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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la infeccion de Trichinella spiralis en cerdos
gonadectomizados.

Material y método: El presente trabajo se realizo utilizando 9 cerdos
de la raza York de 4 meses de edad divididos en tres grupos: 3 cerdos
control sanos, 3 cerdos infectados con Trichinella spiralis y 3 cerdos
gonadectomizados y posteriormente infectados con Trichinella spiralis,
todos los animales fueron sangrados pretratamiento y postratamiento para
deteccion de anticuepos anti 7. spiralis por las técnicas inmunologicas,
Wester Blot y Inmunofluorescencia indirecta. Los animales fueron
sacrificados a las 6 semanas de infeccion por Trichinella spiralis, se
obtuvo tejido para las técnicas directas de compresion en placa y digestion
artificial para evaluacion de carga parasitaria.

Resultados: en los cerdos gonadectomizados e infectados se presentd
un ataque agudo de Trichinellosis, la carga parasitaria fue mayor
estadisticamente significativa en relacion a los cerdos infectados
con P < 0.01), por el método de ANOVA vy sin gonadectomizar, las
técnicas inmunologicas fueron positivas en ambos grupos infectados y
gonadectomizados.

Conclusion: El diagnostico oportuno de Trichinella spiralis mediante
la evaluacion directa y aletoria en camadas de cerdos a través de
la observacion de larva infectante en tejido cerebral, deteccion de
anticuerpos anti - T. spiralis. por inmunofluorecescia indirecta e
Inmunoelectrotransferencia resultan eficaces y eficientes para hacer un
diagnostico oportuno en el animal para consumo humano.

Palabras clave: Trichinella spiralis, porcinos, enfermedades de los
porcinos.

ABSTRACT

Objective: To assess the prevalence of Trichinella spiralis in
gonadectomized pigs.

Material and methods: The study was performed using 9 four-month old
pigs, York race, which were divided in three groups: 3 healthy control
animals, 3 pigs infected with Trichinella spiralis, and 3 gonadectomized
animals that later were infected with T. spiralis. Blood samples were taken
from every animal before and after therapy for the detection of anti-T.
spiralis antibodies using Western Blot and indirect immunofluorescence
techniques. All animals were killed after 6 weeks of being infected with
T. spiralis, and tissue samples were obtained for performing assessments
using direct methods, such as plate compression and artificial digestion
in order to look for the parasite load.

Results: Gonadectomized and infected pigs developed an acute
presentation of trichinellosis, their parasite load was statistically
higher compared to infected non-gonadectomized pigs using ANOVA
(P<0.01), and immune methods yielded positive results in both infected
groups of animals.

Conclusion: The timely diagnosis of Trichinella spiralis in pigs
using direct and random assessments by observing the presence
of infective worms in brain tissue, together with the detection of
anti-T. spiralis antibodies using indirect immunofluorescence and
immunoelectrotransference are both efficacious and efficient for the early
diagnosis of this infection in animals whose meat is about to be consumed
Key words: Trichinella spiralis, swine, swine diseases

INTRODUCCION

El descubrimiento de Trichinella spiralis se debe a James
Paget, estudiante de medicina en el hospital de San
Bartolomé en Londres, él observo el parasito en el musculo
del diafragma de un albaiil italiano de 51 afios que habia
muerto de tuberculosis. Y el zodlogo britanico Richard
Owen en el afio de 1835 estudi6 porciones de musculo del
caso de Paget y le dio el nombre de Trichinella spiralis
y el cual se ha reportado en casi todo el mundo con una
prevalencia alta en Europa, Asia y América del Sur'®.

Tiene tres estadios®:

* Larva infectante (LI), (Figural).
* Hembra adulto (HA) y Macho adulto (MA), (Figura 2).
e Larvarecién nacida (LRN)

La Trichinellosis constituye una enfermedad zoonotica
cosmopolita de origen alimentario, la causa el nematodo
T. spiralis. En México solo se le da importancia cuando
se presentan brotes, se ha detectado en 24 estados de la
Republica Mexicana. En estudios en Zacatecas México
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en los ultimos 5 afios se ha detectado en humano, perro,
cerdo y rata doméstica'*">,

