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Resumen

La trichinellosis es una enfermedad zoondtica transmitida por el consumo de alimentos
infectados con Trichinella spp. En Argentina la enfermedad es endémica y
principalmente transmitida por cerdos, reemergente en el periodo 1990/2005. El
diagnéstico de esta parasitosis se puede realizar por medio de métodos directos e
indirectos. Dentro de los métodos de observacion directa del parasito estan la técnica
de digestion artificial y técnicas moleculares. Mientras que los indirectos detectan la
respuesta del hospedador al parasito, particularmente en cerdos se utiliza la técnica de
ELISA y la misma se confirma por medio de un Western Blot. Estas metodologias se
realizan ya sea para realizar estudios de prevalencias como de métodos de deteccién
directos de esta enfermedad. El objetivo de este trabajo fue estudiar la infeccion aguda
y cronica de la enfermedad, la susceptibilidad de especie y la respuesta inmune de
jabalies infectados experimentalmente con T. patagoniensis y T. pseudospiralis. Como
también evaluar la capacidad de deteccion de larvas recién nacidas durante el periodo
ventana en sueros de jabalies y cerdos infectados con T. patagoniensis, T.
pseudospiralis y T. spiralis por medio de la técnica de PCR en tiempo real. Para este
estudio se emplearon 17 jabalies (Sus scrofa) y 6 cerdos (Sus scrofa domestica). Los
animales fueron inoculados con 20000 larvas de T. patagoniensis (5 jabalies y 1 cerdo),
con 20000 larvas de T. pseudospiralis (5 jabalies y 2 cerdos), y con 20000 larvas de T.
spiralis (4 jabalies y 2 cerdos), estos animales fueron divididos en grupos en funcién a
su especie animal y a la especie de Trichinella inoculada. Se mantuvieron como control
3 jabalies y 1 cerdo. Estos animales fueron revisados peridédicamente y durante la fase
aguda de la enfermedad fueron pesados semanalmente. Se realizaron extracciones de
sangre cada 7 dias durante todo el estudio. Estas muestras de sangre se utilizaron para
varios estudios paralelos. Por un lado, esto se utilizé para evaluar el recuento relativo
de eosindfilos en los jabalies infectados con T. patagoniensis y T. pseudospiralis, por
medio de frotis sanguineos. Ademas, se utilizé el suero obtenido de las muestras de
sangre de los jabalies infectados con T. patagoniensis y T. pseudospiralis, para
determinar el titulo de anticuerpos mediante la técnica de ELISA, utilizandose un kit
comercial "PrioCHECK Trichinella Ab", esto se evalué hasta el fin de la experiencia. Por
otra parte, el suero de todos los animales infectados también fue utilizado para evaluar
la presencia de larvas recién nacidas (LRN) a partir de la técnica de PCR en tiempo real.
Esto se midié en los jabalies a los 7 y 14 dias post infeccion (d.p.i.), en los cerdos
infectados con T. spiralis y T. pseudospiralis a los 2, 5, 9, 12y 15 d.p.i, y en los cerdos
infectados con T. patagoniensis a los 2, 6, 10, 12 y 15 d.p.i. Con el fin de evaluar el

patron de distribucion de las larvas musculares se tomaron muestras de musculos de



interés parasitoldgico y comercial durante la necropsia de los jabalies infectados con T.
patagoniensis y T. pseudospiralis. Los mismos fueron: lengua, diafragma, maseteros,
intercostales, porcion muscular del eséfago, paletas, jamones, bondiola y solomillo.
Estos se analizaron por medio de la técnica de digestion artificial. A su vez, también se
tomaron muestras de bondiola, jamén y paleta de los jabalies infectados con T.
pseudospiralis para evaluar la tolerancia de las larvas musculares (LM) a la congelacion.
Estos musculos se sometieron a temperaturas de -18 °C durante 14 dias. Las fechas de
muestreo fueron 2, 4, 7, 9, 11y 14 dias, y en cada fecha se digirié una muestra de cada
musculo, por medio de la digestion artificial, con el fin de recuperar las larvas alli
presentes y asi luego inocularlas en ratones BALB/c para determinar el indice de
Capacidad Reproductiva (ICR). Ningun animal presentd signos clinicos relacionados
con esta parasitosis. Durante la fase aguda de la enfermedad, no se evidenciaron
diferencias en la ganancia de peso, entre los jabalies infectados y los controles. Se
evidencié un aumento en el recuento relativo de eosindfilos la primera semana p.i. en
los jabalies infectados con T. pseudospiralis y en la semana 2 p.i. en los jabalies
infectados con T. patagoniensis. Con respecto a la dinamica de anticuerpos, los jabalies
inoculados con T. patagoniensis seroconvirtieron entre las 2 — 4 semanas p.i., mientras
gue los jabalies inoculados con T. pseudospiralis a las 2 semanas p.i. Todos los
animales, excepto los controles, se mantuvieron por encima del valor de corte durante
toda la experiencia (19 semanas). Diferencias estadisticamente significativas se
observaron en los valores de densidad 6ptica (OD) entre los jabalies inoculados con T.
pseudospiralis y los inoculados con T. patagoniensis a las 2 semanas p.i. (P <0.050). La
deteccion temprana de LRN mostr6 resultados variables en funcién a la especie animal
y la especie de Trichinella bajo estudio. Las muestras tomadas a los 7 d.p.i. de los
jabalies infectados con T. spiralis fueron positivas al ser analizadas con el cebador Rep.
Estas muestras positivas presentaron un rango de Ct de 29,26 + 0,16 para una muestra
y de hasta 33,37 = 0,45 para otra, y el Ct promedio (de las muestras positivas) fue de
31,91 + 1,70. A los 14 d.p.i. no se detectd ADN de LRN en los sueros analizados. Con
respecto a los cerdos infectados con T. spiralis, el cebador Rep no logré detectar ADN
circulante en suero en ninguna fecha muestreada. El cebador 18S, no logré detectar
ADN de LRN en los jabalies infectados con T. pseudospiralis, ni T. patagoniensis en las
fechas muestreadas (7 y 14 d.p.i.). Con este cebador solo se logr6 detectar ADN en una
muestra a los 7 d.p.i. en un solo jabali infectado con T. spiralis cuando se utilizé 1 ul de
ADN, al aumentar a 5 ul de ADN se lograron detectar las otras 3 muestras también como
positivas. La muestra realizada con 1 ul de ADN present6 un valor de Ct promedio de
37,32 + 0,45, mientras que las muestras analizadas con 5 ul presentaron un rango de
Ctde 35,13 £ 1,02 a 36,80 £ 0,29, con un Ct promedio de 36,21 + 1,02. La distribucion
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muscular de las larvas de T. pseudospiralis y T. patagoniensis arrojaron los siguientes
resultados. T. patagoniensis presentd una densidad larvaria considerablemente inferior
a T. pseudospiralis. Ambas especies de Trichinella mostraron predileccion
principalmente por la lengua y el diafragma. Seguidamente, los musculos mas
predilectos fueron para T. patagoniensis las paletas, mientras que para T. pseudospiralis
los solomillos y bondiolas. Las cargas larvarias mas altas fueron: para T. pseudospiralis
134,3 larvas por gramo (Ipg) (en lengua y mdsculos intercostales) y para T.
patagoniensis de 0,087 Ipg (en la lengua). Las larvas de T. pseudospiralis recuperadas
de los musculos sometidos al tratamiento de congelacion (-18 °C) se mantuvieron
viables hasta las 48 h posteriores de ser colocadas en el medio propuesto. A partir del
dia 4 el valor del RCI fue igual a 0 en todos los grupos musculares estudiados. Este
estudio nos permite comprender como se desarrollan estas especies cuando afectan a
jabalies, como también nos permitieron ahondar en sus capacidades biol6gicas. Utilizar
diversos métodos diagnosticos no sélo nos permitié evaluar cbmo se desarrolla esta
enfermedad, sino también nos permiti6 comenzar a construir nuevas estrategias
diagnosticas para tratar de prevenir esta parasitosis o incluso poder llegar a su
diagnostico y tratamiento precoz.

Abstract

Trichinellosis is a zoonotic disease transmitted by the consumption of foods infected with
Trichinella spp. In Argentina the disease is endemic and mainly transmitted by pigs, re-
emerging in the period 1990/2005. The diagnosis can be made through direct and
indirect methods. The artificial digestion and molecular techniques are the method of
choice for the direct observation of the parasite. While the indirect ones detect the host's
response to the parasite, particularly in pigs, the ELISA technique is used and it is
confirmed by means of a Western Blot. These methodologies are carried out either to
develop prevalence studies or direct diagnoses of this disease. The aim of this work was
to study the acute and chronic infection of the disease, the species susceptibility and the
immune response of wild boars experimentally infected with T. patagoniensis and T.
pseudospiralis. As well as to evaluate the detection capacity of newborn larvae during
the window period in sera from wild boars and pigs infected with T. patagoniensis, T.
pseudospiralis and T. spiralis by means of the real-time PCR technique. For this study,
17 wild boars (Sus scrofa) and 6 pigs (Sus scrofa domestica) were used. The animals
were inoculated with 20,000 larvae of T. patagoniensis (5 wild boars and 1 pig), with

