que
conforman 4 paneles de 25 cada una, se muestra la reactividad de un suero positivo (+) y uno
negativo (-). El corrimiento del marcador del peso molecular se muestra a la izquierda. Con un
asterisco se muestran los sueros reactivos con una banda. Hay ausencia de muestras con

reactividad positiva.
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Figura 28. Reactividad de los sueros de caballo del Estado de Veracruz contra los
productos de excrecion y secrecién de Trichinella spiralis. Cada tira es una muestra de
suero que conforman 4 paneles de 25 cada una, se muestra la reactividad de un suero positivo
(+) y uno negativo (-). El corrimiento del marcador del peso molecular se muestra a la izquierda.
Con un asterisco se muestran los sueros reactivos con una banda y con una cruz los sueros con

reactividad positiva.
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6.3.4. Muestras positivas

Al obtener los resultados de las 300 muestras de caballo se encontraron un total
de 6 caballos con reactividad a las 3 bandas y 11 reactivos a una banda de 45
kDa (figura 29), con estos datos se calculdo la frecuencia de positividad
considerando la presencia de 3 bandas (55,49, 45 kDa) y la frecuencia de
positividad a una banda de 45 kDa como se menciona en la seccion 5.8.1.

Frecuencia de positividad

Presencia a 3 bandas: (6/300) x 100 = 2%

Presencia de 1, 2 o 3 bandas: (17/300) x 100 = 5.6%

Localidad Bandas (55,49,45 kDa) Banda de 45 kDa
Estado de México 1 4 reactivos
Jalisco 0 4 reactivos
Veracruz 5 3 reactivos
Total 6 11

Figura 29. Relacion de resultados en WB por estado. Se observé reactividad en los tres
estados de la republica evaluados mediante WB y solo Jalisco no presentd reaccién positiva en
las 100 muestras y las de Veracruz presentaron el mayor nimero de caballos con anticuerpos

contra los PES de Trichinella spiralis.

6.4 Instrumentacion del Dot-ELISA y determinacion de anticuerpos contra
Trichinella en el suero de caballo.

Se estandarizd la técnica de Dot-ELISA utilizando muestras de suero de
animales experimentalmente infectados en el laboratorio como fuente de
anticuerpos especificos. Se emplearon muestras de suero de rata, raton y

cerdo.
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La figura 30 muestra la instrumentaciéon del Dot-ELISA a partir de animales
infectados experimentalmente en el laboratorio donde se emplearon diluciones
dobles seriadas para conocer la reactividad en un control positivo y un control
negativo, el cual se define con la presencia de mancha y ausencia de esta
respectivamente. El antigeno se colocé en un volumen de 3uL y se partio de una
dilucion 1:25 hasta llegar a una dilucién 1:12800 del suero, donde se utilizé de
manera general la dilucion 1:2000 del conjugado anti-rata (Sigma, EEUU) en el
suero de rata, de la Proteina A (GeneTex, EEUU) para el suero de ratén y el
conjugado anti-cerdo (Sigma, EEUU). El procedimiento fue similar a lo descrito

en la seccién 5.7 de Materiales y Métodos.

Debido a los datos obtenidos y la reactividad de fondo en los sueros de ratén y
cerdo, se realizo la instrumentacion con el suero de caballo empleandose 4
muestras que se utilizaron en el ensayo de WB, 3 tres de ellas positivas
(Muestras N° 17,223 y 283) y una negativa (muestra N° 102), empleandose el
volumen de antigeno igual que en los ejemplos anteriores , la dilucion de suero a
partir de 1:25 pero solo llegando hasta una dilucion de 1:3200 debido a que la
intensidad de la mancha se vio disminuida en los otros sueros, por ultimo se

empleo la Proteina A con una dilucion 1:2000 (figura 31).
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Figura 30.Instrumentacién del Dot-ELISA en diferentes modelos de infeccion experimental