La Trichinellosis es una enfermedad silenciosa ya que no
ocasiona de manera habitual la muerte pero si disminuye
la calidad de vida, por no presentar un cuadro clinico
definido en su inicio y que se confunde con enfermedades
gastrointestinales y cuando existe una carga parasitaria
importante las manifestaciones clinicas dependen del
estadio: fase intestinal, sistémica ¢ muscular, por este
motivo el sector salud no lo considera un problema de
salud publica, sin embargo sigue prevaleciendo en la
poblacién ya que se consume carne de cerdo elaborada
en forma tradicional la cual no destruye al parasito como
es el chorizo*, asi como que las familias tengan cerdos
que son alimentados con desperdicios de la cocina, cerdos
que no estan confinados y que son gonadectomizados para
tener mas grasa y habitualmente son consumidos en algiin
evento familiar.

Con un deficiente estado nutricional de estos animales
favoreciendo la infeccion por Trichinella spiralis'.

Tratamiento

Actualmente se ha evaluado el efecto del albandezol en
fase intestinal y muscular con un tratamiento de 14 dias
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Figura 1
Se observan LI de T.spiralis al microscopio 6ptico de luz
(10X) obtenidas de la técnica de digestion artificial en
embudo de separacion (Laboratorio de Biologia Celular y
Microbiologia de la UAZ).

teniendo un efecto satisfactorio al eliminar al parasito,
asi mismo se han tenido resultados favorables con el
Fluobendazol>%8.

Han sido evaluados tratamientos inmunologicos con
resultados satisfactorios™!".

El presente trabajo tiene el objetivo de: Evaluar la infeccion
de Trichinella spiralis en cerdos gonadectomizados.

MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo se realizo utilizando 9 cerdos de la
raza York de 4 meses de edad divididos en tres grupos: 3
cerdos control sano, 3 cerdos infectados con 7. spiralis y 3
cerdos gonadectomizados y posteriormente infectados con
Trichinella spiralis, todos los animales fueron sangrados
pre-tratamiento y pos-tratamiento para la deteccion de
anticuepos anti-7. spiralis por las técnicas inmunologicas,
Wester Blot ¢ Inmunofluorescencia indirecta, fueron
sacrificados a las 6 semanas de infeccion por 7. spiralis,
se obtuvo tejido para las técnicas directas de compresion
en placa y digestion artificial para evaluacion de carga
parasitaria.

Técnica de compresion de placa

Para la técnica de compresion en placa se utilizaron
aproximadamente 50 mg. de cada tejido, (masetero, lengua,
intercostales, diafragma, pierna, cola y cerebro), cada
muestra se coloco entre 2 laminillas y se comprimieron,
ocupando una area de 1 x 5 mm, se observo al microscopio
optico de luz (10x), y se realiz6 el conteo de 10 campos,
por triplicado’.

Técnica de digestion artificial

Se utilizaron muestras de 30 g. de tejido (masetero,
lengua, intercostales, diafragma, pierna), y se incubaron
a 37°C, en un tamiz de tul en forma de saco, suspendido
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Figura 2
Se observa en la parte superior A y B.-hembra y macho
adultos de T. spiralis y en la parte inferior C). El macho
adulto de T .spiralis y D). Hembra adulta de T. spiralis. Al
microscopio 6ptico de luz (10X) (Laboratorio de Biologia
Celular y Microbiologia. UAZ.).

en una solucion al 0.3 % de pepsina (10,000 U) y HCl al
37 % (0.2 M) en 500 ml de agua destilada, dentro de un
embudo de separacion; trascurridas 24 horas se procedi6 a
separar el paquete larvario con las LI, que se depositaron
en el fondo del embudo, se observaron en una camara
de newbawer al microscopio 6ptico de luz (10X)". y se
cuantificé el paquete’.

Obtencion del antigeno soluble total de Trichinella
spiralis.

Para la obtencion del antigeno se sacrificaron 4 ratas se
obtuvo el tejido infectado y se procesaron de acuerdo a lo
sefialado en la técnica de digestion artificial, después de 24
horas se procedi6 a separar las LI que se depositaron en el
fondo del embudo, las cuales, después de varios lavados
con solucion basica de fosfatos (PBS), se desengrasaron
con acetona absoluta a evaporacion y se mantuvieron en
PBS, luego se sonicaron con la finalidad de romper cuticula
y vaciar el contenido antigénico de las LI, se centrifugaron
a 3500 rpm por 1.5 horas, el sobrenadante fue el antigeno
soluble total (AST) mismo que se us6 como antigeno para
las diferentes pruebas en el modelo experimental con los
sueros problema*!314,

Determinacion de proteinas.

