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“DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LA VIABILIDAD DE Trichinella
spiralis EN CARNE DE CERDO SOMETIDA A DIFERENTES
CONDICIONES DE MANEJO Y CONSERVACION”

RESUMEN

Medina Lerena Miriam Susana, Ramirez Alvarez Agustin, Kihne Michael, Gonzélez
Aguilar Delia Guillermina, Ruvalcaba Barrera Silvia, Pacheco Gallardo Carlos.

La triquinosis es una enfermedad parasitaria zoonética de amplia distribucion mundial
producida por larvas y adultos del nematodo Trichinella spiralis. Afecta a los animales
domésticos y silvestres, puede transmitirse al hombre por la ingestiéon de carne cruda o
mal cocinada procedente de animales parasitados. En México la Norma Oficial Mexicana
NOM-194-SSA1-2004, establece que la carne de cerdo debe estar libre de Trichinella
spiralis, para considerarse apta para consumo humano. El objetivo del presente trabajo fue
determinar la viabilidad de larvas musculares de Trichinella spiralis, luego de someter
carne de cerdo infectada experimentalmente, a diferentes procedimientos de
conservacion. Se utilizaron tres cerdos machos destetados, los cuales se infectaron por
via oral a través de la ingesta de carne de rata infectada experimentalmente. Cada cerdo
consumié en promedio 5,000 larvas. Adicionalmente se conservé un cerdo como testigo.
Los cerdos se mantuvieron durante 105 dias, hasta que alcanzaron los 90 Kg de peso y
posteriormente fueron sacrificados. Para monitorear el progreso de la infeccién, se
determiné la presencia de anticuerpos, tomando cada 15 dias una muestra de sangre por
puncion en la vena yugular. Se encontraron anticuerpos en los tres cerdos objeto de
prueba. La respuesta inmunolégica manifestada por los niveles de anticuerpos se mantuvo
durante los 105 dias hasta el sacrificio. Ninguno de los cerdos infectados presenté signos
clinicos de la parasitosis durante el experimento. Para los tratamientos (congelacion,
- refrigeracién, secado, adobado y curado) se utilizaron los musculos del diafragma, de la
base de la lengua y maseteros entre otros. Antes de iniciar cada tratamiento, se realizd
una prueba de digestién artificial para observar el movimiento larvario. La carne .
seleccionada se mezclé6 y se fracciond en porciones de 50 g. El tratamiento de
congelacidn consisti6 en someter la carne a temperaturas de -18°C, -20°C. Para
refrigeracion se usaron de 0° y 4°C. El secado se realizé en horno-por 24 horas a 57°C y
60°C. El adobado se realizdé con dos productos comerciales y se refrigeré a 0° y 4°C. Para
el curado se introdujo la carne en salmuera al 3% y luego se refrigeré a 0° y 4°C. Las
fracciones de carne se conservaron por 105 dias y tras la digestion artificial de la carne de
cada tratamiento se realiz6 el conteo de las larvas. En primera instancia se determiné la
motilidad de las LM y para determinar la viabilidad de las mismas, se infectaron ratones
con esas larvas (100 £ 9 LM por ratén). La congelacién y el secado en estufa afectaron la
viabilidad de las larvas, ya que al reproducir la infeccién en ratones CD1, sacrificados
después de un mes de infectados no se encontraron larvas. La refrigeracion, con y sin
curado y adobado, no afecta la viabilidad de las LM y por consiguiente su capacidad
reproductiva, durante los 105 dias que duré el experimento. Estos resultados demuestran
que la congelacién y la coccién de la carne son los (nicos procedimientos que afectan la
viabilidad de la larva muscular. Adicionalmente se observd que las larvas musculares no
pierden su capacidad reproductiva luego de permanecer en refrigeracion, por mas de tres
meses.

Palabras claves: Trichinella spiralis, viabilidad, refrigeracién, secado, congelacion,
curado, adobado. ‘
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“DETERMINATION EXPERIMENTAL OF VIABILITY OF Trichinella spiralis
IN PORK MEAT SUBMITTED TO DIFFERENT CONDITIONS OF
HANDLING AND CONSERVATION”

ABSTRACT

Medina Lerena Miriam Susana, Ramirez Alvarez Agustin, Kiihne Michael, Gonzalez
Aguilar Delia Guillermina, Ruvalcaba Barrera Silvia, Pacheco Gallardo Carlos.

Trichinosis is a parasitic zoonotic of broad world distribution produced by larvae and adults
- of the nematode Trichinella spiralis. It affects domestic and wild animals, it may be
transmitted to man by the ingestion of raw meat or badly cooked which comes from
animals with parasites. In México the Official Mexican Norm NOM-194-SSA1-2004, sets
forth the pork meat must be free from Trichinella spiralis, to be regarded apt for human
consumption. in the foregoing paper the objective was to determine the viability of
muscular larvae of Trichinella spiralis, after submitting infected pork meat experimentally,
to different conservation procedures. To prepare the infected meat, were used three male
weanling pigs, which were infected orally through the ingestion of infected rat meat
experimentally. Each pig consumed in average 5,000 larvae. Additionally was used a pig
as withess. Pigs were kept during 105 days, until they reached a weight of 90 Kg, and later
they were sacrificed. To monitor the progress of the infection, the presence of antibodies
was determined, taking each two weeks a sample of blood by puncture in the jugular vein.
Were found antibodies in the three pigs subject of test. Immunological response
manifested by the antibody levels was kept during the 105 days until the sactrifice. None of
the infected pigs presented clinical signs during the experiment. For treatments (freezing,
refrigeration, drying, well-seasoned and hardened) were used the diaphragm, tongue base
muscles and masseters among others. Before starting each treatment, was ran an artificial
digestion test to watch the larvae movement. Selected meat was mixed and was fractioned
in 50 g portions. Freezing treatment consisted on submitting the meat to temperatures of -
18°C, -20°C. For refrigeration were used from 0° and 4°C. Drying was made in oven for 24
hours at 57°C-and 60°C. Well-seasoned was performed with two commercial products and
was refrigerated at 0° and 4°C. For hardening or curing, the meat was introduced in brine
at 3% and then it was refrigerated at 0° and 4°C. Meat portions were kept for 105 days and
after the artificial digestion of the meat of each treatment was performed the count of
larvae. First of all, the motility of the ML was determined and to determine the viability there
of, were infected mice with those larvae (100 £ 9 ML per mouse). Freezing and drying in
stove affected larvae viability, since by reproducing the infection in CD1 mice, sacrificed
one month after being infected, no larvae were found. Refrigeration, with and without
hardening or curing and well-seasoning, does not affect the ML viability and therefore, their
“reproductive capability, even for the 105 days which the experiment lasted. These results
demonstrate that freezing and cooking of meat are the only procedures which affect the
viability of the muscular larva. Additionally, it was observed that muscular larvae do not
lose their reproductive capability after being in refrigeration, even for more than three
months. ' _

Key words: Trichinella spiralis, viability, refrigeration, drying, freezing, hardening, well-
seasoned.
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1. INTRODUCCION

La triquinosis constituye una enfermedad parasitaria zoonética de amplia distribucion
mundial producida por larvas y adultos del nematodo Trichinella spiralis. Desde el
descubrimiento del parasito hasta nuestros dias se ha reconocido como una parasitosis
que representa gran importancia por el impacto socioecondmico que le causa
directamente a la salud humana o a la ganaderia. La enfermedad afecta a los animales
domesticos y silvestres, puede ser transmitida al hombre por la ingestion de carne cruda o
mal cocinada, procedente de animales que contienen larvas viables. De acuerdo con la

clasificacién de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal, esta parasitosis es incluida en

la lista B; la que comprende enfermedades transmisibles que se consideran importantes
desde el punto de vista socioecondémico y/o sanitario a nivel nacional y cuyas
repercusiones en el comercio internacional de animales y productos de origen animal son
considerables (OIE 2002).

En México, muchas infecciones humanas solo son detectadas durante rutinas de examen
post mortem. Debido a la baja intensidad de los sintomas la triquinosis puede pasar
inadvertida para el individuo y para el médico, quien ante la inespecificidad o escasa
claridad del cuadre clinico, lo correlaciona con otro padecimiento mas comuin, emitiendo
' un diagnéstico erroneo. Por lo que muchos casos esporadicos pasan desapercibidos o se
confunden con otras enfermedades (Abreu 1996; Tinoco ef al. 2002, Acha y‘ Szyfres 2003,
SIVE 2003). A pesar del establecimiento de programas de control, los brotes de triquinosis
humana estan constantemente presentes en diferentes partes del mundo, incluido México,

donde la frecuencia parece incrementarse en afios recientes (Aguilar et al; 2000).
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México el consumo de la carne de cerdo ha mantenido durante los dltimos afios un

constante crecimiento, por otra parte la produccién de carnicos de origen porcino mantiene

sus niveles de produccion gracias a la constante demanda. Los diferentes métodos de
conservacion de la carme de cerdo tanto fresca como procesada y en particular el empleo
de la congelacién, son sefialados por tener-un efecto sobre la viabilidad de la triquina.

-



Estudios sobre el efecto de conservacion de la carne en la viabilidad del parasito en
Mexico son escasos. Actualmente no existe campafia zcosanitaria para el control de esta
parasitosis, sin embargo se cuenta con resultados de diferentes estudios que refieren
sobre la prevalencia del parasito en la carne de cerdo.

La Norma Oficial Mexicana NOM-194-SSA1-2004 (Pkoductos y Setvicios. ESpecificaciones'
Sanitarias en los establecimientos dedicados al sacrificio y faenado de animales para
abasto, almacenamiento, transporte y expendio. Especificaciones sanitarias de productos)
establece que la carne de cerdo y equino deben de estar libres de Trichinella spiralis.
Lamentablemente la aplicacién de la Norrha en el capitulo inspeccién y muestreo para
determinar la presencia de Trichinella spiralis en Rastros no se lleva a cabo. De esa
manera no es posible gonocér la presencia, frecuencia 6 prevalencia del parasito por lo
que es dificii estimar la magnitud del riesgo para la salud publica. En el comercio
internacional de carne de cerdo significa un motivo de desaliento a la compra.

1.2. JUSTIFICACION

La triquinosis es una parasitosis que se transmite al hombre por consumo de carne
contaminada con larvas de Trichinelia spiralis. En algunos lugares la incidencia representa
un grave problema de salud pablica. La infeccién del cerdo puede ser a través del
consumo de carne de roedores con triguina.

La presencia de las larvas en la carne de cerdo puede diferenciarse entre larvas viables y
larvas no viables. La congelacion, la coccion o el curado de la carne de cerdo infestada

pueden tener efecto de destruccién de larvas.

En Méxibo no solamente se carece de informacion respecto a estudios realizados sobre la
viabilidad de las larvas de triquina sometidas a distintos métodos de conservacién 6
tratamiento de la came, sino que tampoco existen datos sobre la prevalencia del parasito
en carne de cerdo sacrificados en rastro. El propésito de este trabajo.es generar
informacion de manera experimental sobre la viabilidad de las larvas de triquina en carne
de cerdo sometida a diferentes métodos de manejo y conservacion, pretendiendo a través

de los resultados confirmar I_a eficacia de estos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Trichinella spiralis

Desde el descubrimiento de la Trichinella spiralis en 1835, hasta la mitad del siguiente
siglo, fue comun asumir que la triquinosis fue causada por esta especie, mas de un siglo
después ha sido reportada en mas de 100 hospedadores mamiferos infectados de forma
natural o experimentalmente, por lo que se creyé que podrian ser una solra especie en
muchos hospedadores especificos dispersos alrededor del mundo, hasta que en 1972 en
diversas areas geograficas se han descrito triquinas que aunque morfolégicamente son
similares, presentan sutiles diferencias en sus caracteristicas bioldgicas; investigadores
soviéticos determinaron que se trataba de varias especies (Acha y Szyfres 2003; Bruschi
et al. 2002, Martinez 2005, 2006).