20,000 larvae of T. pseudospiralis (5 wild boars and 2 pigs), and with 20,000 larvae of
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T. spiralis (4 wild boars and 2 pigs). These animals were divided into groups based on
their animal species and the Trichinella species inoculated. The rest of the animals were
kept as control (3 wild boars and 1 pig). These animals were checked periodically, and
during the acute phase of the disease they were weighed weekly. Blood samples were
taken weekly throughout the study. These samples were used for various purposes. On
one hand, this was used to evaluate the relative eosinophil count in wild boars infected
with T. patagoniensis and T. pseudospiralis, by means of blood smears. Moreover, the
sera obtained from the blood samples of wild boars infected with T. patagoniensis and
T. pseudospiralis was also used to determine the antibody titer using the ELISA
technique, applying a commercial kit named “PrioCHECK Trichinella Ab”. On the other
hand, the sera of all infected animals was used to evaluate the presence of newborn
larvae (NBL) using the real-time PCR technique. This was measured in wild boars’ serum
at 7- and 14-days post infection (d.p.i.), in pigs infected with T. spiralis and T.
pseudospiralis at 2, 5, 9, 12 and 15 d.p.i., and in pigs infected with T. patagoniensis at
2,6, 10,12 and 15 d.p.i. In order to evaluate the distribution pattern of the muscle larvae,
samples of muscles of parasitological and commercial interest were taken during the
necropsy of wild boars infected with T. patagoniensis and T. pseudospiralis. These
samples were: tongue, diaphragm, masseter, intercostals, muscular portion of the
esophagus, upper forelegs, upper hind limbs, pork shoulders and sirloin. These were
analyzed using the artificial digestion technigue. At the same time, samples of pork
shoulders, upper foreleg and upper hind limbs were also taken from wild boars infected
with T. pseudospiralis to evaluate the tolerance of muscle larvae (ML) to freezing. These
muscles were subjected to temperatures of -18°C for 14 days. The sampling dates were
2,4,7,9, 11 and 14 days, and on each date a sample of each muscle was digested, by
artificial digestion, in order to recover the ML there, and then inoculate them in BALB/c
mice to determine the Reproductive Capacity Index (ICR). No animal presented clinical
signs related to this disease. During the acute phase, no differences in weight gain were
evident between infected wild boars and controls. An increase in the relative eosinophil
count was seen immediately after infection in wild boars infected with T. pseudospiralis
(1 week p.i.) and at week 2 p.i. in wild boars infected with T. patagoniensis. Regarding
antibody dynamics, wild boars inoculated with T. patagoniensis sero-converted between
2 — 4 weeks p.i., while wild boars inoculated with T. pseudospiralis at 2 weeks p.i. All
animals, except controls, remained above the cut-off value throughout the experience
(19 weeks). Statistically significant differences were observed in optical density (OD)
values between wild boars inoculated with T. pseudospiralis and those inoculated with
T. patagoniensis at 2 weeks p.i. (P<0.050). The early detection of NBL showed variable

results depending on the animal species and the Trichinella species under study.
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Samples taken at 7 d.p.i. of wild boars infected with T. spiralis were positive when
analyzed with the Rep primer. These positive samples presented a Ct range of 29.26 +
0.16 for one sample and up to 33.37 + 0.45 for another. and the average Ct (of the
positive samples) was 31.91 + 1.70. At 14 d.p.i. NBL DNA was not detected in the
analyzed sera. Regarding pigs infected with T. spiralis, the Rep primer failed to detect
circulating DNA in serum on any sampled date. The 18S primer failed to detect NBL DNA
in wild boars infected with T. pseudospiralis or T. patagoniensis on the sampled dates (7
and 14 d.p.i.). With this primer, DNA was only detected in a sample at 7 d.p.i. in a single
wild boar infected with T. spiralis when 1 ul of DNA was used, when increasing to 5 ul of
DNA the other 3 samples were also detected as positive. The sample made with 1 ul of
DNA presented an average Ct value of 37.32 + 0.45, while the samples analyzed with 5
ul presented a Ct range of 35.13 + 1.02 to 36.80 = 0 .29, with an average Ct of 36.21 +
1.02. The muscle distribution of the larvae of T. pseudospiralis and T. patagoniensis
gave the following results. T. patagoniensis had a larval density considerably lower than
T. pseudospiralis. Both Trichinella species showed a predilection mainly for the tongue
and diaphragm. Followed by the upper forelegs for T. patagoniensis, and the sirloins and
pork shoulders for T. pseudospiralis. The highest larval loads were: for T. pseudospiralis
134.3 larvae per gram (Ipg) (in the tongue and intercostal muscles) and for T.
patagoniensis 0.087 Ipg (in the tongue). The T. pseudospiralis larvae recovered from the
muscles subjected to freezing treatment (-18 °C) remained viable until 48 hours after
being placed in the proposed medium. From day 4 onwards, the RCI value was equal to
0 in all muscle groups studied. These results allow us to evaluate how T. patagoniensis
behaves when it infects wild boars. This study allows us to understand how these species
develop when they affect wild boars, as well as allowing us to explore their biological
capabilities. Using various diagnostic methods not only allowed us to delve into how this
disease develops, but also allowed us to begin to build new diagnostic strategies to reach

its early diagnosis and treatment or even be able to prevent this disease.
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1. Introduccion:

La Trichinellosis es una enfermedad zoonética transmitida por el consumo de alimentos
infectados con Trichinella spp. En Argentina la enfermedad es endémica, principalmente
transmitida por cerdos, y ha experimentado un resurgimiento significativo durante el
periodo 1990-2005 (Ribicich, M., y col 2005, 2009). El parasito presenta hasta el
momento diez especies y tres genotipos (Zarlenga y col., 2020). Las mismas son:
Trichinella spiralis, Trichinella nativa, Trichinella T6, Trichinella britovi, Trichinella T8,
Trichinella pseudospiralis, Trichinella murrelli, Trichinella T9, Trichinella nelsoni,
Trichinella papuae, Trichinella zimbabwensis, T. chanchalensis y Trichinella
patagoniensis (Pozio, 2007; Krivokapich y col., 2008; Sharmay col., 2020).

Este nematode tiene como células blanco las fibras musculares esqueléticas. Dentro de
éstas, una de sus fases parasitarias, la larva L1 (L1), se enquista y permanece por un
periodo tiempo prolongado y variable. Durante este proceso, se va a desarrollar una
unidad funcional que le va a permitir permanecer viable dentro del organismo
hospedador. Cabe destacar que algunos genotipos tienen la capacidad de desarrollar
una capsula de colageno que los envuelve dentro de la fibra muscular. En funcién a si
desarrollan una capsula de colageno o no dentro de la fibra muscular, se clasifican en
dos clados. Aquellas que se engloban dentro del clado encapsulado son: T. spiralis
(genotipo T1), T. nativa (genotipo T2), T. genotipo T6, T. britovi (genotipo T3), T.
genotipo T8, T. murrelli (genotipo T5), T. genotipo T9, T. nelsoni (genotipo T7), T.
chanchalensis y T. patagoniensis (genotipo T12); éstas parasitan mamiferos, mientras
gue aquellas especies que conforman el clado no encapsulado, no solo parasitan
mamiferos, sino que también parasitan reptiles y aves (T. pseudospiralis, T. papuae
(genotipo T10) y T. zimbabwensis (genotipo T11). Es importante aclarar que el término
“no encapsuladas”, no significa realmente que no presenten una capsula de colageno,
sino que mas bien dicha cdpsula es tan fina que no se puede visualizar utilizando un

microscopio éptico (Xu y col., 1997).

1.1. Ciclo biolégico

Una peculiaridad del ciclo de los nematodes del género Trichinella es el desarrollo de
dos generaciones en el mismo hospedador. Su ciclo biolégico puede ser dividido en 2
fases: fase intestinal y fase parenteral (ésta Ultima es también llamada fase de
diseminacion y/o fase muscular). El ciclo comienza cuando el hospedador consume

carne infectada con la L1 presentes en el masculo estriado, también llamada larva
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enquistada o larva muscular (LM). Estas larvas son liberadas en el estbmago durante la
digestion por accién de la pepsina y el acido clorhidrico, para posteriormente dirigirse
hacia el intestino delgado. Una vez en el instestino delgado, las larvas se desplazan por
la superficie celular, ocacionando la muerte celular incluso de células no invadidas,
debido a que se generan diversas alteraciones como pérdida de la permeabilidad,
ruptura de membranas, ruptura de organelas (Li y col.,, 1998; Mitreva, 2006).
Posteriormente, las larvas penetran el epitelio columnar a nivel de las criptas,
principalmente del duodeno, y realiza cuatro mudas en aproximadamente 30 horas (h).
Estos estadios permanecen dentro de este nicho multicelular (Despommier 1983, 1993).
Inmediatamente después de la maduracién sexual se produce la copula dentro del
nicho, iniciandose entre las 30 y 40 h post-infeccion (pi). A los 5 dias de la fertilizacion,
las hembras comienzan a parir larvas recién nacidas (LRN) en la mucosa de las
vellosidades intestinales. Debido al desarrollo de la respuesta inmune, los adultos
comienzan a ser expulsadas del nicho multicelular (Despommier, 1993). La LRN es un
estadio no-intracelular y existe como un organismo que se mueve libremente dentro del
lumen de los vasos sanguineos y linfaticos (Gottstein y col., 2009). Las LRN en busca
de sus células blanco, pueden invadir distintos érganos, ingresando y afectando asi a
diversas células e incluso destruyéndolas (Despommier, 1993). Como consecuencia de
su paso por diversos 6rganos pueden observarse alteraciones, por ejemplo, en el
corazon, cerebro, ojos, pulmones (Kociecka, 2000). Sin embargo, el establecimiento
so6lo ocurrird en el masculo esquelético en el cual ingresan activamente por medio de su
estilete y de la secrecion de enzimas liticas. Alli, este pardasito inducird maltiples cambios
en la fibra muscular, con el fin de lograr desarrollar una unidad funcional que le permitira
persistir por periodos prolongados de tiempo dentro del hospedador. Esta unidad se
denomina “célula nurse”. Este proceso demora en completarse aproximadamente de 20
a 30 dias (Despommier 1975, 1993; Rosa & Ribicich, 2012). Las LM por medio de sus
proteinas y los productos de excrecion-secrecion cumplen un papel crucial en la
transformacion de la célula hospedadora, de hecho, se han encontrado productos de
secrecion en los nucleos en desarrollo de las células nurse, lo que sugiere que la larva
transmite en ciertos momentos la forma por la cual se debe desencadenar la
transformacion en dicha célula como también estimular la angiogénesis (Despommier,
1993). Sobre el desarrollo de la célula nurse se han realizado multiples estudios, y se
cree gque este desarrollo seria el resultado en parte del hospedador y en parte de la larva
(Wu'y col., 2008). Esto es asi, ya que inicialmente su desarrollo se desencadena por el
trauma que la larva genera al introducirse en la fibra muscular. Esto desencadenaria
una respuesta por parte del hospedador, ya que se activarian las vias proinflamatorias,