Para determinar que el antigeno tuviera la concentracion
adecuada de proteinas se obtuvo una curva estandar usando
albimina sérica bovina, ajustando la concentracion de
proteinas obtenidas a una densidad optica de 610 nm
mediante azul de Coomassie al 0,06 % preparado en HCI
al 2,2 %. Se interpol¢ el valor de la densidad oOptica del
antigeno, ala de la curva estandar de albimina, se obtuvo
la concentracion de proteinas contenidas en el extracto
antigénico?.

Corrimiento electroforético en Geles de
Poliacrilamida (EGPA).
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Para la fijacion del antigeno se realizé el corrimiento
electroforético, para esta técnica se usaron geles de 8x
10 cm, preparados con dodesil sulfato de sodio (SDS), en
condiciones reductoras con una concentracion al 11% del
gel separador y del 4% en el concentrador.

A cada carril se le colocaron 40 pL del antigeno,
equivalente a una concentracion de 36 pug de proteina;
la cual fue preparada por ebulliciéon por 5 min. en una
solucion reductora de Tris - HC1 1 M pH de 6.8; glicerol;
SDS al 2%; azul de bromofenol al 0.5%, etilen diamin
tetra acético (EDTA); agua, di- tiotreitol 5 Mm y 2-f
-mercaptoetanol al 5%.

El corrimiento se realizo en una camara de Protean II xi
Cell (Bio- Rad), por espacio de dos horas, usando 100
miliamperes por gel. Se continud con la tincion de uno
de los geles con el colorante azul de Coomassie G- 250
y su secado en membranas de celofan.

Se usaron los siguientes marcadores de pesos moleculares:
Fosforilasa (97 kDa), Albumina sérica bovina (68 kDa),
Ovo albiimina (43 kDa), Anhidrasa carbonica (24 kDa) y
Lisosima (14 kDa); el gel restante se uso para trasferencia
a papel de nitrocelulosa (NC)"".

Inmunodifusion doble (IDD)

Para la inmunodifusion doble se elabor6 un gel de agar
al 1 % en agua destilada con azida de sodio, para evitar
contaminacién; se coloco en una cantidad de 4,5 mL a
55°C sobre una laminilla de vidrio, una vez en forma
solida, se procedio a formar la roseta con un horadador,
procurando una equidistancia de 0,5 cm entre pozo y pozo;
la confrontacion se realizo colocando siempre el antigeno
en una cantidad de 10 puL (9 g) en el centro y, en torno
a éste, un suero de reactividad conocida, (en la misma
proporcion en volumen sin diluir), dejando a temperatura
ambiente en camara himeda de 24 a 48 horas, hasta
observar lineas de precipitacion entre el suero positivo
y el antigeno; luego se procedid a tefiir el gel con azul
brillante de Coomassie G 250, enun 25 % en volumen'®.

Inmunoelectrotransferencia (IET)

El producto obtenido del corrimiento en gel de
poliacrilamida se transfirié a papel de NC, utilizando la
camara de Transblot- Cell (Bio-Rad)® a 35 voltios, durante
toda la noche a 4°C.

El papel de NC fue tefiido con fast green (verde rapido) por
S min. con agitacion constante, se retir6 el colorante y fue
decolorado en agua destilada, para verificar transferencia
de las proteinas, se dejo secar y se cortaron las tiras del
ancho aproximado de cada carril (0,5 cm).

Transcurrido lo anterior, se procedi6 a cubrir cada tira con
una solucion de PBS- leche en polvo al 3% y azida de sodio
al 0,15% a 4°C, con agitacion constante por toda la noche.
Enseguida se lavaron 3 veces por 10 min. con PBS, se
continud con la incubacion por 1,5 hrs. con los sueros de
las ratas en una dilucién de 1:100 en PBS- leche en polvo
al 3% a 37°C con agitacion constante, posteriormente se
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lavaron en dos ocasiones con PBS- Tween 20 al 0.3% por
10 min. y tres mas con PBS otros 10 min. A continuacion
se incubaron con el segundo anticuerpo Anti-IgG de cerdo,
conjugado con peroxidasa 1: 2000 PBS- leche en polvo
al 3% por 1 hrs., a temperatura ambiente, con agitacion,
después se lavaron 2 veces con PBS- Tween 20 al 3% y
se enjuagaron con PBS, por 10 min.