2.2. TAXONOMIA

Clase nematoda.

Subclase Adenophorea (= Aphasmidia). sin fasmidios (érganos sensoriales situados
lateralmente en la regién caudal); papilas caudales ausentes o poco numerosas; eséfago
con una columna de células anchas denominadas esticocitos, que forman el esticosoma.
Orden Enoplida. existencia de anfidios sacciformes (6rganos sensoriales bilaterales
situados en la region cefalica); glandulas caudales inconstantes; las glandulas esofagicas

desembocan en la cavidad bucal o en la porcion proximal del eséfago.

Suborden Trichuroidea: cuerpo dividido en dos partes: anterior, delgada, con el eséfago y

sus anexos y posterior mas ancha, con el intestino y el aparato genital.
Familia Trichinellidae: la division del cuerpo es poco manifiesta; hembras viviparas.

Género Trichinella



Especie: Tan importante fue la enfermedad por Trichinella spiralis y su prevencién, que
nadie pensé que pudieran existir diferentes especies. Con el tiempb aparecieron
caracteres bioldgicos que hicieron evidente la existencia de mas de una especie,
actualmente se dividen en genotipos diferenciales: de T1 a T11. Ocho de estos son
reconocidos especificamente, con cinco especies encapsuladas que infectan solo
mamiferos y tres no encapsuladas que infectan aves y mamiferos, dos que infectan
reptiles y mamiferos; y tres cuya posicion taxonémica es aun incierta (T6, T8, y T9), pero
que infectan mamiferos. El género Trichinella se detalla en la tabla 2.2.1. El reservorio
principal es el cerdo y el jabali, jugando un papel muy importénte los roedores. La mayoria
de los casos humanos se producen por la especie Trichinella spiralis, aunque no deben
excluirse el riesgo potencial de adquirir la enfermedad por otras especies como Trichinella
pseudoespiralis, Trichinella nelsoni, Trichinella britovi y Trichinella nativa que pueden
desarrollarse (Pozio et al. 1992; Euzeby 2001, Valencia et al. 2003, Garcia et al. 2005,
Martinez 2002, 2005, 2006).

Cuadro 2.2.1. Especies del género Trichinella

Especie Distribucidn Huéspedes comunes
T1 T. spiralis* Mundial** Cerdos, ratas

T2 T. nativa® Artico ‘Osos

T3 T. britovi* Artico Zorros

T4 T. pseudoespiralis Mundial Aves, ratas

T5 T. murelli* Artico Osos

T6 * Artico Osos, pumas, lobos
T7 T. nelsoni* Africa tropical Hienas

T8 Sudafrica Panteras, hienas

T9 Japdn Animales salvajes

T10T. papuae
T11T. zimbawensis

* Especie encapsuiada en misculo

Papua New Guinea
Zimbabwe

**Excepto Australia e Islas del Pacifico

Cerdos, cocodrilos, reptiles

Cerdos, cocodrilos, reptiles

Fuente: Pozio et al. 1992

2.3. Ciclo epidemiolégico

La triquinosis es una infeccion parasitaria que se transmite por canibalismo entre animales
domésticos y animales silvestres. El hombre se infecta al comer carne cruda o mal
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cocinada con quistes de larvas musculares de triquina. En ocasiones suele infectarse por
la ingestion de carne infectada por otros animales como, el jabali, el caballo, el oso, la
foca, la morsa entre otros (Martinez 2008). Se describen dos ciclos, el doméstico vy el
silvestre. El primero cita dos variables: el urbano y el rural. En el ciclo urbano, ratas,
ratones y cerdo doméstico son los reservorios del parasito. En el ciclo rural participa el
cerdo de las explotaciones rurales. En el silvestre o natural participan los mamiferos
silvestres depredadores (Moreno 1993; Cordero et al. 2002). La fuente principal de
infeccion de los cerdos son los residuos (domiciliarios, de restaurantes y/o mataderos) que
contienen fibras musculares de origen porcino con larvas musculares de Trichinella spiralis
(Alvarez, 2005; Rodriguez et al. 1996).

El ciclo de vida es directo, se inicia tras la inges'tién de carne parasitada cruda o
insuficientemente cocida. El hombre y diversos animales domésticos tales como cerdos,
perros, gatos, roedores y otros animales silvestres son los hospedadores susceptibles
-seﬁalados con mayor frecuencia en la bibliografia. La evolucion de la triqguina en un
individuo se interrumpe en la fase de infeccién muscular, solamente podra proseguir su
evolucion en un segundo hospedador de la misma o diferente especie.

En los ultimos afos, la carne de caballo ha adquirido una gran importancia en las
infecciones con mortalidad por comer la carne mal cocida. Una situacién aparentemente
paradoja se produjo a raiz de la comunicacién de dos brotes epidémicos de triquinosis
ocurridos en Francia e ltalia en 1975 y'en Paris en 1985, cuyo origen fue debido al
consumo de carne de caballo, el cual se sabe que es herbivoro. Los caballos parasitados
procedian de paises del Este de Europa (Polonia, Rusia, Eslovaquia, ex Yugoslavia) y
Ameérica del Norte (Estados Unidos, Canada) y México, (Ancelle 1998, Pozio ef al. 1998,
1999). '

Las posibles vias por las que se infectan los equinos (y eventualmente otros herbivoros)
dando origen a brotes de triquinosis en el hombre son por: a) Ingestion de cereales
molidos, cuando una rata infectada ha penetrado en la trituradora y se ha molido junto con
el alimento; b) Lamer huesos que todavia tienen fragmentos de musculos adheridos; c)
Predacién de rataé; d) Ingestion de insectos carnivoros que contienen en su tubo digestivo
larvas viables y e) ingestién de forraje contaminado con heces de roedores parasitados



que han eliminado iarvas libres todavia encapsuladas en restos musculares. En un estudio
experimentalmente se comprobd que este animal, se puede infectar cuando al forraje se le
adicionaba carne infectada con quistes de Trichinefia spiralis (Martinez 2006).

En los cerdos, la transmision puede ocurrir por el consumo ocasional de roedores de
granja, animales domeésticos y salvajes o sus carrofias, como consecuencia del
canibalismo o por alimentarlos con residuos de carne cruda e insuficientemente cocida con
larvas de triquina o por otro cerdo, por coprofagia 0 por mordisquear la cola de otros
cerdos infectados (Valencia ef al. 2003; Acha y Szyfres 2003). Las ratas, debido
principalmente a sus habitos de canibalismo, mantienen y propagan [a infeccion en la
naturaleza (Martinez 1986, 2006).

2.4. CICLO BIOLOGICO

Los parasitos adultos se localizan en el intestino delgado y las fases larvarias en el tejido
muscular estriado y cardiaco (raramente en la musculatura lisa). Una vez ingerida la carne
parasitada, los jugos digestivos la digieren y las larvas quedan en libertad en el intestino,
donde répidaménte (cuarenta y ocho horas), se diferencian hembras y machos adultos.
Copulan en el lumen intestinal. Los machos son eliminados via heces del hospedador
posterior a su funcion geneésica y las hembras gravidas -que son viviparas- se localizan en .
el interior de la mucosa del duodeno y yeyuno. Entre el tercero y el quinto dia, comienza la
postura de larvas. Cada hembra coloca alrededor de 1.200 a 1.500 larvas las cuales
miden entre 80 y 120 micrones. Las larvas se profundizan en la mucosa intestinal,
penetrando a través de los capilares linfaticos y venosos llegando a la circulacion general
y diseminandose por todo el organismo, pero enquistandose sélo en la musculatura. Las
larvas se localizan en el interior de las fibras musculares, modificando su funcién y
estructura; al cabo de unos quince dias, quedan rodeadas de una envoltura consfituida por
la hipertrofia del glicocaliz en una capsula de colagena tipo IV y V, la cual mide entre 250 a
400 micrones y gue, no es visible a simple vista, aunque puede observarse con una lupa o
con un microscopio de poco aumento. Tiene un aspecto fusiforme o alargado, y contiene
enrollado en su interior una o varias larvas de triguina. Son muy escasos los registros que
documentan la presencia de mas de una larva por célula nodriza. La invasién de las larvas
en la musculatura, comienza alrededor del séptimo dia de ocurrida la infeccion y continua
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mientras existan hembras gravidas en el intestino. Al cabo de un mes, las larvas
completan su encapsulamiento. Algunas especies son resistentes a la infeccion, como la
cepa Balb/c de ratones. El depdsito de calcio en las paredes de la capsula en los caballos,
se inicia a los seis meses. En el ser humano, cerdo y otras especies, no se ha
documentado con precision el tiempo de calcificacién. Un mismo individuo es
sucesivamente, hospedador definitivo e intermediario del parasito, es definitivo cuando
alberga en su intestino las formas adultas, y es intermediario cuando las larvas se
localizan en su musculatura. Sin embargo, para completar todo su desarrollo, la triquina
requiere siempre de dos huéspedes (Fig. 2.4.1). Las larvas musculares infectantes
ingeridas con los masculos que las contienen pueden ser eliminadas antes de penetrar en
el epitelio intestinal y pueden sobrevivir durante al menos una semana en las heces
(Kazacos y Murrel 1995; Capo y Despommier 1996, Bruschi y Murrell 2002, De la Rosa y
Gomez 2004, Ribicich et al. 2004, Martinez 2006). La Trichinella spiralis permite mantener
al parasitoc muy cerca de la poblacién humana, en forma de infeccién de los cerdos de
traspatio y ofros animales como el caballo, que eventualmente y sin ningln control
sanitario, pueden usarse como carne de consumo (Urguharty et al. 2001; SIVE 2003,
Vignau 2004, Jiménez ef al 2005, Chavez et al.2006).

Figura 2.4.1. Ciclo de vida de la Trichinella spiralis; EI nematodo afecta a casi cualquier
mamifero, incluido el hombre. Se transmite por camivorismo. (1) Larvas viables en misculos, (2)
Consumo de carne parasitada, (3} Liberacion de larvas en estémago, (4) Crecimiento de las larvas
hasta fase adulta, (5) Copulacion y postura de larvas en lumen intestinal, (6} Penetracion de farvas
a la circulacion diseminandose a todo el organismo, (7) Enquistamiento de larvas en los miisculos.
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2.5. PATOLOGIA Y PATOGENIA DE LA TRIQUINOSIS EN HUMANOS

La patologia de la triquinosis depende del nimero de parasitos ingeridos y de la diversidad
de factores del hospedador, como la edad, sexo, grupo étnico y estado inmunoidgico. Hay
tres fases principales que puede manifestarse clinicamente; los casos graves siempre se
deben a infecciones intensas, por un lado son consecuencia de la agresion directa del
parasito durante su migracién y por otro lado de la reaccion inflamatoria desencadenada,
esta puede causar complicaciones cardiacas (miocarditis, insuficiencia cardiaca o
arritmias), neurolégicas (encefalitis, meningitis, convulsiones, alteraciones, visuales o
auditivas) o pulmonares (neumonitis, pleuresia). Numerosos casos en seres humanos son
subclinicos y estan relacionados con una infeccion de bajo nivel. Estas manifestaciones
clinicas aumentan en gravedad y pueden amenazar la vida del paciente. Los casos
mortales pueden ser consecuencia de miocarditis. Registrandose también casos leves,
moderados y graves (Abreu 19986; Hendrix 1999, Correa ef al. 2006).