como también las células satélites de los miocitos las cuales se alinearian a la célula
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parasitada, favoreciendo asi la creacién de un ambiente propicio para la perpetuacion
de esta larva (Matsuo y col., 2000; Wu y col., 2001; Wu y col., 2008). Posteriormente, la
larva seria la responsable de la reestructuracion de la célula parasitada al afectar
directamente la evolucién del ciclo celular (Jasmer 1993; Wu y col., 2008). Se han
logrado detectar multiples genes cuya expresion se ve modificada en favor al desarrollo
de la célula nurse (Wu y col., 2005; Boonmars y col., 2005; Wu y col., 2008) como
también para la previa activacion de las células satélites (Wu y col., 2001; Boonmars y
col., 2004; Wu y col., 2005).

La célula nurse mide aproximadamente 250 a 400 um y la misma se encuentra rodeada
por una red circulatoria que permite generar su propio metabolismo (Rosa & Ribicich,
2012). Esta caracteristica es fundamental ya que la larvas musculares tiene inicialmente
un crecimiento dentro de la célula nurse muy rapido, aumentando diariamente casi un
40% su volumen (Despommier y col., 1975). Dentro de la fibra muscular afectada, se
evidencian mdultiples cambios morfolégicos y funcionales, entre ellos: pérdida de
miofilamentos, alteracion funcional y pérdida de las mitocondrias, hipertrofia e
hiperplasia de los nucleos los cuales migran hacia el centro de la fibra muscular,
aumento del reticulo endoplasmatico liso y rugoso y de los depdésitos de colageno
alrededor de la larva, asi como aumento de la expresion de dos marcadores (fosfatasa
acida y sindecan-1) y aumento de la cantidad de ADN y ARN (Steward, 1973; Jasmer y
col., 1991; Despommier, 1993; Beiting y col.,, 2006; Rosas & Ribicich, 2012).
Despommier 1993, observé que, en las fases iniciales de la fase cronica de infeccién, la
respuesta inmune del hospedador no logra destruir esta célula nurse, lo que sugiere una
respuesta de proteccion por parte de esta unidad funcional. Una vez constituida esta
unidad funcional, la L1 puede sobrevivir dentro de la misma por periodos muy

prolongados de tiempo.

1.2. Morfologia

Los estadios parasitarios de este nematode son las larvas L1, L2, L3, L4, L5 o pre adulto,
adultos machos y hembras, y las LRN.

La larva L1, también llamada larva muscular (LM) es la forma parasitaria que se
encuentra dentro de las fibras del masculo estriado, siendo la forma infectante para
todos los hospedadores. Esta larva mide 1 mm, en el caso que sea macho, y 1,4 mm la
hembra (Bruschi, 2021).

El clado de especies encapsuladas se caracterizan por estar recubiertas por una
capsula de coldgeno, cuya composicion especifica adn esta bajo discusion, ya que se

habla de colageno tipo | y IV, como también de colageno tipo IV y tipo VI (Polvere y col.,
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1997), conformando asi la célula “nurse”. Estas LM tienen la tipica forma enroscada al
ser viables, mientras que, al dejar de serlo, adoptan una forma de “C”. Ademas,
presentan un metabolismo de tipo anaerébico (Despommier, 1993).

Los adultos presentan dimorfismo sexual, siendo las hembras mas grandes que los
machos. Las hembras miden entre 2-4 mm, y los machos entre 1-1,5 mm. Como todos
los estadios de este nematode, su extremo anterior es mas delgado que el posterior. En
Su extremo anterior, se encuentra una estructura caracteristica denominada esticosoma.
Este es un 6rgano exocrino que rodea al eséfago y con el cual estd asociado. Esta
conformado por 45 a 55 esticocitos, células que se encargan de excretar granulos
citoplasméticos por el eséfago a través del arbol canalicular. Los granulos secretados
varian en funcion al estadio del parésito, pero en términos generales, su contenido esta
en relacion a los productos de excrecién-secrecion del parésito, como proteinas, que
desempefian funciones importantes en la patogenia de esta enfermedad como también
en la modulacion en la respuesta inmune (Rosa & Ribicich, 2012; Bruschi, 2021). En
cuanto a su extremo posterior, los adultos presentan las estructuras involucradas en la
reproduccién, como los 6rganos genitales y los apéndices copulatorios en los machos.
Estos apéndices constan de dos mamelones copulatorios, que se utilizan para la
sujecion con la hembra durante la copula y dos pares de papilas sensoriales.

Con respecto a las LRN, estas miden entre 80 a 120 um, y, aunque sus 6rganos internos

estan aun inmaduros, ya poseen una cuticula completamente formada.

1.3. Epidemiologia

Otra particularidad que presenta este género, es que posee diversos ciclos. Por un lado,
el ciclo selvatico, que es aquel cuya transmision se da entre animales carnivoros, debido
a sus habitos canibalisticos y carrofieros. Luego, se encuentra el ciclo doméstico, cuya
transmisibn se da entre piaras de cerdos, tanto por el consumo de carnes
insuficientemente cocidas o crudas, por el consumo de basura o de carcasas de cerdos
que no fueron removidas del establecimiento, como también a partir de animales
sinantropicos que viven en estrecha relacion con los cerdos. Finalmente, el ciclo
sinantrdpico, que conecta los dos primeros ciclos, involucrando animales que estan en
estrecha relacién con el hombre y su ambiente, como son los gatos, perros y roedores.
A nivel global, un estudio revel6 que la especie mas encontrada fue T. spiralis (43,3%),
seguida por T. britovi (41,2%), y luego por T. nativa (7,7%) (Feidas y col., 2014). La
distribucion geografica de este género esta influenciada por multiples factores como son
la relacion parasito/hospedador, por evolucion y filogenética propia de este género,

como también por el ambiente y el accionar humano (La Rosa y col., 2012; Feidas y
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col., 2014). Otros autores sugieren que esto se debe particularmente a 2 factores (Pozio,
2013): la humedad y temperatura ambiental, y al hospedador. Las condiciones
ambientales facilitan la supervivencia de ciertas especies en las carcasas del
hospedador, mientras que para otras especies de Trichinella, la respuesta inmune del
hospedador y el nicho celular tendrian mayor influencia (Pozio, 2013; Feidas y col.
2014). Por este motivo, la distribucion de ciertas especies es mas circunscripta en
comparacion con otras especies (Feidas y col., 2014).

En cuanto a los hospedadores, un estudio realizado por Pozio, 2013, reveld que la
familia Suidae constituye el 51,8% del total de hospedadores afectados por este
nematode, seguida por la familia Canidae con un 37,1%. Ademas, este mismo estudio
muestra que las especies encapsuladas, exceptuando T. spiralis, suelen tener una
distribucion mas ininterrumpida, y no se superponen entre si en su distribucion,
fendbmeno que también ocurre con las no encapsuladas, pero que si ocurre entre

algunas especies encapsuladas y no encapsuladas.

1.3.1. Situacion en la Argentina

En Argentina, la especie porcina y T. spiralis constituyen la asociacién especie animal/
especie parasita mas frecuente y la cominmente involucrada en la aparicién de brotes
humanos. Sin embargo, en la Ultima década, los jabalies y pumas fueron las especies
mas prevalentes en los focos silvestres (SENASA, 2017). Esta enfermedad a pesar de
ser endémica en Argentina, se presenta en brotes, especialmente durante la época
invernal, por el aumento de faenas caseras durante los meses de junio, julio y agosto
para la elaboracién y produccion de chacinados, embutidos y salazones (SENASA,
2022).

Una de las principales causas de transmision de este parasito entre los porcinos
domeésticos, es la crianza domiciliaria de cerdos con pocos o inexistentes controles
sanitarios e higiénicos. Estos animales frecuentemente son alimentados con restos de
alimentos y basura, y también suelen convivir en contacto estrecho o constante con
roedores y animales sinantropicos, facilitando la circulacién del parasito entre sus
hospedadores. En este punto cobra relevancia el diagnéstico temprano. Esto es asi, ya
gue esta enfermedad en las personas genera un amplio cuadro sintomatico que
facilmente es confundida con otras afecciones de la salud. En nuestro pais, hasta el
momento se han encontrado en cerdos y en animales silvestres tres especies de

Trichinella, las mismas fueron T. spiralis, T. pseudospiralis y T. patagoniensis.
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En el periodo de 2011-2020 se registraron 557 focos de trichinellosis. De estos, un 11%
involucro brotes humanos (SENASA, 2022). En nuestro pais, la mayor cantidad de focos
silvestres se produjo en la provincia de Neuquén y en Buenos Aires, asociados
principalmente a los jabalies (SENASA, 2022). Otro dato importante para destacar es
gue a partir de las carnes obtenidas de la caza se elaboran chacinados y embutidos que
predisponen a la aparicion de nuevos brotes. Los datos obtenidos por el SENASA
muestran que en el periodo 2011-2020, un 94% de los focos de trichinellosis en
animales silvestres corresponden a jabalies y porcinos silvestres, y un 6% a pumas. A
nivel mundial, el consumo de cerdo es la principal causa de trichinellosis, seguido por el
consumo de jabali y luego por carnivoros salvajes (Pozio, 2015; Rostami y col., 2017,
Zarlenga y col., 2020).