El patrén de Bandeo de cada tira se reveld con 3,3°
diamino—benzidina (DAB), 50 mg en 100 mL de PBS,
usando, como sustrato, peroxido de hidrogeno al 37 %'".

Inmunofluorecencia indirecta (IFT)

Es una técnica muy sensible. Previamente se obtuvieron
por digestion artificial LI de 7. spiralis. A 10 pL de las LI
se les agregd 10 pL de los sueros a analizar y se incubaron
a temperatura ambiente por 45 minutos con agitacion
constante. Posteriormente se extrajo la fase liquida, se
realizaron 2 lavados con PBS con agitacion suave (por
10 minutos) y se extrajo nuevamente la fase liquida.
Al remanente se le adicionaron 10 pL,del conjugado
monovalente antigammaglobulina- anti cerdo con
fluoresceina (dilucion 1: 500) y se incubaron nuevamente
a temperatura ambiente por 45 minutos con agitacion
constante, después se lavaron nuevamente con PBS (por
10 minutos). A cada laminilla se le colocaron 10 pL de
larvas, se cubrieron con un cubreobjetos y se sellaron
con resina. Finalmente se observaron con un microscopio
confocal invertido Axiover 200 M.

RESULTADOS

En el grupo de cerdo control (FIG. 3) fueron negativas las
técnicas directas de compresion y digestion artificial y las
indirectas de IET y IFI.

En los cerdos gonadectomizados e infectados se presento
un ataque agudo de Trichinellosis con diarrea, fiebre
de 39 grados centigrados, piel eritematosa, lesiones en
articulaciones, edema periobitario (FIGS. 4 y 5), la carga
parasitaria fue estadisticamente significativa en relacion
a los cerdos infectados y sin gonadectomizar, P < 0,01),
por el método de ANOVA.

En el cerdo gonadectomizado e infectado se detectaron LI
de T spiralis en tejido cerebral con hemorragia petequial
adyacente.

El cerdo solo infectado con 7. spiralis presentd un cuadro
moderado de Trichinellosis, no se detectaron LI de T
spiralis en tejido cerebral.

Las técnicas inmunologicas fueron positivas en ambos
grupos gonadectomizado-infectado, y solo infectado.

En el cerdo infectado la técnica de IET (FIG. 6) (fue positiva
a diluciones de 1:1000 y en cerdo gonadectomizado e
infectado fue positivo a diluciones hasta de 1:10,000 (FIG.
7) la IFI fue mas importante en este grupo (FIG. 8).
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Figura 3
Cerdo normal sin infeccion y no gonadectomizado.

Figura 4. A.

Cerdo Gonadectomizado e infectado por 7. spiralis se
observa eritema de su piel y edema en parpado. B.- Corte
de cerebro del cerdo a la compresion se observa una LI de

T. spiralis con hemorragia petequial.
C.- Cerdo gonadectomizado en pata derecha se observa
dafio en la articulacion, eritema generalizado.
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Figura 5. A.

Se observa tejido de diafragma de cerdo infectado con 7.
spiralis 'y gonadectomizado por la técnica de compresion
en placa observada al microscopio optico de luz (10X) con

un promedio de 16 LI de 7. spiralis por campo. B.- Se
observa tejido de diafragma de cerdo infectado con 7
spiralis por la técnica de compresién en placa observada
al microscopio optico de luz ( 20X) con un promedio de 3
LI de T spiralis por campo.

48 kDa
45 kDa
42 kDa

Figura 6.

Se observa por la técnica de IET sueros de cerdos gona-
dectomizados e infectados con 7. spiralis (carriles del 1-4),
suero de cerdos infectados con 7. spiralis (carriles del 5-8)

auna dilucion de 1:1000 observandose el triplete de 42,45
y48 kDa., carril 9 suero control positivo y carril suero
control negativo.
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Figura 7
Se observa por la técnica de IET sueros de cerdos
gonadectomizados e infectados con 7. spiralis, dilucién de
1:6000-hasta 1:10,000, permaneciendo el triplete de 42,45
y 48 kDa.

