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Resumen

La triquinosis es considerada
una zoonosis transmisible al hombre
por consumo de carne de cerdo cruda o
poco cocida con larvas viables de Tri-
chinella spiralis, el caballo esta relacio-
nado con la transmision al humano. La
exportacion de Canada, México y Yu-
goslavia de caballos puso en evidencia
la importancia del consumo de carne de
caballo infectado, al originarse brotes
en Francia. El diagnostico clinico por
ausencia de manifestaciones puede ser
subclinica y pasar inadvertida. Los mé-
todos directos como la triquinoscopia y
digestion artificial; se emplean para de-
tectar larvas, mientras que los métodos
inmunoenzimaticos detectan anticuer-
pos contra antigenos de larvas muscu-
lares. El objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de anticuerpos

especificos contra Trichinella spi-
ralis por pruebas inmunodiagnos-
ticas (ELISA y Western Blot) en
caballos en pie. Metodologia: Se
obtuvieron 200 muestras de suero
de caballos, el antigeno utilizado
ensayos inmunoenzimaticos, con-
sistieron en los productos obteni-
dos de excrecion y secrecion (E/S)
de las larvas musculares (LM) de
T. spiralis, utilizando la determi-
nacion de anticuerpos por ELISA
y confirmando con WB. Resulta-
dos y discusion: Los 200 sueros de
caballos resultaron negativos a las
pruebas de ELISA y Western Blot.
142 fueron machos y 58 hembras,
Reflejando un estatus zoosanitario
bueno que no representa riesgo en
caso se manden los caballos al ras-
tro para consumo. Por otro lado, las
técnicas inmunodiagnoésticas para
la deteccion de anticuerpos tienen
una alta sensibilidad y especifici-
dad. Conclusiones: Los caballos
analizados para deteccion de an-
ticuerpos contra 7. spiralis en este
estudio no representa un peligro en
salud publica por lo que estos ani-
males estan libres de triquina. Es
importante que se inspeccione la
carne de equino para evitar riesgos
al consumidor.
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Abstract
Trichinosis is considered
a zoonosis transmissible to man by
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consumption of raw or undercooked
pork with viable larvae of Trichinella
spiralis, the horse is related to human
transmission. The export of horses,
Mexico and Yugoslavia showed the
importance of the consumption of
infected horse meat, when outbreaks
originated in France. The clinical
diagnosis by absence of manifes-
tations, can be subclinical and go
unnoticed. Direct methods such as
trichinoscopy and artificial diges-
tion; they are used to detect larvae,
while immunoenzymatic methods
detect antibodies against muscle lar-
val antigens. The objective of this
study was to determine the presence
of specific antibodies against Trichi-
nella spiralis by immunodiagnostic
tests (ELISA and Western Blot) in
standing horses. Methodology: 200
horse serum samples were obtained,
the antigen used immunoenzymatic
tests, consisted of the products ob-
tained from excretion and secretion
(E/S) of the muscle larvae (LM) of
T. spiralis, using the determination of
antibodies by ELISA and confirming
with WB. Results and discussion:
The 200 horse sera were negative for
ELISA and Western Blot tests. 142
were males and 58 females, reflec-
ting a good animal health status that
does not represent a risk if the horses
are sent to the trail for consumption.
On the other hand, immunodiagnos-
tic techniques for the detection of an-
tibodies have a high sensitivity and
specificity. Conclusions: The horses
analyzed for detection of antibodies
against 7. spiralis in this study do not
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represent a public health hazard, so these animals are free
of trichina. It is important that equine meat be inspected
to avoid risks to the consumer.

Key Words: Trichinella, immunodiagnostic
tests, horse.

