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Introduccién: Trichinella spiralis es el parasito causante de
la Trichinellosis una zoonosis endémica en nuestro estado la
cual afecta a mamiferos entre ellos el humano. La principal
causa de infeccién para este es el consumo de carne mal
cocida de cerdo infectada con la larva infectante (LI) de T.
spiralis. El propdsito de este trabajo es determinar el efecto
que tiene la temperatura sobre este parasito para poder pro-
porcionar a la poblacién medidas profilacticas las cuales se
puedan poner en practica de manera sencilla y econémica
contra esta enfermedad. Material y Métodos: En este estudio
se utilizaron 2 modelos experimentales: A) 2 cerdos raza York
de 6 meses de edad (control y problema) el control sin infec-
cion y un problema infectado con T. spiralis para evaluar el
efecto de la temperatura (coccidn, frita, horno de microondas,
olla de presién, refrigeracion y congelacion) en la viabilidad e
Infectividad por medio de digestion artificial para obtener pa-
quete larvario y observacion directa al microscopio por com-
presidén para observar sus caracteristicas fisicas y B) 3 ratas
Long Evans se inocularon con muestras de carne( de cada
procesamiento de temperatura) infectada obtenida del mod-
elo de cerdo en cuanto a los resultados de los procedimientos
empleados a temperaturas altas (coccion vy frita) por compre-
sion en la coccidon a 96°C la viabilidad dié positiva hasta los
30 min. Después de este tiempo sus caracteristicas no fueron
viables (sus caracteristicas fisicas se observaron alteradas),
en cuanto a la Infectividad (capacidad de completar su ciclo
vital), se observo positiva hasta el minuto 30, después de este
tiempo la Infectividad fue negativa. La carne frita a 450°C la
viabilidad fue positiva hasta el minuto 60 igualmente la infec-
tividad, a temperaturas bajas (refrigeraciéon y congelacion), en
refrigeracion a 4°C analizada del dia 0 al 120 la viabilidad se
observé positiva hasta el dia 120 (es decir sus caracteristicas
fisicas no mostraron alteraciones) la Infectividad se observé
igualmente positiva hasta el dia 120 en cuanto al proceso de
congelacion a —20°C, —40°C y —50°C al dia 30 se observé
negativo al igual que la Infectividad que se observé negativa,
en el horno de microondas a temperatura media microondas
a un tiempo de 10, 20 y 30 minutos la viabilidad del parasito
se mostrd positiva al minuto 30 al igual que la Infectividad

positiva al minuto 30, en la carne sometida a cocimiento en
la olla de presién a los 30 minutos la Infectividad y viabilidad
fueron negativas.

Conclusion: Al observar los resultados obtenidos podemos
concluir que T. spiralis es un parasito con gran capacidad de
resistencia a condiciones extremas de temperatura, siendo
efectivo el cocimiento de la carne en la olla de presion a los
30 minutos la infectividad y viabilidad fue negativa, en caso
de no contar con olla de presion lo adecuado es cocer la
carne por 60 minutos a ebullicién y luego prepararla al gusto,
con estas medidas el parasito pierde viabilidad e infectivi-
dad.
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Trichinella spiralis.

Introduction: The Trichinellosis is caused by the parasite
Trichinella spiralis this is a endemic zoonosis in the state
which affected to a big number of mammals between they the
human, the principal cause of infection for this is the corrode
of infected meat of pig with infected wiss (IW) of T.spiralis bad
cooked, the purpose of this work was analyzed the tempera-
ture effect about the viability and the effectibity of Tspiralis
and established measures profilacticas against this illness
which can be of utility for the population and put in practice
in manner easy and economic. Material and methods: In this
study were used 2 experimental models: A) Two pigs York
race of 6 months old (control and problem) a control with-
out infection and a problem infected with T.spiralis to evalu-
ate the effect of the temperature (cooked, fry, microwave,
pressure cooker, refrigeration and freezing, in the viability
and infectivity in the way of artificial digestion for obtain wiss
packet and directly observation on microscope by the artifi-
cial for compression for observe its physical characteristics
and B) Three Long Evans rats enocularon with show submit
meat to the different temperature intervals, process of cook
and freezing, obtained of the pig model, about the result from