(rata, raton y cerdo). Panel A. Se muestran las diluciones dobles seriadas del control (+),

control (-) y blanco en rata con conjugado anti-rata con limite en la presencia de mancha a una

dilucion 1:800 del suero (+) y ausencia de mancha en el suero (-). Panel B. Se muestran las

diluciones dobles seriadas del control (+), control (-) y blanco en ratén con proteina A, su limite

de reactividad fue en la dilucién 1:12800 como una reaccion de fondo y ausencia de mancha en

el control (-). Panel C. Se muestran las diluciones seriadas del control positivo, control negativo y

blanco en cerdo con conjugado anti-cerdo, la reactividad del control positivo se mantuvo hasta la

dilucion 1:6400 mientras el control negativo llego a la dilucion 1:400. Panel D. Se empleo los

sueros control de cerdo para ver si alguno de los elementos del procedimiento generaba la

reaccion de fondo, no se encontré reactividad.
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Dot ELISA en suerode Caballo con
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Figura 31. Instrumentacion del Dot-ELISA en caballo. Se observé reactividad en los 4
caballos a pesar de estar muy diluida la muestra. La consideracion de una mancha intensa en
las muestras positivas fue similar en 2 de las 3 muestras con una dilucion 1:800 (Muestras N°17
y N©°283) mientras que la tercera fue de 1:1600 (Muestra N°223), por otra parte el caballo
negativo (Muestra N°102) solo llego a mantener su reactividad a una dilucién de 1:200.

Con los datos recogidos por cada instrumentacion y considerando que el Dot-
ELISA tiene un criterio de positividad con la presencia de una mancha, se
decidié procesar las 300 muestras bajo las condiciones a un volumen del
antigeno de 3pL, dilucion de suero 1:800 y la dilucién de Proteina A de 1:2000
considerandose la presencia de una reaccién de fondo, esperando fuera menor
en muestras negativas como se vio en la figura 26. Los resultados obtenidos
fueron 162 muestras reactivas en su mayoria con la presencia de una mancha
de baja intensidad que se consideré dentro del criterio positivo como se describe
en la técnica de Dot-ELISA y solo 138 muestras sin presencia de mancha (figura
32).
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Figura 32. Reactividad de los sueros de caballo contra los productos de excrecion y

secrecion de la larva muscular de Trichinella spiralis por Dot-ELISA. Todas las muestras
reactivas se sefialaron con un marco azul, mientras las muestras reactivas en un marco verde
son de las muestras que presentaron las 3 bandas en el WB. El panel A corresponde a las 100
del estado de México con una sola muestra con marco verde (17), panel B corresponde a las
100 del estado de Jalisco sin presentar reactividad en la 102 como se vié en la instrumentacion
del suero negativo y por ultimo el panel (C) corresponde a las 100 del estado de Veracruz donde
2 muestras estan con marco verde (223 y 283).
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6.4.1 Muestras positivas al Dot-ELISA

El criterio de positividad segun lo descrito en la instrumentacion del Dot-ELISA
fue a través de la presencia de mancha y el negativo por la ausencia de esta, sin
embargo la reactividad en varias muestras afecto dicho criterio debido a que no
se elimino la reaccion de fondo en las condiciones trabajadas, en la siguiente
figura se colocd la proporcibn de muestras reactivas considerandoles como

positivos y las muestras no reactivas consideradas negativos (figura 33).

Localidad Positivos Negativos
Estado de México 66 34
Jalisco 55 45
Veracruz 41 59
Total 162 138

Figura 33. Relacion de resultados en Dot-ELISA por estado. Se encontré6 més de la mitad de las muestras en los

estados de México y Jalisco con presencia de mancha mientras Veracruz solo se encontré 41 muestras con presencia de

mancha.

Se realizo el célculo de la frecuencia de positividad con el total de muestras con

presencia de mancha.

Frecuencia de positividad

Presencia de mancha: (162/300) x 100 = 54%
6.5 Utilidad diagnostica del Dot-ELISA

Con todos los datos obtenidos mediante ambas técnicas donde el WB es la
prueba confirmatoria y el Dot-ELISA una prueba presuntiva, se construyeron dos
tablas de contingencia (figura 34) para calcular la sensibilidad, especificidad y el
indice kappa (figura 35 y figura 36) con respecto a la técnica de Dot-ELISA,
mediante la relacién que hubo de las muestras con 3 bandas reactivas y

larelacion de muestras con 1,2 o 3 bandas reactivas a los PES de T. spiralis.
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Presencia de 3 bandas en WB

Western blot

Presencia de 1,2 o 3 bandas en WB

Western blot

a b | Total a Total
3 159 162 11 152 163
Dot-ELISA Dot-ELISA
C d C
3 135 138 & 131 137
Total =] 294 300 Total 17 283 300

Figura 34. Tablas de contingencia para el calculo de Sensibilidad, Especificidad e indice

kappa. En la parte de arriba de cada tabla se colocé la prueba Estandar de oro (WB) y en la

parte izquierda se colocé el Dot-ELISA como técnica a evaluar. El inciso a son los verdaderos

positivos, el inciso b los falsos positivos, el inciso ¢ los falsos negativos y el inciso d los

verdaderos negativos.

