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RESUMEN

Las Zoonosis son enfermedades transmisibles entre los animales y el hombre.
La triquinelosis es una enfermedad zoonotica causada por diferentes especies,
subespecies y cepas de nematodos del género Trichinella. En humanos, la infeccion
mas prevalente es causada por T. spiralis la cual tiene una amplia distribucién en todo
el mundo, constituyendo un problema de salud publica.

Trichinella spp. son nematodos inusuales comparados con la mayoria de los
parasitos intracelulares. T. spiralis afecta a todos los mamiferos y puede ser
transmitida al hombre por la ingestibn de carne o productos carnicos mal cocidos o

crudos que contengan quistes viables.

Palabras Clave: Triquinela, triquinelosis, T. spiralis

ABSTRACT
Zoonosis are transmissible between animals and the man illnesses.
Trichinellosis is a zoonotic iliness caused by different species, subspecies and stumps
of nematodes of kind trichinella. In human, the infection more prevalent is caused by
T. spiralis which has a world wide distribution, constituting a problem of public health.
Trichinella spp. Are nematodes unusual compared with most of the intracellular
parasites. T. spiralis affect all the mammals and it can be transmitted to the man for

the meat ingestion or not cooked meat products or raw that contains viable cysts.
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INTRODUCCION

Las Zoonosis son enfermedades transmisibles entre los animales y el hombre,
cuyo origen conceptual se le atribuye a Rudolf Virchow. 2! La triquinelosis fue descrita
por Owen (1835), 1 es una enfermedad parasitaria causada por el nematodo
Trichinella spiralis, infecta el musculo de practicamente todos los mamiferos, se ha
reportado en casi todo el mundo, su prevalencia es alta en Europa y Asia. La
enfermedad en el ser humano se transmite por la ingesta de carne infectada y sus
productos crudos o mal cocidos, sobre todo de cerdo. !

La larva infectante (LI) de T. spiralis se encuentra en mamiferos incluyendo al
hombre, su ciclo bioldgico incluye 3 estadios; adultos, larva recién nacida (LRN) y larva

infectante (LI). %!

ESTUDIO DE LA TRICHINELLOSIS

El estudio de la triquinelosis es de capital importancia a nivel mundial tanto en
investigacion clinica como basica, ya que los hallazgos contribuyen a un mejor
diagnostico y sobretodo, conocer los mecanismos que participan en la induccién y
permanencia de la enfermedad causada por éste nematodo.

Existen un nimero importante de técnicas de diagnostico y modelos de estudio
animal utilizados para conocer los mecanismos de infeccion de la trichinellosis. Dentro
de los modelos de estudio animal estan el cerdo (principal vector de infeccion al
humano por el consumo de su carne), gato domestico, conejos Nueva Zelanda, ratas
Long Evans, ratones Balb/c, perro domestico, Hamster, entre otros. El presente trabajo
muestra un panorama de los modelos de estudio y pruebas de laboratorio en el

diagnostico de T. spiralis.

DIAGNOSTICO

El diagndstico de la triquinelosis se apoya en diferentes datos clinicos y pruebas
de laboratorio. [©1

La identificacion directa o indirecta del parasito permite la confirmacion del
diagndstico clinico, y se apoya en diferentes técnicas como son: La triquinoscopia
(compresion), la digestion artificial, el xenodiagndstico, andlisis histopatoldgico,
estudio parasitoscépico (coproparasitoscopicos), intradermorreaccion de Bachman,
reacciéon de floculacion con bentonita, ELISA, Western blot, inmunofluorescencia

indirecta, la inmunodifusién doble, entre otras. [78:10:11]
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En la presente trabajo se hace la descripcién de algunas técnicas utilizadas con
fines de diagnostico y de investigacion clinica-basica y sus resultados. Como modelo de

estudio animal hemos utilizado a la rata.

METODOLOGIA EN EL DIAGNOSTICO DE T. spiralis.

Modelo animal y método de infeccidn. Se utilizaron ratas Long Evans hembras con
una edad promedio de dos meses y medio, con un peso aproximado de 250 gramos.
Cada animal fue infectado con 500 LI de T. spiralis por via oral (trozo de carne
infectada) ( Xenodiagnéstico).

Determinacion del ciclo biolégico de T. spiralis en rata. Las ratas infectadas con
T. spiralis se sacrificaron desde el primer dia hasta el 30 post-infecciéon. Se obtuvo
suero, tejido intestinal (duodeno, yeyuno e ileon) y muscular (pierna, masetero,
lengua, diafragma). El suero se obtuvo para llevar a cabo la determinacién de la
respuesta inmune del huésped durante el ciclo biolégico de T. spiralis. Del dia 1 al 16
se realizaron cortes de tejido intestinal, asi como de los dias 1 al 40 los cortes
correspondieron a tejido muscular. Una parte del tejido se utilizo para la técnica de
Western blot (5 mg), otro para compresion en placa (50 mg de tejido entre 2
portaobjetos), otro para digestion artificial (60 gr.) y otro para inclusion en Tissue-Tek
(Sakura, O.C.T. 4583). A los tejidos musculares incluidos en Tissue-Tek, se realizaron
cortes para analizar la presencia de nematodos por inmunofluorescencia y otros para
tincién con hematoxilina-eosina.