Hasta el presente, T. patagoniensis ha sido detectada so6lo en Argentina,
especificamente en pumas (Puma concolor), quienes constituyen el reservorio natural
de esta especie (Krivokapich y col., 2012). Diversas investigaciones, han demostrado
gue los gatos y ratones son mas susceptibles a la infeccion por T. patagoniensis que las
ratas y cerdos (Krivokapich y col., 2012; Ribicich y col., 2013). Con respecto a la ruta de
infeccion transmamaria en ratones BALB/c, Farifia y col, 2016 demostraron que la
misma, no juega un rol importante en la transmisién. A su vez, se ha demostrado que T.
patagoniensis puede alcanzar el estadio adulto, pero no completar la fase muscular en
pollos domésticos (Gallus gallus domesticus) (Pasqualetti y col., 2014). Mientras que en
cobayos (Cavia porcellus), se constatd que T. patagoniensis puede completar el ciclo y
actuar como un hospedador potencial del parasito (Farifia y col., 2017).

En paises industrializados, en los cuales presentaban pocos casos de brotes humanos
de trichinellosis, han comenzado a aumentar los casos debido al consumo de carne de
jabali y animales salvajes obtenidos mediante la caza (European Food Safety Authority,
2019; Rostami y col., 2017; Zarlenga y col., 2020).

Esta enfermedad se ha detectado en personas en al menos 55 paises hasta el afio 2007
(Pozio, 2007). En algunos paises de Sudamérica, como Argentina y Chile, la
trichinellosis es un problema de dificil solucion, debido a los héabitos culturales de
consumo de carne y a los factores que condicionan la presencia de la parasitosis en el
ambito rural y silvestre. Entre estos factores se incluyen, los cerdos alimentados con
residuos carnicos crudos, alimentos almacenados en forma inadecuada en la granja, la
falta de remocion de animales muertos, fallas en el control de roedores, instalaciones
precarias para la crianza de porcinos y una eliminacion deficiente de residuos que atraen
a especies animales del entorno silvestre y se dirigen al urbano en busca de alimento.
En este contexto, los jabalies son protagonistas en el ciclo biolégico silvestre debido a

su participacion como consumidores de residuos crudos.
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La ocurrencia de focos genera grandes pérdidas econdmicas, tanto para el Estado como
para el productor. Segun la resolucion 555-2006-SENASA, en Argentina ante la
presencia de un caso positivo, el mismo debe ser notificado al SENASA y dicho
organismo debe proceder a la interdiccion del establecimiento. Todos los animales del
estableciemiento deben ser faenados con el fin de determinar si se encuentran
parasitados. En el caso de confirmarse la presencia del parasito, estos deben destinarse
a decomiso y digestor, generando asi grandes pérdidas econdmicas y productivas para
el productor. Por lo tanto, es de esencial interés lograr hallar un método que posibilite la
deteccién temprana de esta infeccion, previo a su llegada al masculo.

El diagnéstico molecular por medio del uso de PCR en tiempo real se basa en la
amplificacién de secuencias de ADN especificas, en este caso, para el nematode
Trichinella spp. utilizando sondas fluorescentes que emiten fluorescencia que se detecta
a medida que ocurre la reaccion de amplificacion. Esta técnica permite detectar
tempranamente las distintas especies de este nematode, entre ellas, T. britovi, T. nativa,
T. nelsoni, T. murrelli, T. papuae, T. pseudospiralis, T. spiralis, T. zimbabwensis, T6, T8,
y T9. (Alonso y col., 2011). Es importante destacar que la deteccién de larvas de
Trichinella en la carne de cerdo es un problema de salud publica en muchos paises,
especialmente en aquellos donde el consumo de carne de cerdo cruda o
insuficientemente cocida es comun (OMS, 2021). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha estimado que cada afio se registran alrededor de 10,000 casos de
trichinellosis en personas en todo el mundo, lo que subraya la importancia de las
medidas de control y prevencion para esta enfermedad (OMS, 2018; OMS, 2021). Por
este motivo, la deteccién temprana de las LRN de Trichinella en cerdos resulta esencial
para prevenir la propagacién de la enfermedad a los seres humanos. En este contexto,
varios autores coinciden en la importancia de la deteccion temprana de Trichinella spp.
en animales infectados y en la utilizacién de técnicas de PCR en tiempo real para tal

fin.

1.4. Inmunologia
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1.4.1. Respuestainmune durante la fase intestinal

La respuesta inmune del hospedador comienza durante la fase intestinal. Sobre este
punto se han realizado multiples estudios que buscaron determinar cémo el hospedador
se defiende ante este parasito.

Se ha observado que la expulsion de los adultos del intestino, asi como la disminucién
en la fecundidad de las hembras, ayudan a disminuir la cantidad de futuras LM (Bruschi,
2021), incluso un estudio desarrollado por Blum y col., 2013 demostré que la tasa de
eliminacion de adultos hembras es mayor que la de machos. Ademas, la tasa de
eliminacion esté inversamente relacionado con la dosis infectiva, es decir que ratones
gue fueron infectados con una mayor carga larvaria de T. spiralis demostraron presentar
por mas tiempo adultos en el intestino en comparacion con aquellos que fueron
infectados con una menor dosis infectiva, sugiriendo asi que su tasa de expulsién fue
mas lenta (Wassom y col., 1984a). Incluso estos autores demostraron que los genes H-
2 podrian estar relacionados con este hecho, ya que estos ayudarian en la expulsion de
los adultos como también en el control de la reproduccion de este parasito (Wassom y
col., 1984b).

Ademas, McCoy, 1931, sugirié que la respuesta inmune generada en el intestino por
una infeccién previa los protege parcialmente de reinfecciones, esto fue demostrado en
un estudio que realizé en ratas infectadas con T. spiralis. Situacion similar también fue
hallada en un estudio realizado en equinos por Perrety col., 1998, en el cual no lograron
detectar ADN de LRN tras la reinfeccion de dichos animales.

La respuesta inmune contra Trichinella spp. involucra numerosos mecanismos efectores
gue estan relacionados con la especie hospedadora y con las diferencias genéticas
existentes entre los parasitos (Bell, 1998). La infeccién ocasionada por T. spiralis induce
una respuesta inicial Thl durante los primeros estadios de la fase intestinal, que
finalmente cambia a un fenotipo Th2 (Ishikawa y col., 1998; Helmby y Grencis, 2003).
Esta respuesta, junto a los efectos de la inmunidad innata, conduce a una inflamacion
aguda que desencadena la expulsiéon de los parasitos adultos alojados en el intestino.
(Knight y col., 2004). Asimismo, se ha demostrado en multiples estudios que las células
T tienen un rol preponderante en la infecciéon primaria (Walls y col., 1973; Vallance y
col., 1998).

Otros autores han demostrado que la expulsién de este parasito también se debe a
cambios neuromusculares en las paredes intestinales debido al aumento del transito
intestinal (Vallance y col., 1998). Se ha propuesto que el aumento del transito intestinal
influye en la eliminacién de los adultos (Castro y col., 1976; Vallance y col., 1997,

Vallance y col., 1998, Sukhdeo y Croll, 1981). Por ejemplo, un mayor aumento de la
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contractibilidad muscular del intestino se evidencié en aquellos ratones que lograron
eliminar los adultos mas rapidamente (Vallance y col., 1997a). Ademas, se observo en
ratas que los leucotrienos LTC4 y el LTB4 producidos en el intestino contribuyen en la
expulsiéon de los adultos, estos leucotrienos fueron identificados en el exudado intestinal,
observandose un aumento de los mismos luego de media, una y veinte horas post
infecciébn, como también un aumento de las proteasas Il de mastocitos de ratas
(RMCPII) en el suero (Mogbel y col., 1987). Autores como Khan y col., 2003 y Steel y
col.,, 2019, demostraron que un aumento de la interleuquina 9 (IL-9) y IL-17,
respectivamente, generan un aumento de la contractibilidad del musculo liso del yeyuno
favoreciendo asi la expulsion de T. spiralis.

A su vez, algunas de las células involucradas en la infeccion primaria de Trichinella spp.
son los mastocitos de la mucosa junto con sus productos (Bruschi, 2021) como también
lo son las células caliciformes que estimulan la produccion de mucina (Khan y col.,
2001). La hiperplasia de estas ultimas se ven estimuladas por medio de la activacion de
la via de Stat 6, y esto ayuda en la eliminacion de estos pardsitos del intestino (Khan y
col., 2001).

1.4.2. Respuestainmune durante la fase muscular

Algunos autores han demostrado que los anticuerpos podrian brindar proteccion contra
las LRN, sin embargo, en la mayoria de los casos, esto realmente no ocurriria ya que
los anticuerpos tardarian mas tiempo en formarse del que la LRN llega al musculo
(Moloney y Denham, 1979; Bruschi, 2021).

