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Resumen

Trichinellosis Zoonosis endémica
reportada en el estado de Zacatecas
desde 1976, siendo su transmisor al
humano el cerdo por el consumo de
productos carnicos deficientemente
cocidos. En los ultimos 10 afios en todo el
mundo  desafortunadamente se ha
presentado un aumento de esta
parasitosis, de la cual solo se hace el
diagnéstico cuando hay brotes o es
evidente que el parasito este situado en
musculo estriado y hasta el momento no
hay un tratamiento definitivo.

Siendo el trasmisor al cerdo la rata.

Objetivo: Deteccién de Trichinella
spiralis en rata domestica del basurero
Municipal de Zacatecas.

de
los

Deteccidn
uno de

Material
Trichinella

y Métodos:
spiralis en

huéspedes que permiten su permanencia
como Zoonosis, analisis de 100
diafragmas de ratas domesticas y suero
del basurero municipal de Zacatecas.
Diagnéstico  por técnicas directas de

compresién y digestion artificial e
indirectas por Micro inmunodifusion
(MIDD), Inmunoelectrotrasferencia
(IET), reproduccion del modelo
experimental en rata Long Evans.

Resultados: Se detecto Trichinella
spiralis en 3 diafragmas de ratas
domesticas por técnica directa de

compresién y digestién artificial, y por
técnicas indirectas de MIDD vy IET.

Conclusiones: Se detecto Trichinella spiralis
en rata domestica, huésped que participa en
la permanencia de esta parasitosis como
Zoonosis.
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Summary

Trichinellosis endemic zoonosis, reported
in state of Zacatecas since 1976, the
transmissor to the human is the pig, for
the pork products, that are deficient
cook. In the last 10 years in all the world
unfortunately it had present an increase
of this parasitosis, wich single make the
diagnostic even exist breakout, or is
evident that the parasite is situating in
estriado muscle, even this moment don't
exist a definitive treatment.

And the transmissor is the pig to the rat.

Objective: Trichinella spiralis detection
in domestic rat from Zacatecas Municipal
dump.

Methods and material: In one of the
residents, which allow it permanence like

domestic rats of municipal dump.
Diagnostics for direct techniques of
compression and artificial digestion and
indirects for microinmunodifusion
(MIDD), and Inmunoelectrotransference
(IET), reproduction for of the
experimental model in Long Evan rats.

Results: We detect Trichinella spiralis in
3 diaphragms of domestic rats, for direct
techniques of compression and artificial
digestion, and for indirect techniques of
MIDD and IET.

Conclusions: We detect Trichinella
spiralis in domestic rat, resident that
participate in the permanence of this
parasitosis like zoonosis.

Key words: domestic rat | Trichinella spiralis

zoonosis, Analysis of 100 diaphragms of

ANTECEDENTES

Los principales huéspedes domésticos de la T. spiralis son la rata, el cerdo, el perro, el gato y
el hombre. El hombre adquiere la infeccién a través de la ingestidon de carne de cerdo cruda o
insuficientemente cocida, con larvas infectantes de (L.I) de T.spiralis (1).

En esta enfermedad se involucra los roedores del género Rattus en el ciclo biolégico del
mantenimiento y la transmision de la Trichinellosis.

La asociacion de los roedores con la epidemiologia de diferentes patégenos, de los cuales
actluan como reservorios, se ve favorecida porque constituyen el grupo mas numeroso dentro
de los mamiferos y por su capacidad de colonizar exitosamente todos los habitat utilizados por
el hombre.

Su potencial reproductivo les permite alcanzar densidades altas en cortos lapsos. En la
mayoria de las especies cada hembra adulta puede producir hasta cuatro camadas, con cuatro
crias en promedio por camada. El ciclo reproductivo es generalmente estacional con receso
invernal, su duraciéon puede variar segun las condiciones climaticas y la disponibilidad de
recursos, que también ocasionan cambios en la supervivencia. Esto genera un patrén
estacional de variacion en las abundancias poblacionales, pudiendo variar sus densidades entre
5y 20 veces desde su minimo valor en primavera hasta su maximo en otofio (2).