2.5.1. Fases de la triquinosis en humanos

Fase intestinal: El hospedero potencial contrae la triquinosis al ingerir la carne parasitada
con larvas musculares enquistadas. El misculo se digiere y las larvas se liberan en el
estémago debido a la accién de los jugos gasiricos. Se inicia después de las 24 horas de
fa infeccidn y es causada por la penetracion y el movimiento de las larvas. La presencia de
los gusanos adultos en la mucosa intestinal, originan dolor abdominal de tipo célico
localizado en él mesogastrio, ndusea, vomito, cefalea, diaforesis y malestar general. Esta

descripcién del cuadro clinico se asemeja al de una intoxicacién alimentaria aguda.

Fase de migracion o invasién a misculos: Es debida a la ruptura de vasos sanguineos por
la migracién de las larvas recién nacidas y la reaccion inflamatoria que se presenta en
torno a los parasitos. Esta fa_se se caracteriza por la presencia de edema {que es mas
notable en cara y parpados), fiebre, fotofobia, conjuntivitis, dolor muscular (que se
exacerba con el ejercicio impidiendo en ocasiones la deambulacién o movilidad de la
regién afectada) e infarto ganglionar doloroso. Puede presentarse miocarditis, alteraciones
de tipo meningeo y cerebral, cefalea, insomnio, irritabilidad, convulsiones, vértigo,
disminucion de los reflejos osteotendinosos, decaimiento generalizado y pérdida de peso.



Fase de estado muscular: se presenta cuando las larvas recién nacidas se han
desarrollado en larvas musculares, estableciéndose y formado el quiste en los musculos.
El sintoma dominante es el dolor; que se exacerba con el ejercicio, sobre todo cuando los
parasitos mueren debido a ia reaccion i'nflamatoria causada por la liberacién de los
componentes somaticos del mismo (Correa ef al. 2006).

2.5.2. Fases de la triquinosis en animales

La enfermedad en los animales es siempre subclinica o al menos, no cursa con una
sintomatologia caracteristica. Solamente se han podido observar algunos sintomas en
individuos masivamente parasitados, después de una infeccién experimental.

La fase infestinal: Se produce un sindrome de enteritis hemorragica con posibilidad de
coblicos; diarrea, si es importante se prolonga, provoca deshidratacion. Estos sintomas se
manifiestan hacia el octave dia post-infeccion y son debidos al incremento de la

“contractibilidad del yeyuno, la destruccién de eritrocitos y la atrofia de las vellosidades.

Esta fase persiste aproximadamente tres meses (Euzéby 2001).

Fase muscular: Se inicia hacia el 15° dia y cursa con sintomas de miositis aguda variable
segun la localizacion de las larvas: provoca dificultad para la masticacion, disfagia,
dificultades locomotoras, prurito (en caso de la infeccion de los musculos cutaneos).
Segln el estudio de Gevrey (1989), la localizacion muscular de las larvas no siempre
produce sintomas; en el perro con una dosis infectante de 6,000 larvas puede no provocar
ningun trastorno (Euzéby 2001)'.

2.6. FORMAS DE DETECCléN DE Trichinella spiralis

Los métodos de inspeccion sanitaria en rastros tienen como uno de sus objetivos el evitar

enfermedades por el consumo de carne contaminada en los humanos. En recientes afios,
varios ensayos han sido desarrollados para detectar triquinosis en animales, asi como en

humanos (Venturiello et al. 1998, Ortega et al. 2001).



Para el diagnostico clinico de la triquinosis en humanos es muy importante el antecedente
de la inges'tién de carne de cerdo o de otros carnivoros involucrados en la transmision del
parasito, por ejemplo jabalies en Euroba y “rata de campo” en algunos estados del centro
de México, segun lo comentado por De-la-Rosa ef al. (1998).

- En el diagnéstico de la infeccion se usan métodos dire¢tos como la triquinoscopia
(observacién de larvas por compresion de muestras de musculo en el microscopio de

proyeccion) y la digestion artificial (digestion de muestras de midsculo y la observacién de
larvas en el sedimento); actualmente se emplean técnicas inmunoenzimaticas para
detectar anticuerpos contra antigenos de la larva muscular de Trichinella spiralis. Estas
pruebas, son el ELISA (Ensayo de inmunoabsorcion enzimatica) y, sus variantes como el
Dot —ELISA y la inmunoelectrotransferencia o “western blot’. Los métodos moleculares,
‘t:omo PCR (La reaccion en la cadena de la polimerasa) y el andlisis del ADN amplificado
al azar, han sido ut_ilizados principalmente para caracterizar genémicamente al parasito
(Van der Leek et al.1992; Costamagna et al. 2000, De la Rosa et al. 2001, Acha y Szyfres
2003, Vacio et al. 2003, N&ckler ef al. 2004).

La triquinoscopia es el método directo aplicable a muestras de carne fresca que posibilita
visualizar el parasito de Trichinella spiralis encapsulado. Esta técnica permite detectar
cargas iguales o mayores a 3 larvas por gramo (Montali y Plaza 1997). Sin embargo es
menos sensible que la digestion artificial. Muchos autores consideran que 15 o mas larvas
por gramo de mdsculo son necesarias para la deteccion usando triquinoscopia, mientras
que la digestion artificial solo requiere de 4 larvas por gramo (Vignau ef al. 1997, 2003).

La fécnica de digestion artificial es un método directo que permite el aislamiento,
visualizacién y cuantificacion de larvas de Trichinella spiralis, en trozos de musculos 0
productos elaborados con carne de animales susceptibles de padecer la enfermedad. La
ven-taja gue tiene es ser econdémica, pero por el tiempo de desarrollo de la misma no es
practica su aplicacion para diagnostico en rastros. La. técnica de compresion o
triquinoscopia también tiene la ventaja de ser economica y rapida, pero la desventaja es
su baja sensibilidad y depende de la experiencia del operador (Serrano ef al. 1999;
Berumen ef al. 2002). |
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L.os métodos serolbgicos, en particular la prueba de ELISA, provee oportunidades para la
deteccién de anticuerpos contra Trichinella spiralis en cerdos y humanos. El ELISA tiene
una gran sensibilidad para detectar la inmunoglobulina G (IgG) especifica contra antigenos
de Trichinella spiralis. Sin embargo, tiene la desventaja que los anticuerpos son
detectables a partir de la segunda-tercera semana de infeccién (Gamble ef al. 1988;
Arriaga et al. 1993, De la Rosa et al. 1995; Flores ef al. 1996, Ribicich et al. 2000, 2004,
Bartoloni 1999, Wee et al. 2001, Contreras et al. 2001).

En México la Norma Oficial Mexicana incluye en el programa de muestreo y método de
diagnéstico basado en el proceso de digestion artificial por la Secretaria de Salud 2004
(Diario Oficial de la Federacion 2004). El método de eleccion segun el Sistema Nacional -
de Sanidad Animal (SENASA) debe ser la digestion artificial. No obstante el control
definitivo de la triquinosis e‘n el hombre depende del control de la parasitosis en los
reservorios (Venturiello et al. 2003; Vignau 2004).

La inmunoelectrotransferencia tiene una sensibilidad y especificidad diagnéstica del 100%
ya que se identifican antigenos de 45, 49 y 55 kDa de peso molecular en los productos de
excrecion secrecion de la larva muscular (SIVE 2003). Los métodos basados en la
reaccidn en cadena polimerasa (PCR) se consideran inapropiados al momento de la
inspeccidon de carne en los rastros, debido a la dificultad de realizacién y costo, pero son
ttiles para la identificacién del genotipo de las larvas aisladas de tejidos animales y
humanos (Moreno 1993).

2.7. RESISTENCIA DE LAS LARVAS

Las larvas musculares de Trichinella spiralis tienen una sobrevivencia en los cadaveres de
hasta seis meses, incluso en estado de descomposicion. En carnes putrefactas se han
encontrado larvas vivas, lo que facilita la infeccion en animales que comen carrofia. Son
varios los métodos en el proceso de la carne que se pueden seguir para destruir a las
larvas musculares, fos cuales incluyen coccién, congelacién o curado, irradiacion y
liofilizacion. La sal puede producir una reaccion en la actividad metabélica del parasito a
diferentes temperaturas, su eficiencia depende de la concentracion de NaCl, nitratos y
nitritos, de la temperatura y del tiempo. Parece ser que Trichinella spiralis sobrevive a la
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fase de equilibrio salino en los procesos de curado, pero comienza a morir a partir de fa
primera semana, sin sobrevivencia un mes. El ahumado o desecacion de carne de cerdo
no son métodos seguros para matar las larvas de triquina. La congelacién es un método
para desnaturalizar a las triquinas en la carne, siendo reportado como efectivo para matar |
triquinas (Dunn 1983; Libby 1996, Lawrie 1998, Moreno 2003).

La congelacion es eficaz para matar las larvas de Trichinella spiralis que se encuentran en
las carnes o productos carnicos. Los cortes que no excedan de 15 cm de espesor deben
someterse a congelacion de -15°C por 20 dias, a -20°C por 10 dias 0 a -30°C por 6 dias,
estas temperaturas son suficientes para matar a las larvas. (Rodriguez et al. 1996; Pozio
ot al. 1993, 2006). La coccidn a 57°C es suficiente para inactivar a los pafésitos ya71°C
para asegurar la destruccion de todas las larvas, esta temperatura se alcanza cuando la
coccion llega al centro de ia pieza de carne. Se considera que en la coccién en horno de
microondas a menudo se producen “zonas frias” en la carne y es menos eficaz para
destruir Iés larvas, porque el calor que produce no es uniforme y puede dejar porciones de
carne con parasitos vivos. La.refrigeraéi()n no es recomendable como medida de control
de las larvas en carne fresca y procesada (Libby 1996; Hendrix 1999, Acha y Szyfres
2003).

La destruccidn de la Trichinella spiralis puede ser la relacion entre el tiempo y la
temperatura (Kotula ef al.1983). Sin embargo, la informacién cientifica reciente sobre la
distribucién geografica de la especie del Trichinella y la capacidad de algunas especies
para tolerar la congelacién, ha levantado dudas sobre la eficacia de las técnicas de
congelacion comerciales para matar a larvas de Trichinella en el cerdo previsto para el

consumo humano (Murrel y Pozio 2000).

2.8. CONTROL DE LA TRIQUINOSIS

Segun Murrel (1985) el control de la enfermedad de la triquinosis encierra niveles de
intervencion definidos y complementados, entre ellos: produccion de cerdos (la

prevencién), sacrificio y procesado (la deteccién) y consumidores (la inactivacion). La -
Comisiéon Internacional sobre Trichinellosis ha generado, a través de un grupo de

12



expertos, un documento con las recomendaciones y la descripcion de los métodos para
controlar la enfermedad en humanos y animales (Bessonov et al. 2000).

La nueva directiva relacionada con la inspeccion de Trichinella de los Estadps miembros
de la UE sugieren para la bisqueda de Trichinelia en la carne optimizar pfotocolos para
ios procedimientos de la deteccidon de larvas a nivel rastro, para garantizar la carne de
consumo y prevenir la distribucion de carne contaminada (Webster et al. 2008).