Introduccion

La triquinelosis es una zoonosis parasi-
taria de distribucion mundial, ocasionada por
el consumo de carne cruda o insuficientemente
cocida que alberga larvas viables del nematodo
Trichinella spiralis (Arriaga et al. 1995; Zuma-
quero-Rios et al. 2012). Los ganados porcino y
equino han sido identificados como una de las
principales fuentes de transmision para el ser
humano (Gamble et al. 1996). La mayoria de los
casos humanos son ocasionados por la especie
T. spiralis, aunque no deben excluirse el ries-
go potencial de adquirir la enfermedad por otras
especies como T. pseudospiralis, T. nelsoni, T.
britovi y T. nativa. En México solo se ha des-
crito la circulacion de T. spiralis en los animales
domésticos y peridomésticos. En los ultimos
afios, se ha aumentado la crianza equina y se ha
mejorado la calidad genética de estos animales.
El Estado de Jalisco depende econdomicamente
de la crianza del caballo ya que se incrementa-
ron los espectaculos de caballos en sus diversas
modalidades, como lo son la charreria, el rodeo,
los coleaderos, asi como el hipismo y otras acti-
vidades donde el caballo es el protagonista prin-
cipal. Se encuentran varias razas la cuales cuen-
tan con gran competitividad internacional en las
cuadras jaliscienses, como en cuarto de milla,
frisones, espafioles y pintos, por citar algunas.

Por otro lado, los ranchos de caballos implican
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una cadena productiva que involucra empresas
de alimentos, médicos veterinarios, caballeran-
gos, jinetes y los sitios de espectaculos que cada
vez mas se consolidan y al igual que crece la
economia del pais.

La importancia del diagndstico para de-
tectar la presencia de Trichinella en carne de ca-
ballo se document6 durante los brotes de triqui-
nelosis en Francia que ocurrieron en 1993, 1994
y 1998 (Pozio et al. 1997; Ancelle et al. 1998
A nivel mundial, México junto con Canada y
Yugoslavia son los principales paises producto-
res y exportadores de carne de caballo. Aunque
en México la carne de caballo como fuente de
alimentacion para el ser humano no es comun,
la busqueda del nematodo se lleva a cabo en
los rastros de Tipo Inspeccion Federal (TIF),
los cuales funcionan bajo principios sanitarios
internacionales ya que la carne serd exportada
a Europa y Asia. El marco legal que regula la
obtencion de la carne en México se establece
en la NOM 194-SSA1-2004 (Productos y Ser-
vicios. Especificaciones Sanitarias en los esta-
blecimientos dedicados al sacrificio y faenado
de animales de abasto, almacenamiento, trans-
porte y expendio. Especificaciones sanitarias de
productos), donde en el capitulo de inspeccion y
muestreo del parasito en rastro donde se estable-
ce que la carne de cerdo y equino deben de estar
libres de Trichinella spiralis.

Los procedimientos diagndsticos em-
pleados en los rastros TIF buscan poner de
manifiesto la presencia de la larva muscular en
muestras de musculo mediante las técnicas de

triquinoscopia y de digestion artificial. Sin em-
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bargo, estas técnicas tienen la desventaja de que
su sensibilidad analitica es de una larvaen 10 g
de carne. Los rastros que no son establecimien-
tos TIF, tienen la limitante de no disponer de
infraestructura analitica para el diagnostico del
parésito (Jiménez et al. 2005). Por otro lado, el
diagnostico clinico de la triquinelosis en los ani-
males es muy dificil debido a que las manifesta-
ciones clinicas son directamente proporcionales
a la carga parasitaria. En la mayoria de los casos
la infeccion pasa inadvertida.

Una alternativa al diagnostico directo
es la determinacion de anticuerpos en muestras
de suero. Aunque los anticuerpos no son un in-
dicativo de la parasitosis activa, proporcionan
informacion sobre el contacto entre el hospe-
dador y el parasito, la cual es importante para
establecer 4reas con presion parasitaria. Los
inmunoensayos, como el ELISA y el Western
blot son las técnicas de mas amplio uso (Gam-
ble et al. 2004), las cuales tiene sensibilidad y
especificidad diagnosticas cercanas al 100%. La
limitante de la deteccion de anticuerpos es que
éstos se detectan a partir de la segunda-tercera
semana de infeccion (Tinoco-Velazquez et al.
2002; Zumaquero-Rios et al. 2012). Los méto-
dos basados en la reaccion en cadena polimera-
sa se consideran inapropiados al momento de la
inspeccion de carne en los rastros, debido a la
dificultad de realizacion y el alto costo, pero son
utiles para la identificacion del genotipo de las
larvas aisladas de tejidos animales y humanos
en la investigacion epidemioldgica