Presencia de 3
bandas en WB

Presenciade 1,203
bandas en WB

Porcentaje de [afla+c)]= 100
Sensibilidad (3/6)x 100 50% |
Porcentaje de [bf{b+d]]= 100
Especificidad (135,/294)%100 459% |
Porcentaje de [af(a+c)]= 100
Sensibilidad (11/17)x 100 64.7% |
Porcentaje de [bf({b+d)]= 100
Especificidad {131/283)x 100 46.2% |

Figura 35. Resultados de la sensibilidad y especificidad con la presencia de mancha del

Dot-ELISA con respecto a las muestras de WB. Resultados con la presencia de 3 bandas en

WB (parte superior), presencia de 1,2 o 3 bandas en WB (parte inferior).

Presencia de 3 bandas en WB

Kappa Observada Error Estindar

Intervalo de confianza 0.95

Limite Inferior

Limite Superior

-0.003 0.015

-0.032

0.027
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Kappa Grado de acuerdo
<0.00 Sin acuerdo
=0.00-0.20 Insignificante
0.21-0.40 Discreto
=0.41-0.60 Moderado
0.61-0.80 Sustancial
0.81-1.00 Casi perfecto




Presenciade 1,2 o 3 bandas en WB

Kappa Grado de acuerdo
< 0.00 Sin acuerdo
Intervalo de confianza 0.93 =0.00-0.20 Insignificante
Kappa Observada Error Estandar 0.21-040 Discreto
Limite Inferior Limite Superior =041—0.60 Moderado
0.022 0.024 10.026 0.069 0.61-0.80 Sustandial
0.81-1.00 Casi perfecto

Figura 36. Resultados de la concordancia entre la técnica de Dot-ELISA y el estandar de oro (WB).
Los resultados se obtuvieron mediante la aplicacion en http://graphpad.com/quickcalcs/kappa2/ .En la parte
superior el resultado a presencia de 3 bandas en WB no tuvo acuerdo, mientras en la parte inferior el
resultado a la presencia de 1,2 o 3 bandas en WB tuvo un acuerdo insignificante. Las tablas del lado

derecho son las escalas de kappa propuestos por Landis y Koch (1977).

La sensibilidad (50%) y especificidad (45.9%) fueron muy similares ante las
muestras de WB con 3 bandas, mientras que la sensibilidad (64.7%) y la
especificidad (46.2%) con respecto a las muestras de WB con 1,2 03 bandas
solo fue significativa en su sensibilidad con un incremento del 14.7% ante lo

obtenido en las primeras condiciones mencionadas.

La concordancia en relacién al WB con 3 bandas fue de -0.003 lo cual no gener6
ningun acuerdo, mientras al contar las muestras de 1, 2 o 3 bandas en el WB su
valor fue de 0.022 con un grado de acuerdo insignificante debido a que mientras
mas lejos del valor 1.0 se considera que la concordancia es influenciada por el

azar.
7. DISCUSION

7.1 Obtencién de larvas musculares y preparacion de los productos de excrecion

y secrecién

A partir de una dosis de infeccion de 7500 + 25 larvas musculares (LM) por rata
(peso 300 = 10g) se obtuvieron entre 360,000 y 401,500 LM. EIl indice de
capacidad reproductiva (ICR) fue de 22 £+ 5 LM. El rendimiento del antigeno de
cada larva fue entre 0.0009 - 0.0018 pg en relaciéon a 10,000LM por cada
0.200mL de medio de cultivo; de esta manera se obtuvo una concentracion de
158 + 30 pg/mL. La integridad del antigeno se comprob6 mediante un gel de
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poliacrilamida en condiciones reductoras donde se observaron las glicoproteinas

de 45,49 y 55 kDa especificas de Trichinella spiralis.