En las infecciones parasitarias en ratones, se ha observado que los eosindfilos cumplen
funciones opuestas, ya que a veces favorecen al hospedador mientras que en otras al
parasito, a su vez, adoptan roles distintos en infecciones primarias en comparacion con
infecciones secundarias, asi como durante la fase intestinal y en la fase muscular
(Huang y Appleton, 2016). Durante la fase de invasion de las LRN al musculo los
eosindfilos, con ayuda de la IL-10, estimulan el aumento de células dendriticas (CD), y
cumplen un rol fundamental. Ante la ausencia de estos se ha observado que el 6xido
nitrico (ON), y el IN-y, generan la muerte de gran parte de estas larvas musculares, sin
embargo, esto no ocurre ante la presencia de eosinofilos (Fabre y col., 2009;
Gebreselassie y col., 2012; Huang y Appleton, 2016). Estos autores sugieren que los
eosindfilos actian como reguladores inmunes ya que les permiten a las LM sobrevivir y
crecer dentro de la fibra muscular, en parte, gracias a la acumulacion e infiltracion de
células Th2 (Gebreselassie y col., 2012). Estos dos procesos también se cree que

ocurren por distintos mecanismos regulatorios del sistema inmune (Bruschi, 2021). Sin
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embargo, ante reinfecciones, los eosindfilos, junto con los anticuerpos que se unen a
las LRN, actuarian protegiendo al hospedador ya que generan la desgranulaciéon y
muerte de estas LRN, evitando o limitando su migracion hacia el muasculo (Bass y
Szejda., 1979; Huang, y col., 2015; Huang y Appleton, 2016).

Por otro lado, los niveles de IgG1, IgG2 e IgE se incrementan significativamente durante
la infeccién muscular crénica, estando esto asociado con una fuerte respuesta Th2 en
los linfonddulos cervicales (Denkers y col., 1991; Fabre y col., 2009; Blum y col., 2013).
En los cerdos, la respuesta inmune ante la presencia de este nematode no esta
ampliamente estudiada como en ratones. Se cree, que mecanismos de defensa de tipo
Th2 participan al igual que en ratones, ya que, en un estudio realizado por Wang y col.,
2020, demostr6 un aumento de la IgG1l e IgG2. A su vez, otro estudio realizado por
Murrell, 1985, en el cual se inocularon cerdos con distinta dosis infectiva, se evidencio
gue aqguellos que habian sido inoculados con una mayor carga larvaria eliminaban antes
los adultos del intestino, sugiriendo asi que la expulsiébn de los adultos estaria
influenciada por la carga larvaria. Ademas, otro estudio realizado demuestra también
gue los cerdos presentan gran resistencia a las reinfecciones contra T. spiralis,
posiblemente debido a la unién de los anticuerpos a las LRN, similar a lo observado en
ratones (Marti y Murrell, 1986), sin embargo, mas estudios son necesarios para definir
las causas de esta resistencia.

Aligual que en cerdos y ratones, en humanos también se evidencia una fuerte respuesta
de tipo Th2 (Morales y col., 2002) y en otro estudio una respuesta tanto de tipo Thl
como Th2 durante la fase crénica de la enfermedad (Della Bellay col., 2017). En relacién
a los humanos, como ocurre en cerdos, mas estudios son aln necesarios para definir

en detalle cémo se desarrolla la respuesta inmune en cada etapa de la enfermedad.

1.5. Diagnéstico

1.5.1. Métodos directos

El diagnéstico de esta parasitosis se puede realizar por medio de métodos directos e
indirectos. Dentro de los métodos de observacion directa del parasito estan la
triqguinoscopia y la técnica de digestion artificial. Mientras que los indirectos detectan la
respuesta del hospedador al parasito, particularmente en cerdos se utiliza la técnica de
ELISA y la misma se confirma por medio de un Western Blot. Estas metodologias se
aplican tanto para estudios de prevalencias como para diagnosticos de esta
enfermedad. Los métodos directos especialmente se realizan para detectar carnes

parasitadas con este nematode, con el fin de evitar brotes humanos. La triquinoscopia
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es un método de compresion que se utilizaba para visualizar las L1 que se encontraban
enquistadas en la musculatura. Este método se utilizé principalmente para el diagndstico
de T. spiralis, especie encapsulada. Sin embargo, con el descubrimiento de las especies
no encapsuladas, esta técnica practicamente quedoé en desuso por su baja sensibilidad,
por ser laboriosa y permitir detectar en un nimero reducido de muestras, y por su
incapacidad de poder detectar especies no encapsuladas (Noeckler y col., 2019). Esta
técnica consistia en la visualizacion de muestras de los musculos especificos de
predileccién de este parasito, de aproximadamente 0,5 g. Estas muestras se cortaban
en porciones pequefas de 2 x 10 mm y se colocaban entre dos placas de vidrio para
ser comprimidas y luego visualizadas utilizando un triquinoscopio, el cual poseia un
aumento de 15 a 40X (Bruschi, 2021). No obstante, esta técnica no esta habilitada para
liberar carne para consumo humano, ya que al ser de menor sensibilidad (detecta 3 a 5
larvas/gramo), todas aquellas carnes con menos densidad larvaria podrian ser liberadas
a consumo cuando las mismas pueden llegar a enfermar a las personas (carnes con
mas de 1 larva/gramo) (Bruschi, 2021). Por este motivo, el principal método diagndstico
directo es la técnica de digestion artificial. La misma se basa en imitar lo que ocurre en
la digestion natural, con el fin de liberar las LM enquistadas en las fibras musculares.
Esta técnica fue desarrollada por W.J. Zimmermann en 1967 (Bruschi, 2021), y tiene la
ventaja que se puede utilizar para digerir muestras en pool, ahorrando asi tiempos de
trabajo. A su vez, tiene una mayor sensibilidad, siendo la misma de hasta 1 larva/gramo
(digiriendo 5 g de musculo). La sensibilidad puede verse afectada cuando los animales
presentan muy baja carga larvaria, en estos casos, se puede mejorar la sensibilidad
aumentando la cantidad de musculo a digerir (Bruschi, 2021). En caso de carne de
equinos y de animales silvestres, se recomienda analizar como minimo 5 a 10 g del
muasculo de predileccién (Bruschi, 2021). La digestion enzimatica es la técnica
recomendada por la Comision Internacional de Trichinellosis (International Comission
on Trichinellosis, ICT) para el andlisis de carcasas animales, y a su vez es la técnica
gue debe realizarse de manera obligatoria sobre todas las carcasas/reses/carnes de
cerdos en Argentina (Resolucion SENASA N.° 422/2003 y 555/2006), como en otros

paises de la Union Europea (Bruschi, 2021).

Un factor fundamental a la hora de realizar la técnica de digestion artificial es elegir el
musculo de predileccion del hospedador que se quiere analizar. Esto se debe a que el
musculo mas parasitado o el preferido por este parasito varia en funcion al hospedador
en el que se encuentra (Kapel, 2000, Kapel y col., 2005). En el caso de los cerdos y
jabalies, los musculos de predileccion son el diafragma y la lengua, para los equinos

son el masetero y la lengua, mientras que para los zorros los musculos de los miembros
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(Soule y col., 1989; Kapel y col., 1994; Kapel y col, 1995; Serrano y col., 1999; Kapel,
2000). Cuando los niveles de parasitosis son elevados, las larvas musculares se van a
distribuir en la mayoria de los masculos del animal, sin embargo, cuando los niveles son
bajos, estas larvas van a dirigirse principalmente hacia sus musculos de predileccion.
Por tanto, es de vital importancia determinar los musculos de predileccién para cada
especie animal, con el fin de evitar falsos negativos, principalmente ante casos de baja

carga larvaria, donde la distribucién de las larvas no es uniforme ni pareja en el animal.

Sitios de predileccion de Trichinella spp. en animales infectados experimentalmente

(ranking)
Cerdos/Jabalies Equinos Zorros
T. spiralis, T. T. T. T. T. spiralis, T.
nativa, T. pseudospiral | spiralis, | pseudospirali | T. nativa, T. | pseudospiralis
britovi, T. is (Rusia, T. britovi s (Rusia) britovi, T. (Rusia,
nelsoni Australia, murrelli, Australia,
USA) Trichinella USA)
T6

Base de la 1 2 1 3 1 9
lengua
Diafragma 2 1 3 1 3 1
Maseteros 6 3 2 2 6 7
Puntade la 3 5 4 4
lengua
Cuello 4 4 5 5 7 5
Abdomen 7 8 6 8
Solomillo 10 7 7 6
Garganta 5 6
Hombro 9 7
Musculos 9 10 10 11
Intercostales
Mandibula 11 12
superior
Miembro 13 9 11 9 4 2
anterior,
superior
Miembro 14 13 8 14 2 8
anterior,
inferior
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Miembro 14 10 5 4
posterior,
superior

Miembro 12 11 12 15 8 6
posterior,
inferior

Grupa 8 14 13 13

Lomo 5 15 15 12 9 3

(Tabla extraida de Kapel y col., 2005. “Muscle distribution of sylvatic and domestic
Trichinella larvae in production animals and wildlife.) En la tabla los muculos se

enumeran con un ranking en funcion a su sitio de predicleccion.

1.5.2. Métodos indirectos

Por otro lado, se encuentran los métodos indirectos de diagnostico. Estos
fundamentalmente se utilizan para estudios de vigilancia epidemiolégica y prevalencia
en cerdos como para conocer las areas por donde podria estar circulando este parasito.
Estas pruebas se pueden realizar a partir de muestras de sangre o suero como también
a partir de jugos musculares. Este Ultimo nos permite a su vez tomar muestras de
carcasas de animales muertos en el campo o areas bajo estudio, ampliando asi la
cantidad de muestras que se pueden procesar y diagnosticar.
Las pruebas indirectas tienen una sensibilidad mucho mayor que la técnica de digestion
artificial (Gamble y col., 2000; Kapel y Gamble, 2000; Bruschiy col., 2019). No obstante,
no se emplean para determinar que una carne es apta para consumo, ya que tienen un
periodo ventana durante el cual sus resultados serdn negativos. Este periodo se
corresponde con el tiempo que demoran en generarse los anticuerpos contra el parasito.
Algunos de los posibles métodos indirectos de diagndstico son (Bruschi y col., 2019):

- Ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA).