2.9. ANTECEDENTES

La descripcién de Trichinella spiralis y el descubrimiento de su ciclo parasitario data del
siglo XIX. Hilton (1828) y Peacock (1833) observaron las cépéulas de Trichinella por
primera vez, pero el descubrimiento de este parasito fue hecho realmente por un
estudiante de primer afio de medicina, quien después llegd a ser el famoso cirujano Sir
James Paget. En 1835 estando en un curso de diseccion en el hospital de San Bartolomé
en Londres, el joven estudiante de medicina, observé unos pequefios granos blancos en la
carne de un cadaver y decidié examinarlos al microscopio. El expuso los resultados
completos de sus observaciones durante una reunion del Club de Estudiantes del hospital.
Simultaneamente Richard Owen publicd la descripciéon de un parasito como una nueva
especie que €|l nombro como Trichina spiralis ante la Sociedad Zoolégica de Londres
(Martinez 1985). |

En 1895, el francés Alcide Railliet encontré que el nombre de Trichina habia sido atribuido
en 1830 a un género de insecto proponiendo el nombre de Triquinella el cual fue
aceptado. El hallazgo mas antiguo de Trichinella se remota al afio 1200 a. C. y se realiz
en 1974 en un musculo intercostal de una momia egipcia. Se cree que varias epidemias
descritas en la historia (Sicilia en 427 a.C. y en Oriente Medio) se debieron a este parasito
(Correa et al. 2006). | |

El descubrimiento del ciclo parasitario ayud6 para las observaciones de Dujardin y Von
Siebold en 1840, quienes reconocieron que el parasito en el masculo aparece en forma
inmadura (larva). En 1846, un estudiante de medicina de Filadelfia Joseph Leidy observo
los quistes de triquina en la carne de cerdo y los consideré de la misma especie que los
antes hallados en el hombre (Martinez 2005).
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En 1851 Herbest, demostro la transmision de la Trichinella mediante la ingestion de came
contaminada. En 1859 Rudolf Virchow infecté un perro con la carne proveniente de un
cadaver con larvas de Trichinella, algunos dias después el perro murid y encontré en el
intestino pequefios nematodos adultos de este pardsito. En 1859 y 1860 tres alemanes
Emil Zenker, Rudolf Virchow y Karl Leuckart, descubren el ciclo biolégico, al demostrar
gue los quistes d-e triquina se convierten en gusanos adultos en pocos dias cuando se los
administraron a ciertos animales en experimentacion.

En 1860, Wihelm Friedrich Von Zenker en Dresden, identifica larvas vivas en la diseccién
de musculos al practicar una autopsia a una campesina de 20 afios de edad; quien habia
sufrido dolores musculares muy fuertes. En ella descubre las formas intestinales y miles
de larvas enquistadas en los musculos. Los resultados le permitieron concluir que la
infeccion se debi6 a la ingestion de saichichas crudas. El observé los aduitos en los
intestinos y enconiré que las larvas son diseminadas por la circulacion linfatica. Virchow
observé la maduracién rapida en intestino asi como las larvas en ganglios mesentéricos y
en fibras musculares. Leuckart descubri6 los embriones de larvas en hembras adultas que
estaban en intestino. En 1860, Zenker puso de manifiesto la importancia meédica y
sanitaria de la triquinosis (Martinez 1985; Soule ef al. 1991, Vega 1991).

En 1862, Wilhelm Friedreich hizo un diagnéstico clinico de un paciente en quien encontrd
las larvas de triquina en la biopsia practicada de los biceps. La triquinoscopia fue
introducida por el decano Brunswick en 1863, que hasta finales del siglo XIX, fue el unico
método de diagnéstico. En 1896 Brown observd una elevacion importante de eosindfilos
en sangre periférica y es cuando se considera la eosinofilia como un signo importante para
el diagnéstiéo de triquinosis.

La formacién de la raza porcina Yorkshire en Ingiaterra fue la causa principal de la
introduccién desde Asia Oriental, China y lo que hoy es Vietnam, de ejemplares Sus scrofa
para aumentar la produccién de tocino de las estirpes del tronco celta existentes en el
Reino Unido. El éxito del trabajo de estos protogenetistas se difundié con rapidez por toda
Europa y América del Norte; con los nuevos cerdos mejorados también habia presencia de
Trichinella spiralis (Martinez 2005). |
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En 1881 las contaminaciones eran frecuentes y constantes al sur de Francia por las
carnes américanas de las cuales las importaciones aumentaban considerablemente. Un
decreto del 18 de febrero de 1881 prohibe la entrada a Francia de carne comprada en
Ameérica, instalandose un laboratorio en el puerto de Havre para controlar la llegada de la
carne. En 1890 el gobierno americano, decide realizar el control por triquinoscopié sobre
las carnes de cerdo destinadas a exportacién, esto por un embargo decretado por la
mayor parte de los paises europeos sobre las carnes de cerdo provenientes de los
Estados Unidos. Este control seria abandonado quince afios mas tarde por razones
comerciales. De 1930 a 1940 varias investigaciones realizadas en mdsculos provenientes
de autopsias revelaron parametros de infeccion de 16% a 28% de la poblacion humana en
Estados Unidos (Zimmerman 1970).

Las medidas de salud publica fueron entonces difundidas. En 1991, en estudios
antropoldgicos de momias americanas, Benno Reinhard describié restos identificados
como Trichinella spiralis (Correa et al. 2006).

2.10. LA TRIQUINOSIS EN EL MUNDO
2.10.1. La triquinosis en Europa

Las Normas internacionales para el control de las canales de cerdo en los mataderos han
supuesto un importante retroceso de ésta enfermedad en los paises occidentales, cuya
incidencia sin embargo, sigue siendo alta en las poblaciones rurales de Europa (AnCeiIe
1998; Cook 2001).

En Europa la causa de triquinosis, suele ser la carne o productos derivados, procedente
de cerdos o caballos infectados (ya sea de granja o silvestres), las medidas sanitarias son
muy estrictas para el controi de la enfermedad (Desenclos, 1999). Por lo tanto, todos los
paises de la Unién Europea (UE) realizan la inspeccién oficial obligatoria de los animales
sacrificados previstos para que la exportacién prevenga la distribucion de la carne
infectada a los consumidores. Los costos para la inspeccién del cerdo en la UE se
estiman a 570 millones anualmente (Webster ef al. 2006).
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En varios paises europeos, la infeccion por carne de oso o jabali desempefia un papel
creciente en [a epidemiologia de la enfermedad y se han descrito bl;otes en
Checoslovaquia y la antigua Union Soviética, en esta Ultima se tiene el habito de consumir
tocino crudo considerado como una de las principales fuentes de infeccion. En Estados
Unidos se comprobé que en algunos grupos étnicos, tales como italianos, alemanes y
polacbs, la prevalecia es mas alta que en el resto de la poblacién, debido a su preferencia
por productos porcinos que se procesan con una temperatura insuficiente para destruir las
larvas (Acha y Szyfres 2003). En el presente, la triquinosis es considerada como una

infeccién emergente debido al incremento en la prevalencia en paises como Bulgaria,

Rumania, ex Yugoslavia, Croacia, Lituania, Rusia (Garcia et al. 2005). Algunos de los

nuevos Estados miembros de la UE (Latvia, Lituania y Estonia) tienen brotes cada afio
(Webster ef al. 2006).

- 2.10.2. La triquinosis en Asia

En Asia, la triquinosis humana empezd a considerarse importante solo en los afios
sesenta y setenta. En Tailandia, el primer brote se presenté en 1962, en el norte del pais
y desde ese afio hasta 1973 se registraron 975 casos, con 58 defunciones. El primer brote
en 1974 en Japoén, afectd a 15 personas, el segundo a 12 personas en 1980 y el fercero a
60 personas en 1981. En China se han encontrado larvas en cerdo, perro, ovinos y osos
(Acha y Szyfres 2003). |

2.10.3. La triguinosis en America

La primera demostracion cientifica de Trichinella spiralis en América latina fue en 1863, a
partir de un cerdo —adquirido en Valparaiso- Chile por una tripulacién de un barco aleman. '
El parasito que fue identificado en el tejido muscular del animal y en uno de los marineros
muertos por sintomas y signos tipicos de triquinosis. Desde ese momento se hicieron
descripciones de la enfermedad en distintos paises: Cuba, Argentina, Uruguay y Chile
(Steffan 2006). |

En Argentina y Chile, lo mas comln es que los brotes se originen en areas rurales y

algunas fuentes de infeccion se encuentren en lugares donde los animales son
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sacrificados por su duefio sin inspeccidn sanitaria. En estos paises la enfermedad tiene
una prevalencia de 2 al 5% y constituye un importante problema en salud publica. El
sacrificio domiciliario sin inspeccién veterinaria es probablemente la fuente mas importante
para que la enfermedad mantenga una condicién endémica.

Durante el periodo de 1930 a 1880 en los Estados Unidos, la parasitosis en humanos
descendié notablemente; d_e mas de 500 a 50 casos anuales. En la Gltima década, los
reportes indican cerca de 80 casos por afio. La disminucioén de la triquinosis animal y
humana en Estados Unidos se logré alimentando a los cerdos de manera'obligatoria con
granos y no con restos de comidas (residuos de restaurantes, de mercados, etc.) ésta es
una alternativa intermedia aceptada epidemiolégicamente, pero no legalmente, ya que en
paises pobres existe ia costumbre de alimentarlos con residuos alimentariog,. En Canada
se han registrado pocos brotes de triquinosis, la infeccibn es frecuente entre los
aborigenes del norte, pero los casos clinicos son esporadicos o sélo afectan a grupos
pequeﬁos. En esta region la fuente de infeccion son mamiferos silvestres (Bartoloni 1999;

- Acha y Szyfres 2003).

2.10.4. La triguinosis en México

La triquinosis humana es una zoonosis cosmopolita que en México se asocia a una de las
especies del género Triquinella. Este padecimiento se conoce en nuestro pais desde los
ultimos afios del siglo XIX. Si bien la infeccién de Trichinella spiralis en cerdos fue
encontrada en la ciudad de México desde 1862, fue hasta 1891 que el parasito se
diagnostico en cadaveres que se estudiaron en la Facultad de Medicina de la Universidad
de México por el Dr. Manue! Toussaint, quien hizo preparaciones por disgregacion y por
seccién microtomica, determinando que se trataba de triquinosis (Mazzoti y Chavira 1943,
Tay et al. 2004).

Barragan en 1893, continué estudiando cadéveres'humanos y determind triquinosis con
una frecuencia del 4%. Otros estudios entre 1939 y 1953 refﬁortan triquinas entre el 4 y el
15% de los cadévéres estudiados. Martinez et al. (1974) determinaron un porcentaje de
infeccién del 4.2% en diafragma. A partir de 1980, se han presentado brotes epidémicos

con diagnésticos clinicos y serolégicos positivos en diferentes entidades como Zacatecas, '
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Durango, Sonora, Chihuahua, Jalisco, Michoacan, estado y Ciudad de México {Jiménez
2005). La investigacién epidemiologica relacionada con la triquinosis, indica que esta
enfermedad tiene una frecuencia no superior al 8.1% de la poblacion general, por lo que
se considera un problema importante de salud publica (Carrada 1992). En México se han
reportado brotes epidémicos en humanos asociados principalmente por la ingesta se
carne de cerdo (Martinez ef al. 2001; Tay ef al. 2004).

La triquinosis en México se distribuye en todo el pais debido posiblemente a la costumbre
de criar cerdos de traspatio, los cuales son alimentados con desperdicios de consumo
humano y/o se encuentran deambulando en espacios abiertos, esto facilita su infeccién al

~consumir carne de ratas y otros animales silvestres, incluso gatos y tlacuaches (Velasco
1991; De {a Rosa ef al. 1998).

“Actualmente no existe Un programa de vigilancia para la presencia de triquinosis en
humanos, por lo tanto no se refleja la verdadera prevalencia en este tipo de
padecimientos, el Gitimo registrado por parte de Sistema Unico de Informacion para la
Vigilancia Epidemioldgica de la Direccion General de Epidemiologia, SSA, en el afio 2002,
fueron tres casos en el estado de Jalisco, en relacion a 38 casos a nivel nacional
mostrandose en la siguiente cuadro (SIVE 2003).