Diagnostico de Trichinellosis.
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Los métodos de deteccién en dos grandes grupos: Técnicas Directas: Compresion, Digestion
Artificial y PCR y Técnicas Indirectas: Microinmunodifusién (MIDD), Dot-ELISA,
Inmunoelectrotranferencia (IET) (3,4,5).

OBJETIVO

Deteccion de Trichinella spiralis en rata doméstica del basurero Municipal de Zacatecas.
México.

MATERIAL Y METODOS

GRUPO DE ESTUDIO

Se obtuvieron 100 ratas del basurero municipal de Zacatecas (Fotografia 1), de las cuales se
obtuvo suero para deteccion de anticuerpos anti-T.spiralis por técnica indirecta de
microinmunodifusidon e inmunoelectroforesis.

Fotografia 1.- Rata domestica del basurero Municipal de Zacatecas México.

TECNICAS DIRECTAS.

TECNICA DE COMPRESION.
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Se sacrificaron las ratas del basurero municipal usando vapores de halotan, obteniéndose por
diseccion toda la carne, se observd por compresién en placa, 0.5 g de los tejidos de diafragma,
macetero, lengua, intercostales y pierna, presionando cada uno entre dos laminillas de vidrio,
verificando la presencia de LI al microscopio 6ptico con el objetivo 10X (4).

Los tejidos se sometieron a técnica directa de digestion artificial, para aislar LI de Trichinella
spiralis.

Los tejidos positivos se utilizaran para la reproduccion del ciclo bioldgico de T. spiralis.

A B
Fotografia 2.- Técnica directa de digestion artificial: A.- Embudo de separacion conteniendo
tejido infectado con T. spiralis, B.- Larvas Infectantes de T. spiralis.
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METODOLOGIA

La fuente de antigeno fue de LI de T. spiralis para las diferentes pruebas realizadas en el
presente estudio fue a partir de la cepa que se ha seguido conservando en diferentes modelos
experimentales en el Bioterio de la Unidad Académica de Biologia Experimental, desde el
primer brote de Trichinellosis reportado en el Estado de Zacatecas, en Laguna del Carretero
municipio de Villanueva en 1976. Los animales utilizados para experimentacion fueron
proporcionados por el Bioterio de la misma institucion perteneciente a la Universidad
Auténoma de Zacatecas México.

TECNICA DE DIGESTION ARTIFICIAL, PARA OBTENCION DE LI DE

T. spiralis

El proceso se llevo a cabo a 37° C por 24 horas segun el método descrito por Herrera et al
1986, donde se colocan 30 g de tejido infectado triturado, en un tamiz de tul, en forma de
saco; suspendido en una solucion al 0.03 % de pepsina (10,000 U) y HCI al 37 % (0.2M) en
un litro de agua destilada en un embudo de separacion; transcurridas las 24 horas se procedid
a separar las LI que se depositaron en el fondo del embudo de separacién (Fotografia 2) (6).

OBTENCION DEL ANTIGENO SOLUBLE TOTAL DE T. spiralis

Con la obtencion de las LI de T.spiralis se sometieron a varios lavados con solucidn basica de
fosfatos (PBS), se desengrasaron con acetona absoluta a evaporacidon y se mantuvieron en
PBS, a continuacidon se procedié a sonicar con la finalidad de romper cuticula y vaciar el
contenido antigénico de las LI de T.spiralis, se centrifugd a 3500 rpm por 1.30 horas; el
sobrenadante contiene el antigeno soluble total (AST) mismo que se us6 como antigeno
soluble total de T.spiralis para las diferentes pruebas en los sueros problema (6).

DETERMINACION DE PROTEINAS.