DISCUSION

En el presente trabajo se llevo a cabo la reproduccion del
ciclo vital de Trichinella spiralis en cerdo gonadectomizado
e infectado, observando un cuadro clinico de ataque
agudo de trichinellosis, con edema periorbital, dafio en
articulaciones aumento de la temperatura y al comparar
la carga parasitaria con los cerdos solo infectados la
diferencia fue estadisticamente significativa en relacion
a los gonadectomizados e infectados, en cerebro se
observaron LI con hemorragia petequial y las técnicas
inmunolégicas fueron de mayor sensibilidad en los
gonadectomizados e infectados con 7. spiralis.

La gravedad de esta enfermedad depende de la carga
parasitaria, la edad del paciente, sexo, estado nutricional,
hormonal e inmunoldgico'*!%, habitualmente no causa
muerte, pero si una disminucién en la calidad de vida del
huésped. Se transmite accidentalmente al ingerir carne o
productos carnicos crudos o no bien cocidos de animales
infectados*">.

En las poblaciones rurales de México se acostumbra
de manera cotidiana el tener cerdos como parte de su
economia familiar, pero desafortunadamente se dejan
al libre pastoreo y estos acuden donde pueden encontrar
alimento, el cual es en espacios donde hay basura y en esta
se encuentra también la rata doméstica que es parte del
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Figura 8. A
Técnica de IFI de suero de cerdo infectado con 7. spiralis.
Por microscopia confocal con anticuerpos marcados con
anti IgG de cerdo predominio de la inmunofluorescencia
en la superficie del parasito, B.- Técnica de IFI de suero
de cerdo infectado con 7. spiralis y gonadectomizados por
microscopia confocal con anticuerpos marcados con anti
IgG de cerdo, existe predominio de la inmunofluorescencia
en la cavidad celomica del parasito.

ciclo de trasmision de esta parasitosis, rata-cerdo-humano,
asi mismo se acostumbra gonadectomizar a los cerdos para
que tengan aumento de peso y mejorar el sabor de su carne,
utilizando esta para algiin evento familiar y es cuando se
presentan los brotes®*!>13,

En Zacatecas, México existe una comida tipica que es el
asado de boda, el cual consiste en carne de cerdo frita en
trozos de tamafio medio y se agregan diferentes chiles y
condimentos, a pesar que es sometido a temperaturas de
mas de 400 grados centigrados en el centro no estd bien
cocida la carne y permite la viabilidad del parasito®.

El chorizo es carne de cerdo molida y condimentada con
chile y especies, que no es bien cocida y es una fuente de
contaminacion®* 13,

Siendo de vital importancia para evitar la infeccion de T.
spiralis 'y otras enfermedades el cocer adecuadamente la
carne por 60 minutos a 97 grados centigrados y de utilizar
olla de presion por 30 minutos®.

Se han desarrollado diferentes estrategias para el control de
las enfermedades parasitarias del hombre y sus animales
domésticos, entre ellas el manejo de los animales, la
educacion en el hombre, la seleccion genética, el uso de
farmacos antiparasitarios™* ¥, y la vacunacion™'".
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Los primeros cuatro métodos se conocen desde hace
mucho tiempo; sin embargo, no han producido los
resultados deseados o tienen serios inconvenientes y la
vacunacion no se ha cristalizado.

El contar con este modelo experimental que asemeja
las condiciones habituales de vida del cerdo es una
herramienta para el estudio de la Trichinellosis, y hacer
un diagnostico oportuno ya que desafortunadamente de
manera habitual no se realiza y sin embargo es una de
las zoonosis que sigue presente y aumenta el numero de
casos que no son diagnosticados ya que son confundidos
con otras patologias®!3.

CONCLUSIONES

Se logro la reproduccion del ciclo vital de Trichinella spiralis en
cerdos gonadectomizados e infectados, teniendo una carga
parasitaria estadisticamente significativa P < 0,01), por
el método de ANOVA en relacion de los solo infectados.

Se observo la presentacion de un cuadro clinico agudo caracteristicode
Trichinellosis.

La observacion de LI en tejido cerebral fue efectiva.

La deteccion de anticuerpos anti-7. spiralis. por técnicas
de IF1 y IET fuero de gran utilidad.
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