Cuadro 2.10.4.1. .Casos de Triquinosis po'r fuente de nofificaciéon Estados Unidos
Mexicanos 2002

ESTADO FUENTE DE NOTIFICACION
SSA IMSS-ORD ISSSTE . IM8S-0OP TOTAL
Baja California Sur 6 0 0 0 6
Chiapas 1 0 1 3 5
Guetrero 1 0 6 0 7
Jalisco 0 3 0 0 3
Nuevo Ledn 0 1 0 0 1
Sinaloa 0 0] 0 2 2
Tabasco 2 0 3 0 5
Veracruz o 9 0 0 9
Total Global 4 19 10 5 38

Fuente: Sistema Unico de Informacion para la vigilancia Epidemiolégica/Direccion General de Epidemiologia /SSA

Para la inspeccidén de . animales, la Norma Oficial Mexicana NOM-194-SSA1-2004
(Productos y Servicios. Especificaciones Sanitarias en los establecimientos dedicados al

sacrificio y faenado de animales para abasto, almacenamiento, transporte y expendio.
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Especifiéaciones sanitarias de productos) establece que la carne de cerdo y equino deben
de estar libres de Trichinella spiralis. '

El que no se conozca hasta la fecha la distribucién de la triquinosis en México, obedece
simplemente a que muchos investigadores no le han dado la importancia debida, y no han
notificado el estudio de sus brotes epidémicos. En muchas entidades no se cuenta con
laboratorios para el diagnéstiéo (Velasco 1991; De la _Rosa y Gomez 2000), se sefiala que
si bien en algunos casos de triquinosis en humanos las infecciones desencadenaron

sinfomas y signos graves e incluso la muerte, en general las infecciones son subclinicas,

-de ahi que no se haya reportado la présencia de Trichinefla spiralis (Martinez ef al. 2000;

Tay et al. 2004).

19



3. HIPOTESIS

l.os procedimientos usuales de preservacion, tales como la congelacion, refrigeracion,
secado y curado ho destruyen completamente las larvas de Trichinella spiralis en carne de

cerdo, por lo que no eliminan el riesgo de infestacion al consumidor.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL.:

Determinar la viabilidad del Trichinella spiralis en carne de cerdo sometida a diferentes
condiciones de manejo y conservacion.

4.2, OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Reproducir experimentalmente la infeccién por Trichinella spiralis en ratas.

2. Reproducir experimentalmente la infeccion por Trichinella spiralis en cerdos y
evaluar el progreso de la infeccion mediante determinacién de anticuerpos usando

la técnica de ELISA.

3. Establecer la viabilidad de la Trichinella spiralis en carne de cerdo sometida a

congelacion, refrigeracion, secado, adobado y curado.
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5. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realiz6 en el laboratorio de Medicion Paraclinica de! Departamento
de Salud Puablica de la Division de Ciencias Veterinarias del Centro Universitario de
Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara, México.
Km.15.5 Carretera Guadalajara — Nogales. Predio "Las Agujas", Nextipac, Zapopan,
Jalisco, 45110 y en las instalaciones del Centro Estatal de Laboratorios de la Secretaria de
Salud Jalisco (CEESLAB) localizado en Av. Zoquipan 1000, int'eridr B, Zapopan, Jalisco,
45172.

Este estudio se efectud en tres etapas:

5.1 ETAPA |.- REPRODUCCION EXPERIMENTAL DE LA INFECCION POR Trichinefia
spiralis EN RATAS

Conservacién de Cepa: Se infectaron ratas Wistar para mantener viable el parasito. La
cepa usada fue MSUS/ME/92/CM-92 T. spiralis, que fue donada por el Laboratorio de
Helmintos Tisulares del Instituio de Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos (InDRE),
Secretaria de Salud, México, D. F. 11340.

Se emplearon 12 ratas Wistar (hembras) de 1 mes de edad, provenientes del Laboratorio
de Medicina Comparada del Centro Universitario de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias

de la Universidad de Guadalajara.

Las ratas se infectaron con 5g de carne con el parasito y permanecieron durante 60 dias
con el manejo rutinario para animales de laboratorio de acuerdo a la Normatividad
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 para el cuidado y uso de animales de laboratorio, por el
tiempo que duro esta etapa. Los animales fueron sacrificados mediante anestesia con
inyeccién intraperitoneal de solucion de Pentobarbital sédico al 0.63% y posterior
desangrado facilitado por gravedad y se obtuvo 1a mayor cantidad de tejido muscular
posible para la obtencién de larvas (Cuadro 5.1.1). '
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Cuadro 5.1.1. Sacrificio para deteccion de Trichinella spiralis de ratas (n=3)

INFECCION DE TIEMPOS DE SACRIFICIO (DIAS)
RATAS 15 30 45 60
Hembras 3 ' 3 3 3

5.2, ETAPA Il.- REPRODUCCION EXPERIMENTAL DE LA INFECCION DE Trichinella

spiralis EN CERDOS Y EVALUACION DEL PROGRESO DE LA INFECCION MEDIANTE
DETERMINACION DE ANTICUERPOS USANDO LA TECNICA DE ELISA.

En esta etapa se utilizaron cuatro cerdos machos castrados de tres meses de edad (28 Kg
aproximadamente), tres cerdos se infectaron y uno fue usado como control. Los cerdos se
infectaron por consumo de carne parasitada de ratas, con 10 g a cada uno
(aproximadamente 5,000 larvas por cerdo). Se realizd la técnica de compresién para

cuantificar la cantidad de larvas musculares por gramo de carne.

Tras la infeccién, los cerdos fueron alojados en corrales individuales (con disposicion de
agua y alimento) de las instalaciones del area de experimentacion del CUCBA, se
identificaron como: cerdo testigo (CT) y los cerdos infectados como (C1, C2 y C3), tanto a
los cerdos infectados como al testigo se les proporcioné un manejo de rutina durante 105

dias, (hasta los 90 Kg aproximadamente) y posteriormente fueron sacrificados.

Los cerdos fueron monitoreados cada 15 dias buscando anticuerpos séricos, a partir de la
infeccion: con larvas musculares de triquina. Antes de infectarlos se realizé una prueba
para verificar la exposicion de triquina en ellos mediante la toma muestras sanguineas (5
ml) por puncién en vena yugular. Las muestras de sangre se centrifugaron y se separo el
suero y se realizé la técnica de ELISA usando un equipo comercial ©IVD Research Inc.
Carlsband, CA 92008 USA (Internacional Trichinella spiralis Serum Microwell ELISA), con
antigenos purificados. Las lecturas se realizaron en un lector automatico de ELISA con
filtro a 450 nm. Los animales fueron monitoreados de acuerdo al tiempo establecido en el
cuadro 5.2.1. Esto se llevé acabo en las instalaciones del Centro Estatal de Laboratorios,
de la Secretaria de Salud Jalisco {CEESLAB).
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Cuadro 5.2.1. Deteccidn de anticuerpos de Trichinella spiralis en cerdos por la técnica de
ELISA (n=4) : '

TIEMPO DE MONITOREO (DIAS)
CERDO
0 15 30 45 60 75 90 105
Grupo experimental 3 3 3 3 3 3 3 3
Testigo 1 1 1 1 1 1 1 1

5.3. ETAPA lil.- VIABILIDAD DE Trichinella spiralis EN CARNE DE CERDO SOMETIDA A
CONGELACION, REFIRIGERACI(')N, SECADO, ADOBADO Y CURADO. |,

Se estudio el efecto que tienen los métodos de conservacion de la carne de cerdo como
son la congelacion y la refrigeracién asi como el secado en estufa y el efecto que tienen
los condimentos de adobos tipo comercial y el curado con sal nitro comercial utilizando fa
refrigeracién como parte del tratamiento para ver la viabilidad de las larvas musculares.

Cuando los cerdos alcanzaron un peso aproximado de 90 Kg fueron sacrificados y
posteriormente se obtuvo la carne para la toma de muestras para los tratamientos. Se
seleccionaron los musculos tradicionalmente sujetos a la inspeccion y los de mayor
afinidad por los pardsitos (diafragma, maseteros y base de la lengua) entre otros. Los
musculos se cortaron en trozos pequefios, se mezclaron para obtener muestras al azar
con un peso de 50 g Posteriormente se formaron grupos de lotes para cada tratamiento
con tres repeticiones correspondiendo a 150 g de carne para cada tratamiento, que fueron
‘colocadas en bolsas de plastico cerradas herméticamente e identificadas; para ser
monitoreados a diferentes tiempos (Cuadros 5.3.1, 5.3.2, 5.3.3. y 53.4). Una vez
establecidos los tratamientos, la temperatura de cada uno fue controlada con un
termémetro digital se comprobé una oscilacién de + 2°C de la temperatura estabiecida.
Antes de iniciar cada uno de los tratamientos, se realizé una prueba de digestion artificial
para asegurar que en el dia cero, las larvas de Trichinella spiralis se encontraban viables
(con base en el movimiento larvario). El conteo de larvas se realizé una vez terminada la

digestion artificial.
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Para el caso de los tratamientos de congelacion y refrigeracion se utilizaron 4.800 Kg de
carne, se formaron 4 grupos con 4 tratamientos cada uno de 1.200 Kg (-18°C, -20°C, 4°C
y 0°C) con 24 muestras de carne, que se estuvieron monitoreando en el tiempo
establecido segln el siguiente cuadro.

Cuadro 5.3.1. Carne de cerdo sometida a congelacion y refrigeracion para observar la
viabilidad de Trichinella spiralis (n=96)

- TRATAMIENTO PERIODO DE MUESTREO EN MESES

Congelacién :
(-20°C) 0 0.5 1 - 2 3 4 5 6
Congelacién
(_1 800) 0 0 5 1 2 3 4 5 6
Refrigeracién 0 0.5 1 2 3 4 5 8
(4°C) '
Refrigeracion 0 0.5 1 2 3 4 5 6
(0°C) -

Para el tratamiento de secado, se introdujeron en un horno las muestras de carne
infectada con Trichinella spiralis se colocandose en dos charolas de acero inoxidable por
un periodo de 24 horas a 60°C y 57°C respectivamente; una vez gue se .realizd el
fratamiento de la carne, se pesaron muestras de 50 gramos y se formaron lotes de 3
repeticiones. Posteriormente se formaron 2 grupos con 24 muestras por tratamiento y se
mantuvieron en refrigeracion a 4°C, donde fueron monitoreados. en el tiempo establecido
(Cuadro 5.3.2). |

Cuadro 5.3.2. Carne de cerdo sometida a secado en estufa 54°C y 60°C/24 hrs. para
observar la viabilidad de Trichinella spiralis (n=48)

- TRATAMIENTO PERIODO DE MUESTREO EN MESES
Secado en estufa 0 05 1 15 2 2.5 3 3.5
‘54°C ’
Secado en estufa 0 05 1 15 2 25 3 3.5
60°C )

El tratamiento de adobado de la carne de cerdo se realizé con dos productos comerciales,
se prepard segin las recomendaciones del fabricante y se formaron 48 muestras, 24 para
cada tratamiento y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C, se realizd un monitoreo cada 15

dias correspondiente al periodo de prueba (Cuadro 5.3.3).
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Cuadro 5.3.3. Carne de cerdo adobada para observar la viabilidad de Trichinella spiralis
{n=48)

TRATAMIENTO PERIODO DE MUESTREO EN MESES

Adobo tipo1 _

Refrigeracion 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
(4°C)

Adobo tipo2

Refrigeracion 0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5

0°C)

Para el tratamiento de curado, se introdujo la carne en una salmuera al 3%; con base al
producto terminado y siguiendo la recomendacion del fabricante. Se empled un producto
comercial, (Sal Cura Premier®); que contiene 93.75% de NaCl y 6.25% de Nitrito de sodio.
Las muestras carne se estuvieron cambiando de posicién cada 24 horas para lograr una
distribucién uniforme.

Posterior al curado se formaron 2 grupos de 24 muestras por tratamiento para someterse
a diferentes temperaturas (0°C y 4°C) monitoreandose cada 15 dias segun el tiempo
establecido en el siguiente cuadro.