Se ha descrito que el tiempo 6ptimo para la obtencién de los productos de
excrecidn/secrecion se puede a las 18 horas en medio de cultivo en una relacion
de 5,000LM/mL en condiciones de CO, al 5%,recuperandose cada 24 h 'y
filtrando en una membrana de 0.2 um, llegando a una concentracién de 2mg/mL
(Rojas-Retiz, 1997), la diferencia en la obtencion de los antigenos de
excrecidn/secrecion de este estudio con respecto a lo descrito por Rojas-Retiz
(1997), consistié en la relacion de larvas en el medio de cultivo considerandose
el doble de lo descrito, pero disminuyendo la cantidad de medio 4 = 1mL para
gue se obtuviera el antigeno mas concentrado sin la necesidad de usar filtro ni
hacer una liofilizacion para concentrarlo (Bien et al., 2012) y recuperando el
sobrenadante en intervalos de 48 h para promover una mayor liberacion de PES

al medio con alta reactividad para las pruebas empleadas.

Se han realizado PES empleandose ratones Balb/c como hospedadores aunque
el uso de ratas por su tamafio y el nimero de individuos que se pueden emplear
ha demostrado mejora de resultados en la recuperacion de LM (Wang et al.,
2015), sin embargo las condiciones de recuperacion de antigeno han mostrado
reactividad cruzada que se ha corregido al obtener los antigenos bajo las
mismas condiciones pero purificandolos a través de cromatografia de afinidad
con anticuerpos monoclonales que han sido sensibles y especificos en el
serodiagnostico de Trichinella en cerdos y caballos mediante ELISA (Viveros et
al., 2001).

Otro aspecto que ha destacado en el desarrollo de pruebas seroldgicas es el uso
de beta tivelosa sintética, dado que esta libre de alfa tivelosa que corresponde a
las enterobacterias como E.coli, S. tiphymorium y Klebsiella spp que son tipicas
en infecciones de equinos con sintomatologia similar a la triquinelosis (Bruschi et
al., 2001).
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Para mejorar las pruebas serologicas en caballo y evitar la reactividad cruzada
(Gamble et al., 2004) se puede considerar evaluar el tiempo que se mantienen
estables los productos de excrecidn/secrecion colocados en las membranas de
nitrocelulosa tanto para inmunoelectrotransferencia como Dot-ELISA en
intervalos de 6, 9 y 12 meses, comparando los resultados con muestras que
presenten la infeccion a las enterobacterias mencionadas y empleando el

antigeno sintetico (Cervantes-Ladin et al., 2014).

7.2 Prevalencia de anticuerpos contra Trichinella por Western blot

Al procesar los 300 sueros de caballos se encontré6 que 6 muestras (1 del
Estado de México y 5 de Veracruz) fueron reactivas mediante el método de
Western blot, donde se observo las 3 bandas especificas de los PES de T.
spiralis (45, 49 y 55 kDa), mientras que 11 muestras bajo las mismas
condiciones de trabajo presentaron una banda reactiva de 45 kDa; distribuidas
en los tres grupos de cada estado 4 (Estado de México), 4 (Jalisco) y 3
(Veracruz). Considerando la frecuencia de positividad del total de muestras
evaluadas ante la presencia de tres bandas especificas que solo se presentan
en el género Trichinella (Sofrocnic-Milosavljevic et al., 2005), el valor fue del 2%
pero si se considera a todas las muestras esto es incluyendo las muestras con
reactividad a una banda el valor de seroprevalencia seria de 5.6%. De manera
particular, en caballos la prevalencia mediante técnicas seroldgicas ha sido de
3.5 al 7% considerando que se han empleado un nimero de caballos que oscila
entre los 100 (México) hasta 5,000 (Rumania) animales evaluados (Yepez-Mulia
et al., 1999; Sofronic-Milosavljevic et al., 2001) que son recibidos de diferentes
regiones del pais donde se ha hecho el seguimiento de animales infestados. De
los tres estados de la Republica donde se ubicaron los ratros analizados, se ha
reportado entre los afios 1990 a 2016 casos de triquinelosis en humanos: Estado
de México 44 personas, Jalisco 79 personas y Veracruz 81 personas (Datos de

la Direccion General de Epidemiologia, Secretaria de Salud; México), hasta el
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momento de las tres entidades se tiene como antecedente el trabajo de Salinas-
Tobon et al. (1994) en un brote de Toluca, Estado de México donde 390 sueros
humanos se encontré una frecuencia de positividad del 44% (Méndez-Loredo et
al., 2001).