Analisis histopatoldgico (Tincidbn con hematoxilina-eosina). El tejido en los
portaobjetos fue introducido 5 minutos en xileno., 3 minutos en alcohol etilico
absoluto., 3 minutos en alcohol etilico de 96°, agua potable y agua destilada (de
manera rapida), hematoxilina de Harris (por unos segundos), agua potable, alcohol
acido 1% (de manera rapida), agua potable, solucién saturada de carbonato de litio 2
minutos., agua potable, eosina (por unos segundos), agua potable, 2 cambios de
alcohol etilico de 96°, tres cambios de alcohol etilico absoluto, xileno (todos los pasos
anteriores fueron de 1 min.). Las preparaciones fueron montadas con resina sintética

(Sigma) quedando listas para su andlisis al microscopio (Figura 1). 23
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Figura 1. T. spiralis en tejido de ratas Long Evans: tincion con hematoxilina-eosina,

corte longitudinal. (A) Presencia de hembras adultas en vellosidades a nivel intestinal
(yeyuno) a los 7 dias post-infecciéon. (B) Célula nodriza en tejido muscular a los 30 dias

post-infeccion.

Triquinoscopia (compresioén). El trozo de carne infectada (50 mg de tejido) se
colocé entre dos portaobjetos fuertemente unidos para después observar al
microscopio. Si es positivo, se ven los quistes con larvas en su interior o éstos pueden
estar calcificados si corresponden a la fase clinica de un estado mayor de 24 meses

(Figura 2a y 2b).
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Figura 2(a). Conteo por el método de compresion del numero de nematodos en fase
intestinal de ratas Long Evans infectadas con T. spiralis. Esta técnica nos permite

analizar el ciclo biolégico de T. spiralis en un huésped.
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Figura 2(b). Conteo por el método de compresion del numero de nematodos en fase
muscular de ratas Long Evans infectadas con T. spiralis. Esta técnica nos permite

analizar el ciclo biolégico de T. spiralis en un huésped.

Xenodiagndstico. A partir de biopsias musculares infectadas, se da a comer a una
rata joven sana de laboratorio y al cabo de 3 a 4 semanas se examina mediante una
biopsia por compresion, digestion artificial o tincion con hematoxilina-eosina para
detectar larvas en los musculos.

Obtencion de LI de tejido infectado por la Técnica de Digestion Artificial. Las LI
viables se obtuvieron del musculo de ratas Long Evans infectadas con T. spiralis por
seis semanas, las cuales al sacrificarlas, se obtuvo el tejido muscular (pierna,
macetero, lengua, diafragma e intercostales) que fue molido. Se pesaron 60 gramos de
carne y se colocaron en un costal de tela de tul, el cual se introdujo en un embudo de
separacion para ser sometida a digestién con jugo gastrico artificial, preparado con 1
litro de agua destilada conteniendo pepsina a una concentracién de 10,000 UL, 3% de
HCL 0.2 N (pepsina 3.5 grs. mas 7 ml de HCL), manteniéndolo en incubaciéon por 24
horas a 37 ©C. Una vez digerido el musculo, se toma una muestra del fondo, mismo
que es resuspendido en una solucion de fosfatos (PBS) (Gibco BRL, Grand Island NY)
que se coloca en un portaobjetos y se analiza al microscopio. ¥ Si es positivo, se

observan larvas moviéndose activamente (Figura 3).
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Figura 3. Procedimiento de colocaciéon de la carne infectada en un embudo de

separacion conteniendo jugo gastrico artificial (Panel izquierdo). Después de 24 horas

se obtienen las larvas infectantes (Panel derecho).

Ciclo Bioldgico de T. spiralis. Es conocido que el ciclo biolégico de T. spiralis incluye
tres fases, la intestinal, sistémica y muscular. Para corroborar la infeccién de las ratas
con T. spiralis, se analizo el establecimiento de las larvas por medio de la técnica de

digestion artificial en la fase muscular. Los hallazgos se presentan en la Figura 4.

T. spiralis a nivel muscular (Digestidn artificial)
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Figura 4. Conteo por el método de digestion artificial del numero de nematodos en fase
muscular de ratas Long Evans infectadas con T. spiralis. Esta técnica nos permite

analizar el ciclo biolégico de T. spiralis en un huésped.