- Western Blot (WB).

- Inmunofluorescencia Indirecta (IFA).

- Enzimas Inmunohistoquimicas (EIH).

Se distinguen de 3 grandes grupos de antigenos, los antigenos somaticos (derivados
del soma del parasito), los de superficie, y los de excrecion/secrecion (E/S), siendo los
2 ultimos los de mayor relevancia. Los antigenos somaticos son menos especificos ya
gue presentan reaccién cruzada con otros parasitos, razén por la cual la ICT no

recomienda su uso (Bruschi y col., 2019). Los antigenos de superficie varian en cada
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etapa (estadio de LRN, LM y adultos), probablemente para favorecer su perpetuacion y
adaptacion a cada momento del ciclo (Ortega-Pierres y col., 1996). Los antigenos de
E/S se obtienen a partir de larvas musculares de T. spiralis, y ofrecen multiples ventajas
en comparacion a otros antigenos. Entre los mas importantes, es su baja reaccion
cruzada contra otros patdgenos parasitarios, su capacidad de detectar tanto animales
como personas infectadas por este nematode, y su habilidad de identificar las distintas
especies de Trichinella, y no sélo T. spiralis (ya que se mantienen los epitopes
dominantes entre especies). Estos antigenos son obtenidos de larvas musculares de T.
spiralis, lo que facilita su obtencion en el laboratorio (Mgller y col., 2005; Gomez-Morales
y col., 2009; Davidson y col., 2009; Bruschi y col., 2019). Se ha observado, que la
sensibilidad de estos antigenos es menos afectada ante muestras conservadas durante
mas tiempo (Davidson y col., 2009). Sin embargo, cabe destacar que el método de
obtencion y preparacion del antigeno de E/S puede generar variaciones en el producto.
Un método ampliamente utilizado fue el propuesto por Gamble, 1995, y a su vez, la ICT
recomienda seguir los pasos recomendados por la OIE, en el “Manual of Diagnostic
Tests and Vaccines for Terrestrial Animals” (OIE, 2017) para la elaboracion del antigeno
de E/S (Bruschi y col., 2019). Hasta el momento no esta definido si estos antigenos de
E/S son producto de una excrecion activa del parasito o del resultado de filtracién desde
el soma del parasito (Hewitson y col., 2009). Por ultimo, otra desventaja que presentan
los antigenos de E/S de las LM, es que no se pueden detectar en las fases iniciales de
la infeccién, debido a que no se encuentran presentes en todos los estadios (Bruschi,
2021).

Otra forma de clasificar a los antigenos es segun el momento de deteccién (Bruschi,
2021). Es decir, un grupo esta formado por aquellos que responden rapidamente ante
una infeccidn contra ciertos anticuerpos, y los que presentan una respuesta lenta en el
tiempo. Ortega-Pierres y col., 1996, a su vez clasificd a los antigenos de T. spiralis en
ocho grupos, del TSL-1 al TSL-8, en funcidén a cdbmo son reconocidos por anticuerpos
monoclonales, siendo el mas relevante el TSL-1. Esta autora menciona que dicho
antigeno es especifico de las LM, y que ademas es abundante en productos de E/S 'y
de superficie, y por sobre todo desencadena una fuerte respuesta inmune en el

hospedador.

El método indirecto de deteccion de eleccion es el ELISA el cual debe ser confirmado
posteriormente por WB en las personas (Dupouy-Camet y Bruschi, 2007; Bruschi y col.,
2019). La técnica de ELISA tiene una sensibilidad de 0,01 larvas/gramo (Yang y col.,
2016). Esta se basa en la deteccion de los anticuerpos por medio del uso de antigenos

de excrecion/secrecion (ES). También, se implementa esta técnica utilizando los
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antigenos TSL-1 con el fin de aumentar su especificidad (Escalante y col., 2004). El uso
del WB, permite confirmar en las personas, la infeccién por Trichinella spp. debido a que
diferencia especificamente antigenos TSL-1 de Trichinella de antigenos de reaccién
cruzada (Yera y col., 2003; Gamble y col., 2004; llic y col., 2014; Bruschi, 2021). Esta
reaccion cruzada se produce en parte por la presencia de epitopes evolutivos altamente
conservados presentes en diversos patdgenos (Radovic y col., 2012; llic y col., 2014).

El inmunodiagnédstico cobra ain mas importancia cuando se hace énfasis en el
diagnéstico temprano de esta enfermedad. Este nematode desencadena una serie de
sintomas, los cuales pueden ser muy variables en funcién al érgano que afecta y
dependiendo por donde migran las LRN. Esta enfermedad no presenta sintomas ni
signos patognomonicos que permitan diagnosticarla (Bruschi, 2021). Por este motivo,
utilizar métodos serolégicos podria permitir un diagndstico temprano en brotes o focos
aislados, de modo tal de lograr implementar asi un tratamiento adecuado y precoz antes
que se establezcan las LM dentro de las fibras musculares, como también lograr
determinar la fuente y tratar asi de contenerla. Multiples estudios han logrado detectar
antigenos, provenientes tanto de las LRN como de los adultos en unos pocos dias de
iniciada la infeccién (Nishiyama y col., 1992; Bruschi, 2021). En un estudio seroldgico
realizado por Nishiyama y col., 1992, se han obtenido resultados mas sensibles para el
diagnostico de esta enfermedad detectando antigenos por sobre anticuerpos. Sin
embargo, las tasas de deteccion por medio de esta técnica no son elevadas, por ende,
estos métodos han quedado en desuso (Bruschi, 2021). Se han comenzado a estudiar
nuevos métodos de diagndstico temprano basados en técnicas moleculares como la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

1.5.3. Métodos moleculares

Las técnicas moleculares también son consideradas métodos de diagnéstico directo de
este nematode, sin embargo, merecian un apartado para ahondar en su uso.

La técnica de PCR se basa en la amplificacion de una secuencia especifica de ADN
conocida, la cual debe estar delimitada por cebadores (secuencias cortas que se unen
complementariamente al inicio y fin de la secuencia a amplificar) (Krivokapich, 2012).
Para diagnosticar esta enfermedad, se recomienda el uso de la técnica de PCR
multiplex, ya que esta PCR modificada permite identificar varias secuencias
simultdneamente, de forma tal de diagnosticar mas de una especie de Trichinella en la
misma corrida de PCR (Pozio y Zarlenga, 2019). A través de esta técnica, se puede

realizar el diagnéstico de larvas aisladas como también de muestras de pooles de larvas
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(Pozio y Zarlenga, 2019). Esta se basa en la amplificacion de 3 secuencias repetidas de
ADN ribosomal (ADNr), las cuales son:

- Espaciador transcripto interno 1 (ITS 1)

- Espaciador transcripto interno 2 (ITS 2)

- Segmento de expansion 5 (ES5)
Tanto el ITS 1 como el ITS 2 se encuentran separando genes que codifican para las
subunidades ribosémicas 18S, 5.8S y 28S, y el ES5 se ubica dentro de la subunidad
ribosémica 28S (Krivokapich, 2012; Pozio y Zarlenga, 2019). Para realizar esta PCR
multiplex se utilizan 5 pares de secuencias cortas como cebadores, dos pares para el
ITS 1, otros dos pares para el ITS 2, y un par para el ES5 (Krivokapich, 2012; Pozio y
Zarlenga, 2019).

Secuencia a
» Secuencia del cebador Cddigo del cebador

amplificar

5-GCT.ACA.TCC.TTT.TGA.TCT.GTT-3' cp-ll-F
ITS 1

5'-AGA.CAC.AAT.ATC.AAC.CAC.AGT.ACA-3' cp-ll.R

5-GCG.GAA.GGA.TCA.TTA.TCG.TGT.A-3’ cp-lll-F
ITS1

5-TGG.ATT.ACA.AAG.AAA.ACC.ATC.ACT-3' cp-lll.R

5-GTG.AGC.GTA.ATA.AAG.GTG.CAG-3' cp-IV-F
ITS 2

5-TTC.ATC.ACA.CAT.CTT.CCA.CTA-3' cp-IV.R

5-CAA.TTG.AAA.ACC.GCT.TAG.CGT.GTT.T-3' | cp-V-F
ITS 2

5-TGA.TCT.GAG.GTC.GAC.ATT.TCC-3' cp-V.R

5-GTT.CCA.TGT.GAA.CAG.CAG.T-3' cp-I-F
ES5

5'-CGA.AAA.CAT.ACG.ACA.ACT.GC-3' cp-I.R

(Tabla extraida de Pozio y Zarlenga, 2019. “International Commission on Trichinellosis:

Recommendations for genotyping Trichinella muscle stage larvae.)

Inicialmente, una de las primeras técnicas moleculares empleadas para evaluar las
diferencias entre las especies de Trichinella fue el polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP), por medio de la cual se podia detectar fragmentos

con distinta secuencia de ADN y longitud por medio del uso de enzimas de restriccion.

28



Dichos fragmentos luego eran tefiidos y separados por medio de una corrida en un gel
de agarosa, de forma tal que dichas diferencias en la longitud de los fragmentos se
utilizaban para diferenciar las especies (Curran y col., 1985; Bruschi, 2021).