Se obtuvo una curva estandar usando Albumina Sérica Bovina, segun la metodologia de
Bradford (7), ajustando la concentracién de proteinas obtenidas a una densidad éptica de 610
nm mediante azul de Coomassie al 0 .06 % preparado en HCl al 2.2 %.

Interpolando el valor de la densidad optica del antigeno, a la de la curva estandar de
albimina, se conocid el valor de la concentracién de proteinas contenidas en los dos tipos de
antigeno.

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO EN GELES DE POLIACRILAMIDA (EGPA) DEL
ANTIGENO SOLUBLE TOTAL DE T.spiralis

Se usaron geles de 8 X 10 cm., preparados con dodesil sulfato de sodio (SDS), en condiciones
reductoras segun lo propuesto por Laemmli (8) con una concentracion al 12% del gel
separador el cual se preparé como sigue: 3.84 ml. de Acrilamida-BisAcrilamida en una
relacién en proporcion de 30:08 % respectivamente, 2.4mL de Tris 1.5 M pH 8.8, 3.2 mL de
agua destilada, 100 uL de DSS al 10 % , 5 uL de Temed y 50 uL de persulfato de amonio al
10 % .

El gel del 4%, concentrador, se prepard con 1.33 ml de Acrilamida-BisAcrilamida con una
relacion en proporcion de 30:08 %, 2.5 ml de Tris 0.5 M pH 6.8, 6.1 mL de agua destilada,
100 pL de DSS al 10 %, 16 pL de Temed y 80 uL de persulfato de amonio al 10 %.

Deteccién de Trichinella Spiralis en Rata Doméstica del Basurero Municipal de Zacatecas
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050507/050713.pdf



http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050507/050713.pdf

REDVET. Revista electronica de Veterinaria 1695-7504
2007 Volumen VIII Nimero 5

A cada carril se le colocaron 40 pul del antigeno, equivalente a una concentracién de 36 pg de
proteina la cual fue preparada por ebullicion por 5 min., en una solucién reductora de Tris -
HCl 1 M pH de 6.8; glicerol; SDS al 2%; azul de bromo fenol al 0.5%, etilen diamin tetra
acético (EDTA); agua destilada, di- tiotreitol 5 Mm. y 2-B -mercaptoetanol al 5%.

El corrimiento se realizé en una camara de Protean II xi Cell (Bio- Rad), utilizando un buffer de
corrimiento preparado con 12 g de Tris, 57.6 g de Glicina, 40 ml de SDS al 10 %, y agua
destilada la necesaria para aforar a 1 L. Se deja correr por espacio de dos horas, usando 100
mili amperes por gel. Se continud con la tincién 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 albumina (43 kDa), Anhidrasa carbénica (24 kDa) y Lisosima (14
kDa); el otro gel se usé para transferencia a papel de nitrocelulosa (NC).

TECNICAS INDIRECTAS
MICRO INMUNO DIFUSION (MID)

Se elabord un gel de agar al 1 % en agua destilada con 0.01 g de 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, con una equidistancia
de 0.5 cm. entre pozo y pozo, la confrontacién se hizo colocando siempre el antigeno en una
cantidad de 20 pL (18 pg ) en el centro y en torno a éste los suero sin diluir, ocupando
siempre un suero control positivo y otro negativo, se dejé a temperatura ambiente en cdmara
himeda de 24 a 48 horas hasta la presencia de lineas de precipitacion entre el suero control
positivo y el antigeno; luego se procedid a teifiir el gel con azul brillante de Coomassie G 250
en un 25 % en volumen (9).

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

El producto obtenido del corrimiento en gel de Poliacrilamida se transfirié a papel de NC, de
acuerdo a lo descrito por Towbin (10), utilizando un buffer de transferencia preparado como
sigue: 6.05 g de Tris 0.025 M, 28.8 g de Glicina 0.19M, 200 mL de metanol al 20% vy agua
destilada la necesaria para aforar a 1 L. Utilizando la cdmara de Transblot- Cell (Bio—Rad®.) a
35 voltios, durante toda la noche a 4 ° C.