the employed proceeding to high temperature (cooked and en la viabilidad e infectividad de T. spiralis.
fry) for the method of compression in the cooked at 96 C the . j

viability gave positive until the minute 30 after this time the

infectivity was negative. The fry meat at 450°C the viability
was positive until the minute 60 equally the infectivity, at low
temperatures (refrigeration and freezing) in refrigerator at 4'C
analyzed of the day = at 120 the viability observed was posi-
tive until the day 120 ( it physical characteristics didn’t show
alterations) the infectivity observed equally positive until the
day 120 in the process of freezing until at-20°C, -40°C, -50°C
at the day 30 observed negative a equally at the infectivity the
observed negative, in the microwave to half temperature in a
time of 10,20,30 minutes the viability of the parasite showed
positive at the minute 30 equally that the positive infected at
minute 30, in the cook meat submit in pressure cooker at the
30 minutes the infectivity and viability were negative. Con-
clusion: Observing the obtain results we can conclude that
T-spiralis is a parasite with a big capacity of resistance at ex-
tremes conditions of temperature, being knowledge effective
of the meat in the pressure cooker at 30 minutes the infec-
tivity and viability is negative, in case of no count with pres-
sure cooker the adequate is cook the meat for 60 minutes at
boiling and then prepare at pleasure, with this measure the
parasite lost viability and infectivity.

Modelos experimentales

Dos cerdos de raza York (Fotografia No. 1A) de 6 meses de
edad, uno de ellos utilizado como control (cerdo sin infeccion)
el segundo cerdo fue infectado via oral con 1 LI de T. spiralis
por gramo de peso este fue sangrado cada 2 semanas y a
los sueros se les realizé Microinmunodifucion (MIDD), Inmu-
noelectrotransferencia (IET), para caracterizar la respuesta
inmune posteriormente, el cerdo fue sacrificado a las 8 se-
manas post-infeccion se tomaron muestras de tejido muscu-
lar (diafragma, macetero, lengua, piernas e intercostales), se
sometieron a los siguientes procesos (Cuadro No. 1):
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Introduccion

La Trichinellosis, es una enfermedad parasitaria causada por
el nematodo T. spiralis que afecta a mamiferos silvestres y
domésticos, esta se ha reportado en casi todo el mundo y su
prevalecia es alta en Europa y Asia, esta se trasmite de modo 5
accidental al hombre por ingestion de carne 0 productos Car-  Fotografia No. 1 Modelos experimentales: En A se muestran 2 cerdos raza York de
nicos crudos o insuficientemente cocinados, procedentes de aproximadamente 6 meses de edad , en B rata Longs Evans

animales infectados'.

I ——

La principal fuente de infeccion para el hombre es el cerdo. Refrigeracion (°C) 4
Es importante mencionar la dificultad y baja incidencia de Congelacion
deteccién de la enfermedad, el ineficiente control sanitario Temperatura (°C) 20 ‘ -40 ‘ -50

en la canal del cerdo contaminado y la practica frecuente de - - : SR
matanza clandestina en animales de trans-patio. EI Prop6sito | arieiai esto pars evaluar . viabiidad do 1 L1 e T spiais (caracieristicas focas do
de este trabajo es analizar el efecto que tiene la temperatu ra la célula nodriza), por medio de la observacién directa al microscopio dptico.

sobre este parasito para poder dar a la poblacion medidas
profilacticas las cuales se puedan poner en practica de ma- Teempo

nera sencilla y econdémica contra esta enfermedad. (minutos) 10 20

. e Carne sometida a la temperatura media en horno de micro hondas
Objetivo .
Tiempo
10 20 30

Evaluar el efecto de la temperatura en la viabilidad e infecti- (minutos)