Datos del Sistema Nacional de Vigilan-

cia Epidemioldgica indican que los Estados de
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la Republica con mayor nimero de casos huma-
nos reportados entre 1990 y 2016 son Hidalgo,
Chihuahua, Veracruz, Jalisco, Oaxaca, Ciudad
de México, Estado de México, Nayarit y Zaca-
tecas. En Jalisco se han reportado 79 casos en
este periodo, pero en 216 se reportado 3 de los
7 casos que se reportaron para México en 2016.
Varios estudios epidemioldgicos realizados en
Meéxico han encontrado la presencia de Trichi-
nella en caballos del Estado de México, pero se
desconoce la prevalencia y distribucion de este
parasito en caballos faenados en el estado de Ja-

lisco.

Objetivo

El objetivo de este estudio fue determi-
nar la presencia de anticuerpos especificos con-
tra Trichinella spiralis por medio de pruebas
inmunodiagndsticas (ELISA y Western Blot) en

caballos en pie.

Material y Métodos

El muestreo de caballos se realizd en
las localidades de El Arenal, Tala, El Refugio,
Huaxtla, Santa Cruz del Astillero, San Isidro
Mazatepec y Magdalena de la Region Valles en
el Estado de Jalisco. Se colectaron 200 mues-
tras de sangre de la vena yugular. El tamafio de
muestra se manejé como “muestreo de oportu-
nidad”. Se obtuvieron de 3 a 5 mL de sangre
para ser llevados al laboratorio. Posteriormente
las muestras se transportaron en refrigeracion
a 4°C al Laboratorio de Medicién Paraclinica.
Las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm

por 5 min, esto para separar el paquete plaque-
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tario y obtener el suero. Una vez separado esté
se envaso en tubos con 1.5 mL de suero y se
congelaron hasta su uso. Para la determinacion
de anticuerpos se utilizaron los productos de ex-
crecion y secrecion de la larva muscular de T.
spiralis como fuente de antigeno. Los pozos de
placas para ELISA de alta unién se sensibiliza-
ron durante 18 horas a 4°C con 0.050 mL/pozo
con los productos de excrecion y secrecion de
la larva muscular diluidos a 5 pg/mL en amorti-
guador de carbonatos 0.1 M pH 9.6. El antige-
no se descartd y los pozos se lavaron tres veces
con 0.300 mL de PBS adicionado con Tween
20 al 0.05 %. Después se bloquearon durante 1
hora a 37 °C con 0.250 mL de albumina sérica
bovina al 1% en PBS-T. Los sueros se diluye-
ron 1:250 en PBS-T y se colocaron directo en
el pozo, incubando a 37 °C por 60 minutos. La
reaccion antigeno-anticuerpo se reveld con pro-
teina A peroxidasa, diluida 1:1,000 en PBS-T,
colocando 0.050 mL por pozo, e incubando a
37 °C por 60 minutos. La reaccion se puso en
evidencia con 0.050 mL/pozo de una solucion
de cromdgeno preparada con 10 mL de una so-
lucién de citrato de sodio (5 mL) 0.1M y acido
citrico (5 mL) 0.1 M, 0.004 g de orto fenilendia-
mina (Sigma Aldrich) y 0.004 ml de H202 al
30 % y la reaccion se detuvo agregando a cada
pozo 0.050 ml de H2SO4 1N. La placa se leyo
a 492 nm en un lector para ELISA. Valores de
absorbancia mayores o iguales a 0.2 se consi-
deran positivas (Tinoco-Veldzquez et al. 2002;
Zumagquero-Rios et al. 2012). El western blot se
llevo a cabo en geles preparativos de poliacrila-