Cuadro 5.3.4. Carne de cerdo sometlda a curado para observar la viabilidad de Trichinella
spiralis (n=48)

TRATAMIENTO PERIODO DE MUESTREO EN MESES
Curado - 0 05 1 15 2 - 2.5 3 3.5
(Refrigeracién 4°C) .
Curado 0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5
(Refrigeracion 0°C) )

La viabilidad de las larvas se establecié por medio del método de digestién artificial, segun

la NOM -194-SSA1- 2004, esta norma especifica qu'e se deben emplear 100 g de musculo,
sin embargo, debido a la cantidad de masa muscular, la digestion se efectué en proporcion
de acuerdo a los gramos obtenidos por tratamiento. Solo se reportd el nimero de larvas
encontradas. Para verificar la viabilidad fue preciso reproducir el ciclo en ratones machos
cepa CD1 para confirmar la resistencia 6 muerte del parasito a los tratamientos que se

establecieron.
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Para el analisis estadistico de los resultados de los métodos de conservacién para la
viabilidad del parasito fueron analizados mediante un analisis de varianza para buscar
diferéncias entre los grupos y para cada grupo por separado. En los tratamientos se utilizé
una prueba de f para la busqueda de diferencias entre los dos tratamientos, empleando el
paquete estadistico SIGMA STAT V3.1 (Advisory Statistics for Scientists) y SIGMA PLOT
VP.9.0 (Exact Graphs for Exact Science), para graficas.
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6. RESULTADOS

6.1. REPRODUCCION EXPERIMENTAL DE LA INFECCION POR Trichinella spiralis EN
RATAS '

En la reproduccion de la infeccion por Trichinella spiralis en ratas, se obtuvo un promedio
de 500 larvas por g de carne,. lo anterior se considera como una infeccién masiva ya que
existen aproximadamente 100,000 LM por animal cuyo peso promedio se estima en 200 g
En el dia 15 no se encontraron larvas en los musculos. En el dia 30, se obtuvo un conteo
de 498 + 3 larvas. Para el dia 45, se encontraron 499 £ 17 larvas. Al dia 60, se
encontraron 504 + 12 larvas (Figura 6.1.1) |
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Figura 6.1.1. Numero de larvas obtenidas de la infeccion experimental en ratas Wistar por
compresion (n=3) (P = 0.841)

6.2. REPRODUCCION EXPERIMENTAL DE LA INFECCION DE Trichinella spiralis EN
CERDOS Y EVALUACION DEL PROGRESO DE LA INFECCION MEDIANTE
DETERMINACION DE ANTICUERPOS USANDO LA TECNICA DE ELISA.

Los resultados permiten observar claramente el comportamiento diferencial entre la
respuesta inmunoldgica en los “cerdos tratados” por la ingestion de carne infectada con

Trichinella spirafis asi como el “cerdo testigo”. En el primero, se presentaron titulos de
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anticuerpos (como unidades de densidad optica) a partir de los 30 dias post-infeccion. Asi
mismo la produccion de anticuerpos alcanzé niveles maximos a los 60 dias y permanecié
como tal hasta la finalizacion del estudio (105 dias). El cerdo testigo, se mantuvo sin
respuesta inmunolégica. Ninguno de los cerdos infectados presentd signos clinicos
durante el experimento (Gréfica 6.2.1). La validacion de los resultados y la interpretacion
de los mismos sé llevé a cabo mediante el Kit de ELISA, se consideraron negativos los
valores entre 0.0 a 0.3 de densidad éptica (D.0.) y positivos los mayores de 0.5 D.O.

3.5

—&— cerdos tratados
3.01 [ —o— cerdo testigo -

2.5 1
2.0

1.5 4

Densidad éptica

1.0

0.5 4

0.0

0 20 40 60 80 100 120
Dias

Grafica 6.2.1. Presencia de anticuerpos tras la infeccién experimental de cerdos con
larvas de Trichinella spiralis por ELISA (n=3) Densidad 6ptica, De 0.0 a 0.3 D.O. =
negativo, > 0.5 D.O.= positivo

6.3. VIABILIDAD DE Trichinella spiralis EN CARNE DE CERDO SOMETIDO A
CONGELACION, REFRIGERACION, SECADO, ADOBADO Y CURADO

Los resultados se obtuvieron tras hacer la prueba de la digestidén artificial de la carne de
cada uno de los tratamientos, y realizando el conteo de las larvas de Trichinelia spiralis. La
viabilidad de las larvas musculares se comprobé infectando ratones CD1 con larvas
procedentes de las muestras de la carne de cerdo sometidas a los diferentes tratamientos

utilizados. Un mes después de la infeccién los ratones se sacrificaron y se obtuvieron los

‘misculos de diafragma y posteriormente se realizé la triquinoscopia para evaluar la

presencia o ausencia de las larvas de Trichinella spiralis estableciendo asi su viabilidad y

comprobando y evaluando la supervivencia de las larvas musculares.
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6.3.1. Congelacion

La congelacion a -18°C y -20°C afecté la viabilidad de las larvas. Los resultados obtenidos
de los diafragmas de ratén indicaron que las larvas de Trichinella spiralis no fueron
viables. El dia 0, antes de realizar el tratamiento se obtuvo un conteo de 93 = 15 larvas
musculares viables. En el dia 15, las larvas encontradas no fueron viables; a -18°C y se
cuantificé un total de 82 + 41 larvas, y a -20°C, 91 i. 4 larvas. Para el dia 30, se
encontraron 67 + 18 larvas a -18°C y 77 + 9 a -20°C (Cuadro 6.3.1.1).

Cuadro 6.3.1.1. Viabilidad de Trichinella spiralis en carne de cerdo sometida a
congelacion a -18 °C y -20°C

Namero de larvas encontradas

Congelacion Dia 0 Dia 15 Dia 30
-18°C -20°C -18°C -20°C -18°C -20°C

Muestra 1 90 90 89 96 54 88
Muestra 2 110 110 78 94 89 75
Muestra 3 80 80 81 85 60 69
Promedio 93 93 82 91 67 77
Desviacion estandar 15 15 41 4 18 9
Viabilidad Viables No viables No viables

Al efectuarse un andlisis de varianza entre el tratamiento congelacion a -18°C y -20°C
ademas de pruebas de f, no se encontré diferencia estadistica (P > 0.05) entre tiempos y
temperaturas (Figura 6.3.1.1).
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Figura 6.3.1.1. Numero de larvas muertas encontradas en la carne de cerdo al dia 15 en
congetacion por digestion artificial. -18°C (P = 0.169); -20°C (P = 0.226)

6.3.2. Refrigeracion

La refrigeracion a 0°C y 4°C no afecté la viabilidad de las larvas. Se realizd la
cuantificacion de larvas tras la digestion artificial y se observé movimiento larvario. Los
resultados obtenidos de los diafragmas de ratén indicaron que las larvas de Trichinella
spiralis fueron viables en refrigeracion.

El dia 0 se obtuvo un conteo de 93 £ 15 larvas musculares viables antes del tratamiento.
En el dia 15, las larvas encontradas fueron viables; a 0°C se cuantificé un promedio de 81
+ 31 larvas, y a4°C, 109 £ 11 larvas. Para el dia 30, a 0°C se encontraron 111 = 18 larvas
y 92 + 18 a 4°C. Al dia 45 se obtuvo un conteo de larvas a 0°C de 122 + 38 larvas, y a 4°C,
108 t 17 larvas. Para el dia 60, se encontraron 91 + 13 larvas a 0°C y 106 £ 11 a 4°C. Al
dia 75 se obtuvo un conteo de larvas a 0°C de 96 £ 31 larvas, y a 4°C, 95 £ 24 larvas.
Para el dia 90, a 0°C se encontraron 109 + 21 larvas y 91 £ 17 a 4°C. Al dia 105 se obtuvo
un conteo de larvas a 0°C un promedio de 96 + 23 larvas, y a 4°C, 97 & 18 larvas (Cuadro
6.3.2.1).
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Cuadro 6.3.2.1. Viabilidad de Trichinella spiralis en carne de cerdo sometida a
refrigeracion 0°C y 4°C '

Numero de larvas encontradas

Refrigeracion  Dia 0 Dia16 Dia30 Dia45 Dia60 Dia75 Diag0 Dia105

0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C

Muestra 1 90 90 45 110 95 73 8% 90 105 101 67 76 113 98 96 115
Muestra 2 110 110 98 97 132 95 161 125 78 98 91 122 85 105 73 79
Muestra 3 80 80 101 120 107 109 115 108 90 119 130 87 128 71 120 98
Promedio 93 93 81 109 111 92 122 108 91 106 96 095 109 91 ' 96 97
Desviacion

%5 15 31 11 18 18 386 17 13 11 31 24 21 17 23 18
estandar

Viabilidad Viables Viables Viables Viables Viables Viables Viébles Viables

Al efectuarse un analisis de varianza entre el tratamiento en refrigeracion a 0°C y 4°C

ademas de pruebas de ¢, no se encontré diferencia estadistica (P > 0.05) entre tiempos y
temperaturas (Figura 6.3.2.1).
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Figura 6.3.2.1. Nimero de larvas viables encontradas en carne de cerdo en refrigeracion
a 0°C y 4°C por digestién artificial, 0°C (P = 0.609); 4°C (P = 0.784)
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6.3.3. Secado

El secado en estufa a temperaturas de 54°C -y 60°C por 24 horas, afectd la viabilidad de

las larvas, ya que se detecté que no habia movimiento larvario. Los resultados obtenidos

de los diafragmas de ratdn indicaron que las larvas de Trichinella spiralis no fueron

viables.

El dia 0, antes de hacer el fratamiento del secado se obtuvo un conteo de 93 + 15 |arvas

musculares viables. En el dia 15, las larvas encontradas fueron no viables; a 54°C se
cuantificaron 59 + 12 larvas, y a 60°C, 67 + 23 larvas. Para el dia 30, se encontraron 62 &

21 larvas a 54°C y 68 + 27 a 60°C (Cuadro 6.3.3.1).

Cuadro 6.3.3.1. Viabilidad de Trichinella spiralis en carne de cerdo sometida a 54°C y

60°C por 24hrs.

Secado en estufa /24hrs.