Temperatura de coccion: 96°C v

30 ‘ 60

vidadde T. spiralis Carne Frita a temperatura: 450°C
g . . Tiempo 10 20 30 60
Justificacion (minutos)
Lo - o ) i ‘ Carne sometida a cocimiento en olla de presion I
En los ultimos anos la Trichinellosis ha tenido un asenso en —
.z lempo
todo el mundo, en la Unién Europea se han presentado bro- (minutos) 30 |

tes en Alemania, ltalia, Espana, Rusia, y en América, se han
presentado brotes en Chile y Argentina, en nuestro pais se
ha presentado en varios estados de la Republica Mexicana 3

donde no se habia reportado, y aun casos donde se habia
echo la inspeccidn sanitaria y se habia mantenido en refri-

geracion y posteriormente se habia utilizado para la elabo-
racion de salchicha como fue el caso de Alemania. De ahi la

importancia de una valoracion del efecto de la temperatura |3 carne sometida a estos procesos se di6 al modelo de

Muestras de carne infectada con T.spiralis obtenidas y so-
metidas a diferentes temperaturas y tiempos.



rata Long Evans (fotografia No.1 B) (3 ratas por cada una de
las muestras) para evaluar Infectividad, por técnicas directas
(compresion y digestion artificial) e indirectas (MIDD y IET).

Técnica de Compresion

Después de 12 semanas de infeccion se sacrificaron los mo-
delos experimentales (cerdo) obteniéndose por diseccion la
carne, se observd por compresion en placa, 0.5 g de los te-
jidos de diafragma, macetero, lengua, intercostales y pierna,
presionando cada uno entre dos laminillas de vidrio, verifi-
cando la presencia de LI de T. spiralis al microscopio 6ptico
con el objetivo 10X, 20 X 2,

Técnica de Digestion Artificial

107

El proceso se llevé a cabo a 37° C por 24 horas segun el
método descrito por Del Rio®, donde se colocan 30 g de teji-
do infectado triturado, en un tamiz de tul, en forma de saco;
suspendido en una solucion al 0.03% de pepsina (10,000 U)
y HCl al 37 % (0.2M) en un litro de agua destilada en un em-
budo de separacion; transcurridas las 24 horas se procedié
a separar las LI de T spiralis que se depositaron en el fondo
del embudo de separacion (Fotografia No. 2).

!
2 AL A \..J‘l}("rv-' !
Fotografia No. 2 Digestion artificial. En A se muestra embudo de separacion el cual
contiene solucién digestora (pepsina &cido clorhidrico) y saco con carne infectada
para la obtencién de paquete larvario. En B se muestran LI. de T. spiralis observadas
en el microscopio 6ptico con el objetivo de 20x.

El cerdo control recibié el mismo tratamiento.

Para caracterizar la respuesta inmune se obtuvo el antigeno
soluble total de T. spiralis.

Obtencidn del Antigeno Soluble Total de T. spiralis.

El cual se utiliza en las técnicas Indirectas se inicia su ob-
tencién con lo senalado en la digestion artificial, posterior de
la obtencion de las LI se sometieron a varios lavados con
solucion basica de fosfatos (PBS), se desengrasaron con
acetona absoluta a evaporacion y se mantuvieron en PBS,
a continuacion se procedio a sonicar con la finalidad de rom-
per cuticula 'y vaciar el contenido antigénico de las LI de T.
spiralis, se centrifugd a 3500 rpm por 1.50 horas; El sobrena-
dante contiene el antigeno soluble total (AST)* mismo que se
us6 como antigeno para las diferentes pruebas en el modelo
experimental porcino y murino.

B) Extraccion con Nitrégeno Liquido
Otra manera en que se obtuvo el antigeno de T. spiralis, fue
por medio de la extraccién con nitrégeno liquido, segun An-

diva y col’. Con algunas modificaciones®, se extrajeron las
larvas por medio de la técnica de digestion artificial anterior-
mente descrita, las LI de T. spiralis depositadas en el embu-
do de separacion se lavaron con PBS para retirar excesos de
la solucion artificial de jugos gastricos, se afiadié el nitrégeno
liquido en cantidad suficiente asegurando se cubrieran las LI
de T. spiralis durante 10 min.Y por estallamiento permitié la
salida de los componentes antigénicos. Se centrifugd a 3500
rpm por 1.5 hrs., el sobrenadante fue el antigeno, el cual fue
congelado hasta que se utilizé en las diferentes pruebas.