El papel de NC fue tenido con fast green (verde rapido) por 5 min. con agitacidon constante se
retird el colorante y fue decolorado en agua destilada para verificar transferencia de las
proteinas, se dejd secar y se cortaron las tiras de un ancho aproximado de cada carril de 0.5
cm.

Transcurrido lo anterior, se procedié a cubrir cada tira con una solucién de PBS- leche
descremada al 3% Yy 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 hr.
con los sueros problemas en una dilucién de 1:100 en PBS- leche en polvo al 3% a 37°C con
agitacion constante; se lavaron enseguida por dos ocasiones con PBS- Tween 20 al 0.3% por
10 min. y tres mas con PBS por 10 min. A continuacidn se incubo con el segundo anticuerpo
Anti- IgG de murino, conjugado con peroxidasa 1: 2000 PBS- leche en polvo al 3% por 1 hr a
temperatura ambiente, con agitacion; después se lavaron 2 veces con PBS- Tween 20 al 3% vy
se enjuagaron con PBS por 10 min.

El patron de Bandeo de cada tira se reveld con 3,3-DAB, 50 mg en 100 mL de PBS, usando,
como sustrato, peréxido de hidrégeno al 37%.
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REPRODUCCION DEL CICLO BIOLOGICO DE T. spiralis

Con el tejido encontrado positivo con LI de T. spiralis, por la técnica de compresion en placa,
se infectaron tres ratas Long Evans con la finalidad de reproducir el ciclo biolégico, comprobar
la infectividad de las LI de T.spiralis detectadas en tejido de ratas del basurero municipal de
Zacatecas. México.

RESULTADOS
CONCENTRACION PROTEICA DEL ANTIGENO:

La concentracion de proteinas del AST de T. spiralis determinada por el
método de Bradford resultéo con un valor de 0.80 ng /. de solucién el cual,
fue usado para todas las pruebas implementadas en los animales de estudio.

PATRON ANTIGENICO:

Al realizar la electroforesis en geles de Poliacrilamida de acuerdo a la técnica de
Laemmli ésta reveld la presencia de una serie de bandas, las cuales estan
comprendidas en un rango de 97 a 24 kDa, donde se puede observar, la presencia del
triplete inmunodominante caracteristico de T. spiralis que oscila entre 42, 45 y 48 kDa

Técnicas directas:

Se encontraron 3 ratas positivas por compresién y digestion artificial.
Al infectar tres ratas Long Evans por cada positivo, en todos hubo reproduccién del
ciclo vital de T. spiralis. (Fotografia 3).

Técnicas indirectas:
Para la MIDD, fue positiva en 3 animales.

Al desarrollar la técnica de IET usando una concentracion del antigeno de 36ul y
una dilucién del anticuerpo del 1:100, se not6 la presencia del reconocimiento de tres
determinantes antigénicos de 42, 45 y 48 kDa, T. spiralis en los sueros de las ratas
del basurero municipal se encontraron 3 positivos.

DISCUSION

En el presente estudio se detecto T.spiralis en la rata domestica del basurero municipal de
Zacatecas, donde desafortunadamente es un espacio que tienen colonizado y es una fuente
de diseminacion de enfermedades y que desafortunadamente permite que haya la
permanencia de esta zoonosis en el estado de Zacatecas

CONCLUSIONES

1.- Se detecto Trichinella spiralis en ratas domesticas del basurero municipal de
Zacatecas

2.- Las técnicas directas son menos sensibles que las indirectas, pero son
especificas.

3.- Con el tejido infectado con T.spiralis obtenido de rata domestica del basurero
Municipal de Zacatecas hubo reproducciéon del ciclo vital de T.spiralis comprobandose
su infectividad.
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Fotografia 3.- Reproduccion del ciclo vital de T. spiralis, al dar carne infectada con T. spiralis
i de rata domestica del basurero municipal de Zacatecas.
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