Numero de larvas encontradas

mantenidas en Refrigeracion Dia 0
(4°C) 54°C 60°C 54°C 60°C 54°C 60°C

Muestra 1 90 90 48 75 55 37
Muestra 2 110 110 72 40 45 79
Muestra 3 80 80 58 85 87 88
Promedio 93 93 59 67 62 68

- Desviacién estandar 15 15 12 23 - 21 27
Viabilidad : Viables No viables No viables

Al efectuarse un analisis de varianza entre el tratamiento de 54°C y 60°C por 24 horas y

mantenido en refrigeracion a 4°C, ademéas de pruebas de f, no se enconird diferencia

estadistica (P > 0.05) entre tiempos y temperaturas (Figura 6.3.3.1).
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Figura 6.3.3.1. Nimero de larvas muertas encontradas en carne de cerdo al dia 15 en
secado por digestion artificial. 54°C (P = 0.089); 60°C (P = 0.334)

6.3.4. Adobado

La combinacién de adobado y refrigeracién a 4°C no afectaron la viabilidad de las larvas,
debido a que al realizar la cuantificacion de las mismas, por la técnica de digestién
artificial, se observé movimiento larvario. Los resultados obtenidos de los diafragmas de
ratdn indicaron que las larvas de Trichinella spiralis aun eran viables. El dia 0 se obtuvo un
conteo de 93 t 15 larvas musculares viables. En el dia 15, las larvas encontradas fueron
viables; en el adobo tipb 1 se cuantificé un promedio de 113 £ 39 yen el tipo 2 fue de 71
9 larvas musculares. Para el dia 30, en el tipo 1 se encontraron 112 + 24 larvas y 87 £ 18
en el adobo tipo 2. Al dia 45 se obtuvo prornédio de larvas en el tipo 1 de 104 + 15 yen el
tipo 2, 91 + 12 larvas musculares. Para el dia 60, se encontraron 92 + 15 larvas en el tipo1 |
y 95 + 9 en el tipo 2. Al dia 75 se obtuvo un promedio de 97 + 15 y en el tipo 2, 93 + 16
larvas musculares. Para el dia 80, en el adobo tipo 1 se encontraron 91 £ 12 larvas y 92 +
11 en el tipo 2. Al dia 105 se obtuvo un conteo de larvas musculares en el adobo tipo 1 un
promedio de 93 + 24 y 97 + 16 en el tipo 2 mostrandose en el siguiente cuadro.
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Cuadro 6.3.4.1. Viabilidad de Trichinella spiralis en carme de cerdo adobada en
refrigeracion a 4°C

Adobo Nimero de larvas encontradas
Refrigeracion Dia0 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 Dia75 Dia 80 Dia 105
0,
4°C * = 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Muestra 1 90 90 147 68 93 71 88 96 76 87 83 76 103 101 68 08
Muestra2 110 110 70 82 104 107 107 78 95 105 113 94 91 79 117 113
Muestra 3 80 80 122 63 140 83 119 101 107 93 07 100 79 98 95 81
Promedio 93 93 113 71 112 87 104 91 92 95 97 93 91 92 93 97
S;Z‘QS;LO“ 15 15 39 9 24 18 15 42 15 9 15 16 12 11 24 16

Viabilidad Viables Viables Viables Viables Viables Viables Viables Viables
*Adobo tipo 1** Adobo tipo 2

Al efectuarse un andlisis de varianza entre el adobo tipo 1 y tipo 2 utilizado y mantenido'en
4°C ademas de pruebas de f, no se encontré diferencia estadistica (P > 0.05) entre
tiempos y temperaturas (Figura 6.3.4.1).

160

140
120
100 T I T T T T T
80

80 -

Numero de larvas

40 -

20 A

1 214 274 2074 2T 2T 214 204 2
dia0 dia15 dia30 dia45 dia60 dia75 dia90 dia105

Figura 6.3.4.1. Nimero de larvas viables encontradas en carne de cerdo con dos tipos de
adobo por digestion artificial. Adobo tipo 1 (P = 0.814); adobo tipc 2 (P = 0.439)
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6.3.5. Salmuera

El curado en salmuera y la refrigeracion a 0°C y 4°C no afectaron la viabilidad de las
larvas. Se realizo la cuantificacién tras la digestién arﬁficial y la observacién de movimiento
larvario. Los resultados obtenidos de los diafragmas de ratén indicaron que las larvas de
Trichinella spiralis fueron viables. El dia 0, antes del tratamiento se obtuvo un conteo de 93
+ 15 larvas musculares viables. En el dia 15, las larvas encontradas fueron viables; a 0°C
se cuantificé un promedio de 84 + 15 larvas, y a 4°C, 71 + 19 larvas. Para el dia 30, a 0°C
se encontraron 87 £ 16 larvas y 78 + 13 a 4°C. Al dia 45 se obtuvo un promedio de larvas |
a 0°C de 90 + 23 larvas, y a 4°C, 89 -I_- 12 larvas. Para el dia 60, se encontraron 92 + 16
larvas a 0°C y 96 + 11 a 4°C. Al dia 75 se obtuvo un conteo de la.rvas a0°C de 84 + 8
larvas, y a 4°C, 86 = 10 larvas. Para el dia 90, a 0°C se encontraron 92 + 18 larvas y 94 +
18 a 4°C. Al dia 105 se obtuvo un conteo de larvas a 0°C un promedio de 85 + 20 y a 4°C,

93 + 10 larvas musculares mostrandose en la siguiente cuadro.

Cuadro 6.3.5.1. Viabilidad de Trichinella spiralis en carne de cerdo a sometida a curado en
refrigeracién a 0°C y 4°C

Ndmero de larvas encontradas

Reﬁ;ﬁggién Dia0 Dia15 Dia30 Dia45 Dia60 Dia75 Dia90 Dia105

0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C 0°C 4°C
Muestra 1 9 90 95 68 106 79 89 103 78 98 91 82 109 115 80 97
Muestra 2 110 110 66 53 74 64 114 85 110 8 75 98 96 78 69 81
Muestra 3 80 80 89 91 81 90 67 78 89 107 8 79 73 90 108 101
Promedio 93 93 84 71 87 78 90 89 92 95 84 86 92 94 85 93
g;s,;’;:?één 5 15 15 19 16 13 23 12 16 11 8 10 18 18 20 10
Viabilidad Viables Viables Viables Viables Viables Viables . Viables Viables

Al efectuarse un analisis de varianza entre el tratamiento de curado a 0°C y 4°C ademas
de pruebas de t, no se encontré diferencia estadistica (P > 0.05) entre tiempos y
temperaturas (Figura 6.3.5.1).
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Figura 6.3.5.1. Nimero de larvas viables en carne de cerdo sometida a curado por

digestion artificial, 1 Curado 0°C (P = 0.991); 2 Curado 4°C (P = 0.350)

6.3.6.Viabilidad

Para comprobar la viabilidad de las larvas musculares recuperados de cada tratamiento,

se infectaron ratones machos de la cepa CD1 de 25 g con 100 £ 9 LM procedentes de las

muestras de la carne de cerdo sometida a los diferentes tratamientos utilizados. A los 40

dias de infeccidn, los ratones fueron sacrificados y se obtuvo el diafragma y se efectud la

triquinoscopia para evaluar la presencia o ausencia de las larvas de Trichinella spiralis

como resultado se decidio por establecer este criterioc como viable o no viable (Cuadro
6.3.6.1). Las figuras 6.3.6.1, 6.3.6.2, 6.3.6.3 y 6.3.6.4 muestran fotografias de las larvas
musculares recuperadas de diafragmas de los ratones infectados.
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Cuadro 6.3.6.1. Viabilidad de las larvas de Tfichinella spiralis recuperadas en los
diferentes tratamientos
Tratamiento Larvas en diafragma de ratén.
Si No
+ : :
Congelacién -18°C X
' Congelacién -20°C X
‘ Refrigeracion 0°C X
Refrigeracion 4°C X
Secado a 54°C | X
Secado a 60°C : | X
Adobo tipo 1 X
Adobo tipo2 X
Curado a 0°C | X
Curado a 4°C : X

Figura 6.3.6.1. Larvas de Trichinella spiralis obtenidas de diafragma de raton, por
compresion observadas al microscopio 6ptico de luz a 10X
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Figura 6.3.6.2. Larvas de Trichinella sp.'ral.'s obtenidas de dlafragma de ratén, por
compresion observadas al microscopio Optico de luz a 40X

Figura 6.3.6.3. Larvas de Trichinella spiralis obtenidas de dlafragma de ratén, por
compresién observadas al microscopio optico de luz a 10X.

39



Figura 6.3.6.4. Larvas de Trichinella spiralis obtenidas
compresion observadas al microscopio 6ptico de luza 10X

de diafragma de ratén, por
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7. DISCUSION

El estudio de los parasitos en los alimentos implica la implementacién de una serie de
pasos que van desde el estudio de sus caracteristicas hasta su manifestacion
epidemiolégica y consecuencias a la salud puiblica.

7.1. REPRODUCCION EXPERIMENTAL DE LA INFECCION POR Trichinelfla spiralis EN
RATAS -

En esta etapa del estudio fue posible reproducir la infeccién experimental'en ratas Wistar
cuando se alimentaron con 5 g de carne con larvas de Trichinella spiralis cada una
(aproximadamente 500 larvas por g). Estos resultados coinciden con Dunn (1983), quien
afirma que solo se requiere la ingestién de una cantidad minima de musculo para
establecer una infeccion. Asi mismo Vignau (2004) y Meza et al. (1996) produjeron la
infeccion con ratas Wistar y Long Evans con 500 larvas de Trichinella spiralis. Cabe
mencionar que en dosis mas pequefias es posible producir la enfermedad.

En este estudio se logré reproducir una infeccién masiva en ratas con peso promedio de
200 g en las que se contabilizaron cien mil larvas musculares (LM) y a estas se les
administraron 500 LM, como menciona Euzéby (2001) quien establece que en una
triquinosis masiva se pueden contabilizar hasta 1.500 é incluso 3.500 LM-por gramo de
musculo. Segin Zimmerman, (1970) existen varios factores que influyen en la capacidad
reproductiva de la triquina entre ellos: la cepa, viabilidad del parasito, susceptibilidad del
huésped, y el tamafio de la dosis contagiosa. Por lo que el uso de las ratas Wistar es un
buen modelo biolégico para la reproduccion de la infeccion por Trichinella spiralis,

demostrando que el parasito posee una buena capacidad infectante para la rata.

7.2. REPRODUCCION EXPERIMENTAL DE LA INFECCION DE Trichinella spiralis EN
CERDOS Y EVALUACION DEL PROGRESO DE LA INFECCION MEDIANTE
DETERMINACION DE ANTICUERPOS USANDO LA TECNICA DE ELISA.

Mediante la técnica de ELISA se detectaron anticuerpos de Trichinella spiralis en los

sueros de los animales que se infectaron experimentalmente con el parasito de triquina.

41



Esto concuerda con Ribicich et al. (2000), cuyos resultados obtenidos de los sueros
examinados muestran valores positivos. Datos similares se obtuvieron en nuestro estudio
con los sueros de cerdos infectados con 5,000 larvas aproximadamente. Esta dosis fue
suficiente como para obtener larvas en la carne de cerdo, asi los sueros constituyen
muestras positivas de infeccion a la enfermedad de triquinosis porcina.

La técnica de ELISA por su disponibilidad, su especificidad del 83.8% y su sensibilidad del
96.6%, constituye una valiosa herramienta en e diagnostico de referencia de tfriquinosis
porcina, por lo que debe ser considerada como un importante componente de un
programa de control para erradicar la triquinosis porcina. La utilizacion de la técnica de
ELISA proporciona un diagnéstico mas certero de la triquinosis porcina ya que permite
detectar animales con bajos niveles de anticuerpos en comparacion con pruebas directas
en carne como son la triquinoscopia y/o la digestion artificial. Gamble ef al. (1983)
mencionan que los métodos directos como triquinoscopia y digestion artificial en los que
se demuestra la presencia de larvas en tejidos pueden ser costosos y laboriosos, ademas
de que las infecciones tempranas pasan desapercibidas debido a que la sensibilidad de
estas pruebas no son adecuadas y no son tan confiables en bajos niveles de infeccién a
diferencia de la técnica de ELISA. Los niveles de anticuerpos segiin Vignau (2004) se
mantienen durante mas de 100 dias posi-infeccion, debido a que las larvas comienzan a
ser infectivas entre los dias 17 y 21. Esto concuerda con los resultados obtenidos en el
presente estudio ya que se identificé la presencia de anticuerpos a partir del dia 15 post-
infeccion. Los niveles de anticuerpos se mantuvieron hasta el final del estudio (105 dias).

7.3. VIABILIDAD DE Trichinella spiralis EN CARNE DE CERDO SOMETIDO A

-~ CONGELACION, REFRIGERACION, SECADO Y CURADO

El decomiso de una canal de cerdo con Trichinella spiralis representa un problema
econdémico para el productor, lo cual ha motivado una serie de procedimientos a fin de que
se pueda utilizar sin que haya peligro para el consumidor. Por tal motivo, se han
desarroliado una serie de métodos para que las larvas del parasito mueran y que la carne

pueda ser utilizada (Quiroz y Bafiuelos, 1972).
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En la presente investigacion se. tomaron directamente los musculos de la lengua,
diafragma, maseteros y otros por ser las regiones qué tienen mayor afinidad por las larvas
de Trichinella spiralis, segin los resultados a las investigaciones realizadas por Olsen ef
al. (1964); Zimmermann (1970), Kotula (1984) y Serrano (1999).