La frecuencia seroldgica de caballos a nivel estatal ha sido del 7 al 17% en el
Estado de México (Viveros et al., 2001) considerando dos tipos de rastros
municipal (sin certificacion tipo TIF) y federal(con certificacion tipo TIF ) con un
total de 170 caballos y solo 12 muestras de tejido por parte de Veracruz se
comprobaron positivas mediante PCR (Jiménez-Cardoso et al., 2005),
sugiriendose en el caso del diagnostico de triquinelosis equina en fase cronica
se debe emplear el PCR que a diferencia de las técnicas seroldgicas no conlleva
reactividad cruzada( Bolas-Fernandez y del Corral Bezara, 2006), considerando
gue este estudio se realiz6 con la Proteina A como conjugado, con alta
reactividad pudiendo reconocer no solo antigenos tivelosados de T. spiralis,0
bien pudiera reaccionar con los antigenos de la L1 de Trichuris muris,bajo las
caracteristicas antigénicas y posible agente infeccioso en el caballo.Los
antigenos de respuesta lenta de 48kDa que se presentan como
inmunodominantes durante todo el proceso de invasion muscular hasta después
de los 40 dias p.i que empieza a abatirse la respuesta(Ko et al.,, 1994;Dea-
Ayuela et al.,2001), siendo solo Jalisco el Unico que no cuenta con datos sobre

equinos.

Estudios previos han mostrado que la prevalencia de anticuerpos contra
Trichinella puede ser de 1.5% considerando una poblacion de 12,882 individuos
de Chile y 19.1% con 1419 individuos de Laos en humano dependiendo cual fue
la causa y si es un pais endémico (Contreras et al., 2001;Conlan et al., 2014),
0.47% en cerdo (Joshi et al., 2005), alrededor de 0.2 al 10.7% en rata, perros y
gatos (Stojcevic et al., 2004; Miterpakova et al., 2016) y 15 al 23.81%.
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En animales de vida silvestre como son: felinos (leopardo, leon, tigre, ocelote y
puma), canidos (zorro, coyote y lobo), prociénidos (coati y mapache) y oso
(Yépez-Mullia et al., 1996; Hernandez-Ortiz, 2016).

Al ser la glicoproteina de 45 kDa un epitopo inmunodominante en la respuesta
inmune de la mayoria de hospedadores infectados por Trichinella, se ha
considerado su papel en la triquinelosis crénica o secuelas posteriores a la
infeccién debido a que es identificada a lo largo de la infeccion experimental por
los anticuerpos del hospedador hasta los 42 dias p.i y se ha visto que esta
glicoproteina se expresa en LRN en sus proteinas somaticas (Bruschi et al.,
2005; Salinas-Tobon et al., 2007).

Debido a los resultados obtenidos en otros estudios en México, empleando tres
métodos (Digestion, ELISA y PCR) con poblaciones que no sobrepasan los 200
individuos y sumandole una sola region estatal donde se han tomado las
muestras (Estado de México) con poca informacion de su procedencia al
momento de ser procesado el animal,por lo tanto es importante incrementar la
cantidad de animales que se deseen evaluar para conocer la frecuencia de
positividad a una escala multiestatal, ya que si la frecuencia de caballos
infestados a nivel mundial no sobrepasa el 0.001% (Pozio y Zarlenga, 2005),
esto no asegura realmente cuanta prevalencia se tiene en nuestro pais, debido a
la practica de faenado clandestino y la conservacion de animales de traspatio
(Uribe-Gutiérrez, 2007).

7.3 Instrumentacién del Dot-ELISA

La técnica de Dot-ELISA tuvo una diferencia de tiempo y bajo costo con respecto
al procedimiento de Western blot (Maldonado-Tapia et al., 2015), al evaluar las
300 muestras de suero se encontré que 162 de estas tuvieron reactividad ante

los PES de Trichinella spiralis teniendo una frecuencia de positividad del 54%.
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Al emplear el Dot-ELISA en otros modelos animales: rata (suero 1:800), raton
(suero 1:12800), cerdo (suero 1:6400) y caballo (suero 1:800) con la misma
dilucién de anti anticuerpo homélogo o Proteina A (1:2000), demostré que la
reactividad de fondo puede estar presente tanto con anti anticuerpos especificos
o mediante el uso de proteina A, exceptuando el modelo de rata donde la
reaccion se detiene hasta una dilucion de suero 1:800, mientras que en el
caballo se observé mayor intensidad en la reaccion en algunas muestras a 1:800
y la mayor parte de las muestras conservaron una reaccion de fondo a esa

condicion.