Determinacion de Proteinas

Se obtuvo una curva estandar usando Albumina Sérica Bovina,
segun la metodologia de Bradford’, ajustando la concentracion
de proteinas obtenidas a una densidad optica de 610 nm me-
diante azul de Coomassie al 0.06% preparado en HCl al 2.2%.

Interpolando el valor de la densidad éptica del antigeno,
a la de la curva estandar de albuimina, se conocio el valor
de la concentracion de proteinas contenidas en los dos
tipos de antigeno.

Corrimiento Electroforético en Geles de Poliacrilamida (EGPA).

Se usaron geles de 8 X 10 cm., preparados con dodesil sul-
fato de sodio (SDS), en condiciones reductoras segun lo
propuesto por Laemmli® con una concentracion al 12% del
gel separador el cual se prepard6 como sigue: 3.84 ml de
Acrilamida-Bis-Acrilamida en una relacion en proporcién de
30:08% respectivamente, 2.4ml de Tris 1.5 M pH 8.8, 3.2 ml
de agua destilada, 100 pl de DSS al 10% , 5 pl de Temed y
50 pl de persulfato de amonio al 10%.

El gel del 4%, concentrador, se preparé con 1.33 ml de
Acrilamida-Bis-Acrilamida con una relacién en propor-
cién 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 pl de persulfato de amonio al 10%.

A cada carril se le colocaron 40 pl del antigeno, equivalente a
una concentracion de 36 pg de proteina la cual fue preparada
por ebullicion por 5 min., en una solucidn reductora de Tris
- HCI' 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 2-3 -mercaptoetanol al 5%.

El corrimiento se realiz6 en una camara de Protean Il xi Cell
(Bio- Rad), utilizando un buffer de corrimiento preparado con
12 g de Tris, 57.6 g de Glicina, 40 ml de DSS al 10 %, y agua
destilada la necesaria para aforar a 1 L. Se dejo correr por es-
pacio de dos horas, usando 100 miliamperes por gel. Se conti-
nuo 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
albumina (43 kDa), Anhidrasa carbodnica (24 kDa) y Lisosima
(14 kDa); el otro gel se uso6 para transferencia a papel de
nitrocelulosa (NC).

Microinmunodifucién Doble (MIDD)

Se elabor6 un gel de agar al 1% en agua destilada con 0.01
g de azida de sodio, para evitar contaminacion; se colocé en
una cantidad de 4.5 ml a 55°C sobre una laminilla de vidrio,
una vez en forma soélida, se procedié 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 pug ) en el centro y en torno a
éste los suero sin diluir, ocupando siempre un suero con-
trol positivo y otro negativo, se dejé a temperatura ambiente
en camara humeda de 24 a 48 horas hasta la presencia de
lineas de precipitacion entre el suero control positivo y el
antigeno; luego se procedio a tefiir el gel con azul brillante de
Coomassie G 250 en un 25 % en volumen®.

Inmunoelectrotransferencia (IET)

El producto obtenido del corrimiento en gel de Poliacrilami-
da 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% y agua destilada la necesaria
para aforar a 1 L. Utilizando la camara 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 agitacion constante se retird el colorante y fue de-
colorado en agua destilada para verificar transferencia de las
proteinas, se dejo secar y se cortaron las tiras de un ancho
aproximado de cada carril de 0.5 cm.

Transcurrido lo anterior, se procedio a cubrir cada tira con una
solucién de PBS- leche descremada al 3% y azida de sodio al
0.15% a 4°C, con agitacion constante por toda la noche. En-
seguida se lavaron 3 veces por 10 min. con PBS, se continué
con la incubacién 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 continuacion se incubd con el segundo anticuer-
po Anti- IgG de cerdo o murino, conjugado con peroxidasa 1:
2000 PBS- leche en polvo al 3% por 1 hr. a temperatura am-
biente, con agitacion; después se lavaron 2 veces con PBS-
Tween 20 al 3% y se enjuagaron con PBS por 10 min.