Otra variante de la PCR que se puede emplear para el diagnéstico de Trichinella spp.
es la PCR en tiempo real (PCRrt). Esta técnica no sélo permite amplificar secuencias
determinadas, sino que permite simultaneamente cuantificar los resultados, reduciendo
el tiempo de trabajo al eliminar la necesidad de pasos posteriores de separacién por
geles de electroforesis. Esta técnica cuantifica la sefial de fluorescencia emitida, la cual
es directamente proporcional al producto amplificado por la corrida de PCR en cada
ciclo de amplificacién (Dorak, 2006). Para lograr esto, se deben incorporar fluoréforos
en la mezcla de la reaccion, los cuales pueden unirse especificamente o no a la cadena
de ADN (Dorak, 2006; Krivokapich, 2012). El fluoréforo més utilizado es el SYBR®
Green | (Molecular Probes/Invitrogen), que se une al surco menor del ADN y emitie
fluorescencia. Este es un fluoréforo de unién inespecifica a la secuencia diana de ADN
de doble cadena, pero es uno de los mas utilizados ya que su costo no es elevado, en
comparacion con otros fluoroforos, ademas de su facilidad de uso (Dorak, 2006). Sin
embargo, los dimeros de cebadores también podran ser detectados ya que éste detecta
todas las dobles cadenas formadas, detectando asi sefales inapropiadas (Dorak, 2006).
Por este motivo, al finalizar la PCR siempre se debe realizar una curva de disociacion,
para descartar la presencia de dimeros de cebadores o amplicones inespecificos. Este
analisis de disociacion consiste en aumentar el gradiente de temperatura, con el fin de
lograr la desnaturalizacion del ADN y asi la liberacion del SYBR® Green | y la
consecuente disminucién de la fluorescencia emitida al alcanzarse el punto de fusion
(también conocido como Tm (temperatura de melting) a cuya temperatura el ADN es
monocatenario en un 50%). El Tm de una secuencia depende del contenido de C:G, del
orden de la secuencia, del largo y de la composicion de la secuencia. Esto permite asi
detectar modificaciones en las secuencias de ADN de hasta variaciones de una sola
base (Dorak, 2006; Krivokapich, 2012; Jimenez-Herdeia y col., 2020;). El maximo del
valor de la curva de disociacion se corresponde con el valor del Tm del producto
amplificado. De esta forma, al realizar este andlisis de disociacion, se puede determinar
si la temperatura de disociacién es la esperada para dicho fragmento amplificado
durante la PCR, y asi verificar que no se trate de dimeros de cebadores o de amplicones
inapropiados (Krivokapich, 2012). Otros fluorocromos presentes en el mercado son el
EvaGreen™ (Biotium, Hayward, CA) y BOXTO (TATAA Biocenter, Gothenburg,
Sweden) (Dorak, 2006). La otra manera de cuantificar los amplicones obtenidos en cada
ciclo es utilizando sondas de hibridacion de unién especifica a la secuencia blanco. Esta

sonda estda marcada con fluorescencia. Una de las principales ventajas de esta
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metodologia es que la misma no detecta dimeros de primers que si pueden aparecer
utilizando los métodos de unidn inespecificos, como lo es el SYBR® Green |, ademas
de no necesitar realizar el analisis de disociacién. Algunas de las sondas que se
encuentran en el mercado son las sondas TagMan®, Molecular Beacons ®, sondas
Minor Groove Binding (MGB), sondas de Locked Nucleic Acid (LNA) (Dorak, 2006).

1.6. Puntos y métodos de control

Para prevenir la aparicion de brotes de trichinellosis se debe hacer hincapié en 3 puntos
de control segun las recomendaciones de la ICT. El primero se relaciona con la crianza
de los cerdos. El segundo en funcién al analisis y deteccién de esta parasitosis en las
carnes del cerdo destinadas a consumo humano. El tercero, hace referencia a posibles
métodos para inactivar este parasito en carne infectada o posiblemente infectada.

Al hablar de los métodos de prevencién de esta enfermedad en relacion a la crianza de
cerdos destinados a consumo humano hay varios puntos a tener en cuenta (Gamble,
2015; World Organization for Animal Health, 2018; Gamble y col., 2019; Bruschi, 2021).

- Delimitar el espacio en el cual se encuentran los cerdos para prevenir el
contacto con cualquier otro animal ajeno a la produccién, especialmente roedores. Esto
busca evitar el contacto con posibles fuentes de contagio, debido a que este parasito
circula libremente entre los animales silvestres (Pozio, 2007). Por este motivo, es
fundamental mantener las barreras que separan los animales destinados a consumo
humano de aquellos que estén fuera del control veterinario.

- No alimentar a los cerdos con basura o restos crudos. De esta forma se evita
la ingestion de posibles larvas musculares enquistadas en restos tisulares. Los cerdos
deben estar alimentados con alimento balanceado especificamente formulado para
ellos, no sélo para cubrir y satisfacer sus necesidades nutritivas sino para evitar posibles
infecciones. A su vez, es muy importante que el alimento se mantenga en una zona
especifica designada para este proposito, en recipientes cerrados para no atraer
roedores.

- Mantener el establecimiento limpio. Dentro de estos se abarcan varios factores
relevantes. Para empezar, nunca se deben dejar en el lugar restos o cadaveres de
animales, ya que los mismos podrian constituir una de las principales fuentes de
contagio para los cerdos. Por otro lado, es fundamental mantener las zonas alrededor
del establecimiento despejadas y limpias para prevenir la circulacién de roedores. Se
debe evitar que haya vegetacion crecida, y se fomenta el uso de grava. La

implementacion de medidas de manejo de plagas es aconsejada, ya sea por medio de
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trampas fisicas, cebos o aquellas medidas que eviten su circulacion. Asimismo, que
todos los desechos y basuras también se encuentren dispuestos en contenedores
cerrados en zonas alejadas de los animales.

- Evitar el ingreso de cerdos cuyo origen o medidas de produccién se
desconozcan. Siempre que se incorporen nuevos animales los mismos deben provenir
de establecimientos con bajo riesgo a presentar esta parasitosis, y que sigan los
lineamientos debidos para prevenirla.

- En producciones de animales no porcinas destinadas a consumo humano, se
debe evitar alimentar a los animales con restos de carne, ya que, por ejemplo, equinos
destinados a consumo humano han generado brotes en paises como ltalia y Francia
(Ancelle, 1998; Boireau y col., 2000).

Sin embargo, muchas veces estas medidas preventivas no son posibles de llevarse a
cabo, ya sea porgue se trata de producciones domiciliarias, o porque la carne destinada
a consumo proviene de la caza de animales salvajes. En estos casos, las medidas de
prevencion deben ser directamente sobre la carne que se quiere consumir. En este
contexto, vuelve a ser relevante el concepto de diagnéstico directo sobre la carne, el
cual se logra mediante la técnica de digestion artificial. Con esta, se buscaba determinar
gué carnes son 0 no aptas para consumo humano. Un punto fundamental a tener en
cuenta cuando uno quiere analizar una carne es tomar la muestra correcta. Mdltiples
estudios han demostrado que el o los muisculos mas afectados por este nematode, van
a variar en funcion al hospedador en el que se encuentren. Por ejemplo, para los cerdos
y jabalies, los musculos de predileccién son el diafragma y la lengua (Kapel y col.,
1998; Nockler y col., 2005; Smith, 1988; Bessi y col.,, 2021), mientras que para los
equinos son la lengua, masetero y diafragma (Pozio y col., 1999; Gamble y col., 1996;
Kapel y col., 2005), para los zorros son la lengua, miembros y diafragma (Kapel y col.,
2005), para los osos la lengua, el diafragma 0 maseteros (Gamble y col., 2000; Bruschi,
2021) para los lobos marinos la lengua (Gamble y col., 2000) y para los cocodrilos los
musculos intercostales, maseteros y lengua (EU Regulacion 1375/2015; Gajadhar y col.,
2019). Este aspecto es crucial, ya que por el testeo del masculo incorrecto se podrian
llegar a desencadenar brotes de trichinellosis. Asimismo, cuando se realiza la digestion
artificial es fundamental no s6lo tomar la muestra de musculo correcta, sino ajustar
también los parametros segun la especie analizada, como son por ejemplo la cantidad
de musculo a digerir ya que en muchos casos la misma debe ser mayor dependiendo
del hospedador como de la region de donde provenga la muestra, el tiempo de digestion
o sedimentacion, entre otros (Gamble y col., 2000; Malakauskas y col., 2007; European
Commission, 2015; Bruschi, 2021).
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En el caso de que no se haya realizado un diagnéstico directo de la carne a consumir,
se recomienda llevar a cabo, por lo menos, alguno de los siguientes tratamientos para
inactivar al parasito que podria estar enquistado en la musculatura.

- Irradiacién de la muestra de carne. Esta metodologia no so6lo previene la
infeccién de esta parasitosis (Brake y col., 1985; Sivinski y Switzer, 1985), sino que
también impide la transmision de otros patégenos (Dubey y Thayer, 1994; Murrell y
Dubey, 1993; Wikerhauser y col., 1993; Flores-Pérez y col., 2003). Varios autores han
afirmado que el uso de la irradiacion afecta a nivel de las gbénadas de los adultos,
comprometiendo su capacidad reproductiva y evitando que estos puedan generar una
posterior infeccion muscular en el hospedador (Alicata, 1951; Alicata y Burr, 1949; Gibbs
y col., 1961; Gould y col., 1957). Investigaciones recientes llevadas a cabo por Ercole y
col., 2020, demostraron que con una dosis de entre 0.32 — 0.41 kGy era suficiente para
inactivar la capacidad infectiva de T. spiralis y de una especie no encapsulada como T.
pseudospiralis. Aunque esta demostrado que el uso de la irradiacion no afecta las
caracteristicas organolépticas de la carne (World Health Organization, 1989; Lee y col.,
1996; Farkas, 1998), este método de inactivacién no ha sido totalmente aceptado por
los consumidores (Bruschi, 2021).