Al ser este el unico reporte de Dot-ELISA en caballo se observo si existia un
limite en la reactividad de la reaccion a altas diluciones de suero, ya que el uso
del antigeno con PES de Trichinella fue constante en todos los modelos, siendo
5 ug por circulo de nitrocelulosa como lo describe Meza-Lucas et al. (2016), en
donde se menciona que la cantidad que se coloca en este soporte es menor a lo
gue se maneja en las tiras de otros Dot blot. Se ha visto que empleando el
soporte de tiras de nitrocelulosa, estas pueden contener un volumen de 1mL que
equivale a 0.9mg de antigenos de extracto crudo de Trichinella spiralis, el cual
se probo con 300 muestras de cerdo de traspatio en la dilucién 1:100 (suero) y
1:2000 (conjugado anti cerdo) encontrandose 16 positivos, mismos que se
confirmaron mediante Inmunoelectrotransferencia (IET) a las mismas
condiciones de dilucion del Dot-ELISA (Moreno-Garcia et al.,, 2012). Se han
encontrado resultados del Dot-ELISA empleandose como tamiz con respecto a
la técnica de Micro inmunodifusion (MID) en pacientes humanos (4,699 sueros),
donde se considero el 10% de muestras (469 sueros) con 3 positivos en ambos
métodos (Maldonado-Tapia et al., 2015), pero con tremenda diferencia respecto

a este trabajo.
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Hay que considerar la modificacion del Dot-ELISA evitandose con esto la
reaccion de fondo; modificando la dilucion del antigeno (sugerido un rango de
volumen para la dilucién entre 0.1 a 0.2 mL), tiempo de bloqueo y observar
resultados con otras soluciones de bloqueo distinta a la leche descremada (Li et
al., 2016).

7.4 Utilidad diagnostica del Dot-ELISA

Al finalizar las pruebas de WB y Dot-ELISA, se comprob0 la calidad del segundo
método con respecto al primero dado que el WB permite apreciar un resultado
especifico con las bandas caracteristicas del género Trichinella ( 45, 49 y 55
kDa) y el Dot-ELISA por la presencia de una mancha considerandole un
resultado positivo donde se esperd que tuviera los mismos resultados, debido a
gue el procedimiento se diferenci6 al emplear los antigenos de
excrecion/secrecion directamente en los circulos de nitrocelulosa, por lo tanto la
sensibilidad fue de 50% (WB con 3 bandas) y 64.7% (WB de 1, 2 o 3 bandas),
especificidad de 45.9% (WB con 3 bandas) y 46.2% (WB de 1, 2 o 3 bandas),
por ultimo el indice kappa (concordancia) fue de -0.003 sin grado de acuerdo
(WB con 3 bandas) y 0.022 con un grado de acuerdo insignificante (WB de 1, 2 o
3 bandas).

La reaccién de fondo en el Dot-ELISA asi como el criterio para un resultado
positivo en el Dot-ELISA (presencia o ausencia de mancha) pudieron ser un
factor que influyo en los resultados estadisticos alterados, los cuales son
necesarios para considerar la fiabilidad de los métodos empleados y disminuir
un error en las variables en la presencia o ausencia del resultado esperado al
momento de ser observados (Bossuyt et al., 2003). Se ha reportado que cerdos
con anticuerpos contra Trichinella han tenido resultados satisfactorios al
encontrar la presencia de mancha bajo un criterio de exclusion mediante cruces,
debido a su 100% de sensibilidad y 100% de especificidad en 22 muestras de
suero, considerando la reaccion de fondo como negativo ( de una a dos cruces