El patréon de Bandeo de cada tira se reveld con 3,3-DAB, 50
mg en 100 ml de PBS, usando, como sustrato, perdxido de
hidrégeno al 37%.

Resultados

Caracteristicas del antigeno soluble de T. spiralis.

Al realizar al AST de T. spiralis detectamos la presencia de 3
bandas inmunodominantes (42, 45, 48 kDa) las cuales estan
en un rango de 12-97kDa con ambas extracciones.

Respuesta inmune por técnicas indirectas

La MIDD los resultados que observamos nos indican positivo
desde la cuarta semana se observo la presencia de bandas
de precipitacion en gel, caracteristicas de reconocimiento an-
tigeno — anticuerpo en el cerdo infectado y en las ratas Long
Evans (Fotografia No. 3) que hubo reproduccion del ciclo vi-
tal del parasito. Los controles fueron negativos.

En la IET se detecto la presencia del triplete de 42,45,48 kDa
asi mismo la banda de 67 kDa, estos presentes a partir de la se-
gunda semana post-infeccién del modelo experimental en cer-
do (fotografia No. 4) y murino, los controles fueron negativos.

Técnicas directas

De la compresiédn de los diferentes muisculos (macetero, lengua,
pierna, intercostales, diafragma) se observé LI de T. spiralis.

En la digestion artificial se detectaron LI de T. spiralis con
viabilidad hasta el dia 120 en carne refrigerada a 4 °C.

La carne sometida a coccién a 96°C por intervalos de tiempo
de 10,20,30 y 60 se obtuvieron LI de T. spiralis y su viabilidad
se mostrd positiva hasta el minuto 30 (fotografia No. 5) es
decir la morfologia del parasito estaba intacta al minuto 60
se observaron modificaciones esta muestra se mostré con
capacidad infectante hasta el minuto 30, frita a 450°C en los
mismos intervalos de temperatura de la muestra sometida a
coccion (10, 20, 30, y 60 min.). Se obtuvieron LI la viabilidad
se observo positiva hasta el minuto 60 al igual que la Infec-
tividad (fotografia No. 6) las muestras sometidas a tempe-
ratura media en el horno de microondas a un tiempo de 10,
20 y 30 minutos la viabilidad del parasito se mostré positiva
al minuto 30 al igual que la Infectividad positiva al minuto
30. La carne sometida a refrigeracion a 4°C en un intervalo
de 0 a 120 dias (analizada cada 10 dias) la viabilidad se
observo positiva hasta el dia 120 en cuanto a la infectividad
fue positiva hasta el dia 120 (fotografia No.7). La viabilidad e
Infectividad fueron positivas hasta el dia 120. Las sometidas
a congelacion a temperaturas de —20, -30, -50°C al dia 30, se
observaron no viables con modificaciones en su estructura la
Infectividad fue también negativa al dia 30, en la carne so-
metida a cocimiento en la olla de presion a los 30 minutos la
Infectividad y viabilidad fue negativa. El ciclo vital del parasito
no se reprodujo en el antes mencionado. Al mencionar noso-
tros que la viabilidad se mostré positiva nos referimos a sus
caracteristicas morfoldgicas que son las siguientes presen-
tando el caracteristico enrollamiento en forma de espiral de
color blanquecino, presenta cuerpo cuticular, abertura oral,
esofago, esticosoma, intestino medio, posterior y cloaca, el
cerdo control sometido a estos mismos procedimientos resul-
tando negativos todos los procedimientos.

Al dar carne infectada con T.spiralis obtenida del cerdo a la
rata Long Evans (fotografia No. 1) su Infectividad se observo
positiva, por técnicas directas e indirectas.