mida al 12%, donde se separaron las proteinas
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de los productos de excrecion y secrecion a una
corriente de 120 volts. Finalizado el procedi-
miento se colocd cada gel en un cartucho para
transferencia y la transferencia se llevo a cabo a
100 volts por una hora. Luego, la membrana de
nitrocelulosa con poro 0.2pum se colocd en un
recipiente con una solucion de bloqueo de le-
che descremada al 2.5% en PBS-Tween al 1% la
cual estuvo en agitacion constante alrededor de
una hora a temperatura ambiente y se realizaron
tres lavados con PBS-Tween al 0.05%, luego se
cortaron tiras de 3 mm de ancho y se separ6 el
marcador de peso molecular. A continuacion, se
realiz6 la reaccion inmunoenzimatica colocan-
do un volumen de 500 puL de suero problema en
una dilucion 1:800 en agitacion constante por
una hora, lavando las tiras tres veces por 5 mi-
nutos con PBS-Tween al 0.05%. Se coloc¢ el
anti-anticuerpo de Proteina A en un volumen de
500 pL para cada tira en una dilucion 1:2000 y
se incub6 dos horas en agitacion constante, al
final se realizaron tres lavados solo con PBS por
5 minutos en agitacion. Al final se agregd una
solucion de diaminobencidina (DAB) a 7.5mg/
mL y peroxido de hidrogeno al 30% para su pos-
terior paro con agua bidestilada al detectarse la
aparicion de las bandas en las tiras de nitrocelu-
losa. El criterio de positividad fue el reconoci-
miento de las bandas de 45, 49 y 55 kDa.
Resultados

El muestreo se llevo a cabo en la Region
Valles en el Estado de Jalisco entre agosto de
2015 y julio de 2017. Un total de 142 muestras
fueron obtenidas de caballos machos y 58 hem-

bras. La figura 1 muestra la funcidén zootécnica
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de los animales utilizados en este estudio. La
mayoria de los caballos muestreados fue para
reproduccion, seguida por charreria y carga.
Sin embargo, hubo casos en que los encargados
de los animales contestaron que desconocian la
funcién zootécnica de los animales. El rango de
edad de los animales muestreados fue desde seis
meses hasta los 26 (figura 2). Se obtuvieron un
total de 200 sueros de caballo, los cuales resul-
taron negativos a las pruebas de ELISA y Wes-
tern blot.

Discusion

La triquinelosis es una enfermedad zoo-
ndtica de tipo epidémica y de origen alimentario
asociada al principalmente al ganado porcino
(Estupinan 2018). Recientemente se ha docu-
mentado a nivel mundial que la carne de equi-
nos, ademas de con la incorporacion de otras
fuentes de infeccion, como la carne provenien-
te de pumas, jabalies entre otro puede ser una
fuente de infeccion afectando al ser humano
cuando consume carne contaminada. (Pasqua-
letti 2014).

La Asamblea Mundial de la Salud apro-
bd en el afio 2005 la reglamentacién que con-
templa la prevencion, asi como el control para
evitar la propagacion de enfermedades infeccio-
sas de interés en salud publica, se reporta que
enfermedades infecciosas como por ejemplo
provocadas por Trichinella, surgen debido a fa-
llas de bioseguridad en la produccion primaria,
lo cual implica que alimentos contaminados con
agentes infecciosos representan un factor de
riesgo para la salud publica (Lopez Arias 2018).

Jalisco es un Estado ganadero por exce-
lencia, por lo que la funciéon zootécnica de los
animales representa un ingreso econdémico en
funcion al sector equino. Al mismo tiempo re-
presenta un ingreso monetario al vender su car-

ne tanto a nacional como internacional.

Conclusion

Las muestras obtenidas para determinar
la presencia de anticuerpos especificos contra
Trichinella spiralis por medio de pruebas inmu-
nodiagnosticas (ELISA y Western Blot) en caba-

llos en pie en las localidades de El Arenal, Tala,

=u Machos u Hembras

Fig. 1. Funcion zootécnica de los animales muestreados.
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Fig. 2. Edad de los animales muestreados.
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El Refugio, Huaxtla, Santa Cruz del Astillero,
San Isidro Mazatepec y Magdalena de la Region
Valles en el Estado de Jalisco sugiere que estos
no han tenido contacto con Trichinella y en caso
de que se envien a rastro estos no representan un

peligro para el consumidor.
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