se considero negativo) y las muestras con una mancha intensa como positivas
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comparandole contra un WB en el cual se empled extracto crudo de LM (Aguilar-
Figueroa et al., 2000), mientras que la comparacion entre el Dot-ELISA vy la
ELISA en muestras de suero humano con anticuerpos contra cisticercos con una
sensibilidad de 56.25% vy especificidad del 92% a partir de 100 muestras
distribuidas en 4 grupos considerando la alta sospecha de una neurocisticercosis
hasta en pacientes presuntamente sanos donde se empled un antigeno de
extracto crudo (Biswas et al., 2004). En otro estudio donde se estandarizo el
Dot-ELISA y se compar6 con las técnicas de ELISA y WB para el diagndstico de
enfermedad de Chagas por T. cruzi empleando extracto antigénico en
concentraciones de 0.25, 0.5 y 0.75ug/dot con una muestra ya caracterizada
mediante ELISA, evaluandose 96 muestras previamente reconocidas como
positivas en las dos técnicas mencionadas con una sensibilidad del 97% y una
especificidad del 89%, el mismo criterio de exclusién mediante cruces se planteo
medida para descartar la reactividad cruzada, se finalizoé con el calculo del indice
kappa con 249 muestras que tuvieron un indice kappa de 0.79 como un buen
grado de concordancia a las técnicas de WB y ELISA ( Cervantes-Landin et al.,
2014), aclarando que en este trabajo con caballos se decidi6 no emplear el
sistema de exclusion con cruces debido a la apreciacion visual del observador y
se prefiri6 comparar los resultados con lo obtenido con el estandar de referencia
(WB).

Para mejorar los parametros estadisticos (sensibilidad, especificidad vy
concordancia) se puede considerar tanto la estabilidad del antigeno en el Dot-
ELISA asi como una concentracion menor de antigeno y dado que obtuvieron
controles positivos, emplear el conjugado homologo al caballo (Flores et al.,
2012).

Esto es principalmente porque al usar el conjugado homdélogo la reactividad de
fondo pudiera considerarse no cruzada, debido a las caracteristicas de los
productos de excrecién/secrecion, por el tipo de enlace presente en su

estructura siendo “beta” en Trichinella y “alfa” en bacterias como E. coli, S.
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typhimorium vy Klebsiella spp porque la estructura en las antenas de los residuos
de GIcNAc y GalNAc de la tivelosa que constituyen andmeros al formar su
estructura ciclica del monosacérido con un grupo hidroxilo que se orienta debajo
del plano en los alfa, mientras el beta se encuentra sobre el plano de la
estructura ciclica confiriendo una mayor respuesta ante los anticuerpos dirigidos
a los azucares , pudiendo ser la causa de la variabilidad en la prueba de ELISA,
WB y el MID que son lo mas empleado en serologia ante la triquinelosis(Ellis et
al., 1997; Berg et al., 2008).

En caso de considerarse la sospecha ante las bacterias mencionadas o algin
otro nematodo comun en los caballos, seria montar el método de WB y Dot-
ELISA para comparar los resultados con dos conjugados (Proteina A y anti IgG
de caballo), principalmente con los caballo que presentaron una banda de 45kDa
en el WB y la mancha de baja intensidad en el Dot-ELISA dado que se debe
disminuir el margen de error en este procedimiento ya que su sensibilidad y
accesibilidad permite emplearse en estudios de campo (Tumino et al.,, 2017;
Cervantes-Ladin, 2014).
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8. CONCLUSIONES

1. La presencia de anticuerpos especificos mediante inmunoelectrotransferencia
fue del 2% en los 300 sueros analizados de los tres rastros, cinco muestras se
encontraron en caballos de Veracruz y una muestra en caballos del Estado de

México.

2. Se determind por inmunoelectrotransferencia que el 5.6% de los sueros de
caballo reaccionan con los productos de excrecion y secrecidbn de manera

inespecifica, reconociendo una banda de 45 kDa.

3. La reactividad de los sueros de caballo por Dot-ELISA fue de 54%. La
concordancia entre el Dot-ELISA y la Inmunoelectrotransferencia fue nula por
indice kappa. La baja especificidad del Dot-ELISA y su considerable sensibilidad

solo permite proponerla como una prueba para realizar un tamiz serolégico.
9. PERSPECTIVAS

1. Relacionar los casos con reactividad inespecifica, evaluando las muestras
ante antigenos producidos por bacterias (E.coli, Klebsiella spp y S. typhimorium)

gue generan sintomatologia similar a la triquinelosis en el caballo.

2. El Dot-ELISA debe ajustar la cantidad de antigeno para evitar una reacciéon de

fondo, dado que se considerd la homologacion en otros estudios.

3. El diagnostico de la triquinelosis equina debe evaluar si no presenta
reacciones cruzadas con otros nematodos y enterobacterias que puedan afectar

las pruebas seroldgicas.
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