Cuadro 2 Resultados del sometimiento de la carne infectada con T.spiralis a

diferentes temperaturas y tiempos y efecto sobre la viabilidad e infectividad
TIEMPO

PROCEDIMIENTO (MINUTOS) VIABILIDAD INFECTIVIDAD
Cocciéna 96°C |10, 20, 30 y 60. + Hasta 30 min. + Hasta 30 min.
Frita a 450°C 10, 20, 30 y 60. + Hasta 60 min. + Hasta 60 min.
Refrigeracion
A 4°C Del dia 0 al 120. + Al dia 120. + Al dia 120.
Congelacion
-20°C Del dia 0 al 120. |- Al dia 30. - Al dia 30.
-40°C Del dia 0 al 120. - Al dia 30. - Al dia 30.
-50°C Del dia 0 al 120. - Al dia 30. - Al dia 30.

La temperatura juega un papel importante en la viabilidad
e infectividad de T. spiralis, y su tolerancia a bajas y altas




temperaturas explica muchos brotes que se han presentado
en donde la carne a pesar de ser sometida a refrigeracion,
fritura o incluso a coccion sigue siendo un vehiculo de conta-
minacion y trasmision de la Trichinellosis.

Conclusion

Al observar los resultados obtenidos podemos concluir que
T. spiralis es un parasito con gran capacidad de resistencia
a condiciones extremas de temperatura, siendo efectivo el
cocimiento de la carne en la olla de presion a los 30 minutos
la infectividad y viabilidad es negativa, en caso de no contar
con olla de presién lo adecuado es cocer la carne por 60
minutos a ebullicién y luego prepararla al gusto, con estas
medidas el parasito pierde viabilidad e infectividad.

Por lo cual concluimos que T. spiralis es un parasito con
gran capacidad de resistencia condiciones extremas de tem-
peratura, siendo de vital importancia el proceso de coccién
para evitar la infectividad y viabilidad del parasito.

Fotografia No. 3 MIDD. En A en
el orificio central 1 se deposité el
AST de T. spiralis en los orificios
periféricos 2 se deposito suero del
cerdo infectado y se observan las
bandas de precipitaciéon caracte-
risticas de la interaccion Ag-Ac.

Triplete
42,45,48 kDa

Fotografia No. 4 IET. En el carril A se observa el marcador de peso molecular que
va en un rango de 14-97 kDa, en el carril B se observa el corrimiento del AST de T.
spiralis en el se observan las bandas caracteristicas de T. spiralis, en C se observa
el corrimiento del suero del cerdo infectado en los diferentes tiempos de infeccién en
el cual se observaron las bandas de 42,46 y 48 kDa

Fotografia No. 5.- Se observa tejido infectado con Trichinella spiralis sometido
a coccién por 30 minutos, en A.- Compresién de tejido observada al microscopio
dptico 10 X en donde la LI de T.spiralis se ve refractaria, en B.- a 40 X se observa la
LI de T. spiralis sin su quiste pero viable y en C.- Digestion artificial del tejido anterior
donde LI de T. spiralis estan viables.

U e (
Fotografia No 6.- Se observa tejido infectado con Trichinella spiralis sometido al
proceso de fritura a 450°C por 30 minutos, A.- Tejido observado por compresion
al microscopio 10 X se detecta la LI de T. spiralis sin grandes modificaciones.
B.-Compresion al microscopio 40 X la LI de T.spiralis aparentemente normal. C.-
Digestion Artificial del tejido sometido al proceso de fritura, observado al microscopio
Optico a 10X, LI T. spiralis normales.

A B c

Fotografia No 7.- Se observa tejido infectado con Trichinella spiralis sometido a
refrigeracién por 120 dias a 4°C. A.- Compresion de tejido observado a microscopio
6ptico a 10 X LI de T. spiralis aparentemente normales. B.- Compresion de tejido
observado a microscopio 6ptico a 40 X donde la LI de T. spiralis se ven modificacion
de su interior. C.- Digestion artificial del tejido anterior y se observan las LI de T.
spiralis en semi-espiral sin modificaciones de su contenido.
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