Obtencion del antigeno soluble (AS). A partir de LI obtenidas por digestion

artificial de musculo estriado de rata infectada con T. spiralis, el paquete larvario se
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lavd 3 veces con solucion de fosfatos salinos (PBS; pH de 7.2)(Gibco BRL, Grand Island
NY, USA, 21300-058), se le afiadié una 1ml de solucion de lisis que contiene: Triton X-
100 al 1%, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7.6 e inhibidor de proteasas
1 mM, PMSF (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, P-7626). En frid, las larvas con
el buffer de lisis se homogenizaron. El lisado se centrifugd por 10 minutos a 1600 g y
el sobrenadante fue recuperado. [**1 A los extractos solubles obtenidos se le determiné
la concentracién de proteinas mediante la técnica descrita por Bradford (1976). [*¢]
Este extracto sirve como antigeno para probar la respuesta inmune del huésped por las
técnicas de inmunodifusion, ELISA y Wester blot.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS). Del antigeno soluble
obtenido, 25 g de proteina se caracterizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE-SDS al 10%) de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli
(1970). 171

Western Blot e inmunodeteccidn. Las proteinas en los geles de poliacrilamida-SDS
fueron transferidas a papel de  nitrocelulosa (Amersham  Laboratories,
Buckinghamshire, England, RPN303C), como describié6 Towbin (1979). 18 Después,
para identificar los antigenos contra los que estan dirigidos los anticuerpos producidos
por el huésped, el blot fue tratado con el suero de ratas infectadas con T. spiralis con
una diluciéon 1:1000. Después, un anticuerpo anti-lgG de rata conjugado a peroxidasa
(Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, A-9044) dilucion 1:1500 es usado como
segundo anticuerpo, seguido por un sistema de deteccién quimioluminiscente (ECL,
RPN2106, Amersham, Little Chalfont, Buckinghamshire, England), que fue detectado
en una pelicula radiografica BioMax (Eastman Kodak Co, Rochester, NY, USA, 870-
1302) en un tiempo de 1 minuto.

Esta técnica es de gran utilidad para evaluar la respuesta inmune de las ratas
infectadas o individuos infectados con T. spralis. A través de esta técnica se encuentra
un reconocimiento de los determinantes antigénicos a partir del dia quinto (antigeno
de 67 Kd correspondiente a cuticula), mismo que correlaciona con el establecimiento
de las larvas a nivel intestinal. Este reconocimiento conforme pasan los dias post-
infeccion va en aumento, detectandose con mayor claridad los antigenos de 48, 45,

42 y 32 Kd, correspondiente a la cavidad celémica del nematodo (Figura 5).
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Figura 5. Respuesta inmune a la infeccién con T. spiralis en ratas Long Evans. Se
encontré una respuesta a partir del dia séptimo (67 Kd, correspondiente a cuticula y
48, 45, 42 y 32 Kd, correspondiente a cavidad celémica), con un incremento en el

reconocimiento antigénico en el vigésimo dia. Técnica de PAGE-SDS

Inmunofluorescencia: Los tejidos obtenidos de rata infectada colocados en los
portaobjetos fueron lavados con PBS, bloqueados con suero fetal bovino (SFB) al 3%
en PBS por 30 minutos e incubados por 1 hora con el suero de ratas infectadas con T.
spiralis, diluido 1:500 en 3% de SFB-PBS. Después del lavado, la incubacion del primer
anticuerpo es seguido por el segundo anticuerpo (1:100, F-9137: FITC sheep anti-rata
(Sigma Chemical Co., St Louis MO.) por 1 hora a temperatura ambiente. Después de 5
lavados con PBS, los cubreobjetos fueron montados con una mezcla de PBS-Glicerol y
analizados por microscopia confocal (Carl Zeiss, Axiovert 200M).

Esta técnica nos permite analizar a T. spiralis en los cortes de biopsias de
individuos infectados. Los nematodos van a ser fluorescentes ya que reaccionan con

los anticuerpos que genera el huésped contra estos nematodos (Figura 6).
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Figura 6. Inmunodeteccion por fluorescencia de T. spiralis en tejido de rata Long Evans
utilizando el suero de animales infectados. Larva en corte de tejido muscular (Panel A).
Larvas obtenidas de mdulsculo de rata infectada en donde se aprecian algunas
estructuras del nematodo que son reconocidas por los anticuerpos presentes en el

suero.

Inmunodifusién doble. Esta técnica nos permite de manera rapida detectar la
presencia de anticuerpos contra T. spiralis. Procedimiento: se preparan placas de
agarosa al 0.9%, se le hacen perforaciones en forma de roseta, en los pozos se coloca
al centro el antigeno obtenido de larvas de T. spiralis y en los periféricos los suero de

los paciente en estudio (Figura 7).
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Figura 7. Apreciacion de bandas reactivas o0 precipitantes por la técnica de
inmunodifusion doble. (0) Antigeno de T. spiralis. (1) Suero control negativo. (2) Suero

de rata infectada. (3) Suero de un paciente infectado.

CONCLUSION. Existe un numero amplio de técnicas de diagnostico asi como de
modelos animales para el estudio de la triquinelosis. Su utilizacibn depende de la
frecuencia con que se presenta esta enfermedad, asi como de un buen diagnostico que

acompafado con este tipo de pruebas confirmen la presencia de esta enfermedad.
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