En el experimento realizado en este estudio se encontré que las larvas no sobrevivieron a
temperatura de -18°C y -2\0°C a los 15 dias posteriores al tratarhiento, lo cual concuerda
con lo mencionado por Meza ef al. (1996), quienes encontraron que las larvas no.
sobreviven en piezas pequefias de carne y también con Acha y Szyfres (2003) quienes
afirman que el tratamiento térmico de congelacion es un método de conservacion de la
carne aplicado en muchas ocasiones para la destruccion de larvas de Trichinella spiralis.
Martinez et al. (1993) mencionan que la cepa mexicana de T(ichinella spiralis sobrevive a
la congelacion hasta por tres dias, conservando su infectividad. Mientras que el
tratamiento de refrigeracion a 4°C sélo disminuye la cantidad de larvas, esto coincide con
lo encontrado por Chavez ef al. (2005) y Meza et al. (1996). Esto posiblemente se debe a

la capsula que protege a ia larva llamada “célula nodriza”.

Por otra parte se observé que el adobo utilizado en la carne de cerdo no afectd la
viabilidad de la larva, como ocurrié en el experimento de Quiroz y Landeros (1988),
quienes realizaron un estudio sobre la valoracion del tiempo de supervivencia de las larvas
de Trichinella spiralis en chorizo de cerdo, mostrando evidencias de que estas sobreviven
en el embutido. Estos autores encontraron larvas viables a los 15 y 30 dias, por lo que se
establece que el consumo de chorizo con menos de 15 dias de maduraciéon tiene un alto
riesgo de producir una infeccion. A diferencia del experimento de Quiroz y Bafiuelos
(1972), quienes prepararon chorizo casero, gallego y andaluz con carne de rata infectada
con Trichinella spiralis, después de 30 dias de maduracién, fueron administradas a ratas
sanas, se sacrificaron a los 30 dias, y los resuitados indicaron que las larvas no eran
viables. Sin embargo en este estudio el tratamiento con los dos adobos se observé a los
105 dias que las larvas aun seguian viables. Por lo que se observa que los condimentos

utilizados no tienen efecto destructivo en las larvas musculares contenidas en la carne.

La supervivencia de las larvas en este experimento demuestra que el curado con sal nitro
no altera la viabilidad de los parasitos ni sus caracteristicas fisicas. Esto concuerda con io
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encontrado con Allen et al. (1962) quienes encontraron larvas en carne con diferentes
concentraciones de sal comin a los 39 dias pero después de los 42 dias ya no
sobreviven. Sin embargo estudios realizados por Smith ef al. (1989) demostraron que el
curado en carne tiene un efecto destructivo de larvas. Lo que no ocurrid eh este estudio ya
que se demostrdé que el producto comercial utilizado no es recomendable para la
destruccion de iarvas de Trichinella spiralis.

Para el tratamiento de congelacién, se sugiere que realizar un monitoreo a intervalos mas
cortos para establecer con precision el dia en que las larvas pierden viabilidad ya que a los
15 dias no se observaron larvas viables. '

El control de ia triquinosis en cerdos deberia realizarse a través de la prevencién de la
infeccion en los animales domésticos y silvestres mediante un eficaz programa de fauna
nociva en unidades producciéon porcina. Es importante la educacion en salud publica
destacando el riesgo de consumir carne no propiamente cocida asi como el establecer

programas de control méas eficaces para la triquinosis en México.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8. CONCLUSIONES

lLa viabil.idad de las larvas de triquina pudo ser alterada por los tratamientos de

secado y congelado.

Las larvas de triquina son capaces de resistir la refrigeracion manteniéndose
viables hasta por 105 dias.

El secado en estufa a temperaturas de 54°C y 60°C por 24 horas, afecté la

viabilidad de la larva y sus caracteristicas fisicas.

El adobo utilizado en la carne de cerdo no afecté la viabilidad dé las larvas de
Trichinella spiralis.

El curado con sal nitro al 3% no fue suficiente para inactivar a las larvas de
Trichinella spiralis.
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10. ANEXOS

10.1. ANEXO |. TECNICA DE DIGESTION PARA LA IDENTIFICACION DE TRIQUINA EN
MUSCULO '

Las muestras de carne obtenidas son digeridas artificialmente y el sedimento del liquido
de digestién es observado bajo microscopio estereoscépico para observar la presencia o
ausencia del parasito.

1. Materiales y equipos

— Microscopio estereoscopico (con superficie plana para observacion).

— Cajas de Petri, cuyo fondo tenga cuadricula (divisiones'de 1 cm?).

— Molino de carne, con perforaciones de 2 mm (o0 equipo similar, por ejemplo
Moulinex ®).
— Liquido para digestion: 2,000 ml de agua destilada a 40°C.
16 ml de HCI al 25%.
10 g de pepsina (30,000 unidades/g)

— Termémetro (rango 1-100°C con exactitud £ 0.5°C.

— Agitador magnético con placa téfmica (con mégneto de 5 cm. longitud recubierto de

teflén).

— Recipiente de vidrio refractario de 2-3 litros de capacidad (vaso de precipitado).

—  Papel aluminio.

— Malla con cuadricula de 18 mm.

— Pera de decantacién

— Tubos de centrifuga de 50 ml.

2. Muestra

De la canal completa se toman 2 muestras del animal, cada una de 0.5 g de los piiares
diafragmaticos. Para canales no porcinas se adiciona una muestra de porcion axilar. En
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porciones de canal se obtiene una muestra de 2 g en trozos de carne posteriormente se
conforma una muestra compuesta de 3 tomas, cada una de 0.5 g.

3. Procedimiento

- Se retnen varias muestras para conformar una compuesta de hasta de 100 g.

- lLa muestra se muéle y mezcla perfectamente. Se vacia a un vaso de precipitado.

- Se adiciona y se mezcla: '

10 g. de pepsina '(se espolvorea)
2,000 ml de agua destilada a 46-48°C.
16 ml de HCl al 25%.

- Se coloca un magneto en el centro del recipiente y éste sobre el agitador magnético
precalentado. '

- El contenido del vaso debe tener una temperatura de 44-46°C, evitando cambios
bruscos, y se deja agitar durante 30 minutos.

- Se vacia el contenido del vaso a través de un tamiz y embutido en‘la pera de
decantacién y se deja sedimentar durante 30 minutos.

- Se toman 40 ml del fondo y se vacian en un tubo de centrifuga y deja reposar
durante 10 minutos. Después se toman con cuidado 30 ml de la superficie por los
bordes y se eliminan.

- Péra observacion se vacian los 10 mi restantes del sedimento del tubo en la caja de
Petri. Con 10 ml de agua pura se enjuaga el tubo de centrifuga y se vacia en la caja
de Petri. |

- Cuando el liquido es muy turbio se reparte en porciones equitativas en otras cajas.

- Ei contenido de la caja se observa con un microscopio estereoscopico a 20 6 40
aumentos de ser necesario, cuidadosamente durante al menos 8 minutos.

- Ndrmaimente- se procesan en grupo 100 muestras (100 g), como méaximo se
pueden adicionar 15 muestras mas (15 g) por proceso.

4. Evaluacion

Se reporta solo presencia o ausencia del parasito. |
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En caso de encontrar friquina (o porciones de las mismas) se repite el procedimiento.
Tomando muestras compuestas en grupos de 10 animales cada una y procediendo con la

técnica.

Si se encontraran triquinas o elementos sospechosos de triquina se procede nuevamente
a muestrear las canales, esta vez se toman 50 g de cada animal. Se procede a la

digestion y los resultados se consideran definitivos.
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10.2. ANEXO i REGISTROS DE CASOS DE TRIQUINOSIS EN MEXICO POR PARTE
DE LA DIRECCION GENERAL DE EPIDEMIOLOGIA / SSA

Reglstros de casos de Triquinosis en México por parte de la Direccién General de
Epidemiologia / SSA, tomado de la red mundlal www.dgep.gob.mx

Incidencia de Triquinosis (B75) por grupos de edad en los Estados Unidos
Mexicanos 2002

ESTADO GRUPOS DE EDAD
<1 14 59 1014 1519  20-24 2544 4549 50-59 60-64 65Y+ TOTAL
Baja California Sur 0 324 245 0 2.36 0 2.18 0 0 0 0 1.44
Chiapas 0 025 0 0 0 025 009 060 044 0 0 0.12
Guerrero 0 0 0 025 027 063 042 076 053 0 0 0.21
Jalisco 0 0 0 027 014 0 0 0 0 0 0 0.05
Nuevo Ledn 0 0 0 0 0 0 0 0.52 0 0 ] 0.03
Sinaloa 0 0 0 0o . 0 041 013 0 0 0 0 0.08
Tabasco 0 0 0 0.43 0 0 0 237 0$2 0 0 0.25
Veracruz 0 0 039 025 0.3 0 0.14 0 0 0 0 013
Total Global 0 0.02 0.04 0.05 0.04 '0.04 003 011 005 0 0.02 0.04
*Tasa de 100 000 habitantes
Fuente: Sistema Unico de Informacion para la vigilancia Epidemiolégica/Direccion General de Epidemiologia /SSA
Casos de Triquinosis (B75) por mes en los Estados Unidos Mexicanos 2001
ESTADO MESES

Tasa® Ene  Feb  Abr Jun Jul Ago Sep Oct Nov TOTAL
Aguascalientes 0.30 0 a 0 a 3 0 0 4} 0 3
Chiapas 0.24 0 0 1 1 0 4 2 p 0 10
Chihuahua 1.09 0 0 0 0 0 0 0 34 0 34
Durango : 0.32 0 1 1 0 0 3 0 0 0 5
Guanajuato 0.06 0 0 1 0 0 0 2 -0 0 3
Hidalgo 0.13 3 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Jalisco 0.11 0 0 2 ] 0 1 0 3 0 7
México 0.01 0 0 0 ] o ] 0 1 0 1
Puebla 0.11 0 0 0 0 0 3 0 0 3 6
San Luis Potosi 0.12 0 0 0 0 0 1 2 0 0 3
Sinaloa 0.04 ] 0 i} 0 0 0 1 0 0 1
Tlaxcala _ 0.10 o 0 0 0 0 0 0 1 ] 1
Total Giobal 008 3 1 5 2 3 12 7 41 3 77

*Tasa de 100 000 habitantes
Fuente: Sistema Unico de Informacion para la vigilancia Epidemiologica/Direccion General de Epidemiologia /SSA
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Casos de Triquinosis (B75) por grupos de edad en los Estadds Unidos Mexicanos

2001
ESTADO GRUPOS DE EDAD
<1 14 59 1014 1519 20-24 2544 4549 50-59 60-64 65Y+ TOTAL

Aguascalientes 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 3
Chiapas 0 0 4 2 1 1 0 0 2 0 0 10
Chihuahua 5 14 3 2 1 1 5 1 1 1 0 34
Durango 0 0 1 0 0 0 0 3 1 0 0 5
" Guanajuato 0 0 0 1 o 0 2 0 o 0 o 3
Hidalgo 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0 3
Jalisco 0 0 3 2 0 2 0 0 0 0 0 7
Meéxico ] 0 4] 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Puebla 0 0 0 o 0 1 5 0 0 0 0 6
San Luis Potosi 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 3
Sinaloa 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Tlaxcala 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Total Global 5 14 12 8 3 9 15 5 5 1 0 77

Fuente: Sistema Unico de Informacién para la vigilancia Epidemioiégica/Direccién General de Epidemiologla /SSA
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