- Coccidn de la carne. Para esto se debe monitorear tanto la temperatura como
el tiempo de coccion, idealmente del centro de la carne. Se pueden tomar como
referencia el cambio de color y textura de la carne como indicadores a tener también en
cuenta a la hora de cocinar la carne (Gamble y col., 2000). Las larvas de Trichinella spp.
mueren a una temperatura aproximada de 53 a 55 °C, sin embargo, se indica usar
temperaturas mas elevadas generalmente a la hora de cocinar carnes, con el fin de
suplir la falta de homogeneidad del calor en la carne durante la coccién (Bruschi, 2021).
El uso del microondas no esta recomendado, ya que los resultados obtenidos tras este
método de coccidn no siempre garantizan la inactivacion de las larvas musculares
(Ribicich y col., 2004; Noeckler y col., 2019; Bruschi, 2021). A continuacion, se plasma
un cuadro obtenido de Noeckler y col, 2019 (“International Commission on
Trichinellosis: Recommendations on post-harvest control of Trichinella in food animals.
Food and Waterborne Parasitology Volume 14, March 2019,”), con referencias

recomendadas de temperaturas y tiempos de coccién para lograr inactivar las LM.

grados centigrados TIEMPO MINIMO

49,0 21h
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50,0 9.5h

51,1 45h
52,2 2h
53,4 1lh
54,5 30 min
55,6 15 min
56,7 6 min
57,8 3 min
58,9 2 min
60,0 1 min
61,1 1 min
62,2 Instantaneo

(Tabla extraida de Noeckler y col.,, 2019. “International Commission on

Trichinellosis: Recommendations on post-harvest control of Trichinella in food animals’.)

- Congelacion de las carnes de cerdo. Bajo pardmetros de temperatura y tiempo
controlados, la congelacion de la carne puede ser un método eficiente de inactivacion
de las LM, siempre y cuando las mismas se correspondan con larvas de T. spiralis
(Kotula y col., 1990; Gamble y col., 2000; European Commission, 2015; Noeckler y col.,
2019). La resistencia de las LM al congelamiento esta influenciada por la especie de
Trichinella involucrada, la especie animal hospedadora, la edad de las larvas
musculares, la temperatura y el tiempo de congelamiento (Pozio y col., 1994). Por lo
tanto, la temperatura y tiempo necesario para lograr la inactivaciéon de las larvas
musculares en gran medida va a variar segun la especie de Trichinella involucrada,
como del hospedador, ya que algunas son resistentes a la congelacién, como T. nativa,
T britovi y el genotipo T6 (Gamble y col., 2000; Pozio y col., 2006; Noeckler y col., 2019).
Por ende, a la hora de decidir implementar esta técnica como método de inactivacion,
se debe considerar la regién geografica en que se encuentran las carnes a tratar, para

evaluar el riesgo en funcion a las especies de Trichinella circulantes, como también al
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hospedador, ya que ciertas especies de Trichinella tienen mas afinidad por ciertos
hospedadores que por otros (Pozio y col, 2006; Bruschi, 2021). Autores como Lacour y
col., 2013 determinaron que las muestras de carne de jabalies infectados con T. spiralis
y T. britovi congeladas durante 19, 30 y 56 horas mantenian la capacidad infectante
pero no asi, las muestras congeladas por 1-2 semanas.

- El curado o ahumado. El curado o ahumado de las carnes para generar
subproductos carnicos es una técnica ampliamente utilizada en nuestro pais para
producir salames, chacinados y embutidos. Sin embargo, la misma no garantiza la
inactivacion de las larvas musculares de Trichinella spp. Esto es asi, ya que los métodos
por los cuales se logran estos procesos son muy variables (Bruschi, 2021). Algunos
procesos aceptados estdn determinados en las regulaciones establecidas por
Departamento de Agricultura de los EE. UU. en la guia CFR.318.10. (USDA, 2018).
Actualmente no se ha podido establecer algin proceso con pasos claros que permitan
inactivar y demostrar la falta de infectividad o muerte de las LM (Bruschi, 2021). Por este
motivo, no se recomienda ni el curado ni el ahumado de carnes como método efectivo
para controlar esta enfermedad en carnes de cerdo, jabali, caballo ni carnes de caza (a
menos que dicho proceso haya sido correctamente validado) (Gamble y col., 2000;
Noeckler y col., 2019).

A la hora de tratar de prevenir casos humanos de esta parasitosis hay que hacer un
profundo trabajo sobre la poblacion. Por medio de la concientizacion y educacion de la
gente se debe buscar iniciar la prevencion de esta enfermedad. Algunas de las medidas
gue se les deberian ensefar pueden ser las establecidas por Gamble y col., 2000 o por
el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos:
- Alcanzar una temperatura de 63 - 71 °C en el centro de la
carne al cocinarla (Gamble y col., 2000; USDA, 2018; Noeckler
y col., 2019).
- Congelar la carne a -20 °C por 12 dias, a -10 °C por 20 dias
(para carnes con espesor de entre 15 a 68 cm) (USDA, 2018).
Siendo esto no efectivo para regiones en las cuales se
encuentren circulando especies resistentes a la congelacion.
- No utilizar el microondas para cocinar la carne, ni tampoco el
curado, ahumado o salado de carne como posibles métodos
de inactivacion de esta parasitosis (Gamble y col., 2000).

- Evitar el consumo de carne cruda de cualquier especie animal.
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4. Hipotesis:

1)

2)

3)

4)

5)

Los jabalies infectados con T. patagoniensis y T. pseudospiralis no presentan
signologia clinica y/o alteraciones de la bioquimica sanguinea durante la fase
aguda y crénica de la enfermedad.

Los anticuerpos anti-T. patagoniensis y anti- T. pseudospiralis permiten
predecir y evaluar el comportamiento de la enfermedad en jabalies.

Las larvas de T. patagoniensis y T. pseudospiralis tienen capacidad
infectante y se distribuyen en la musculatura de los jabalies, con un patrén
similar a T. spiralis.

Las larvas de T. patagoniensis y T. pseudospiralis alojadas en carne de
jabalies, resisten el congelamiento por varias semanas.

Es posible detectar ADN de LRN circulando en el suero de jabalies y cerdos
infectados con T. patagoniensis, T. pseudospiralis y T, spiralis por métodos

moleculares.

5. Objetivos

5.1. General: Estudiar la infeccion aguda y cronica de la enfermedad, la

susceptibilidad de especie y la respuesta inmune de jabalies infectados

experimentalmente con T. patagoniensis y T. pseudospiralis.

5.2. Especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

Estudiar la fase aguda y crénica de la infecciébn experimental con T.
patagoniensis y T. pseudospiralis en jabalies.

Evaluar la dindmica de anticuerpos anti-T. patagoniensis y T. pseudospiralis
en jabalies.

Determinar la infectividad y el patrén de distribucién de larvas en los grupos
musculares de interés parasitoldgico y comercial.

Evaluar la tolerancia al congelamiento de las larvas de T. patagoniensisy T.
pseudospiralis alojadas en carne de jabalies.

Evaluar la capacidad de deteccion de larvas recién nacidas durante el periodo
de ventana en sueros de jabalies y cerdos infectados con 20000 larvas L1 de

T. spiralis, T. pseudospiralis o T. patagoniensis por medio de la técnica de
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PCR en tiempo real utilizando el cebador Rep y el 18S y el fluorocromo SYBR

Green .

6. Materiales y métodos

6.1. Agentes etioldgicos

Se emplearon tres cepas de Trichinella para infectar a los jabalies y cerdos, T.
patagoniensis cédigo 1SS2311, proveniente de un puma de montafia y una cepa de T.
pseudospiralis, aislada de un cerdo doméstico de la Patagonia (Krivokapich, 2015), y T.
spiralis, cédigo 1SS3558. Todas mantenidas en ratones CFl1 en la Catedra de

Parasitologia y Enfermedades Parasitarias, FCV-UBA.

6.2. Tipificacion por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa

Las larvas de T. patagoniensis, T. pseudospiralis y T. spiralis, fueron identificadas a nivel
de especie a través de la técnica de Nested PCR del segmento de Expansién 5 y las
regiones espaciadoras ITS1 e ITS2 del ADN ribosomal, y mediante el método de PCR
RFLP del gen mitocondrial de la subunidad | de la Citocromo Oxidasa, de acuerdo a los
procedimientos publicados por Zarlenga y col.,, 1999 y Nagano y col., 1999,
respectivamente. Para la preparacion del ADN, se colocé una larva en 5 pl de buffer de
lisis (10 mM Tris pH 8.3, 50 mM KCL, 2.5 mM MgCI2, 0.45% tween-20, 0.45% NP-40,
0.01% gelatina) que contiene proteinasa K (5ug), cubierto con una gota de aceite
mineral, se calenté a 65 ° C durante 90 minutos, luego a 90 °C durante 15 minutos, y se
congel6 a -20 °C. En el primer y segundo ciclo de Nested PCR se usaron los primers Ne
(5"-TCTTGGTGGTAGTAGC + 5-GCGATTGAGTTGAACGC) e I (5°-
GTTCCATGTGAACAGCAGT + 5- CGAAAACATACGACAACTGC) respectivamente.
Se emplearon como controles, larvas de aislamientos de Trichinella de referencia: T.
spiralis (1ISS599), T. nativa (1ISS532), T. britovi (1ISS447), T. pseudospiralis (1ISS13), T.
murrelli (1ISS103), Trichinella T6 (ISS34) (Nagano y col., 1999; Zarlenga y col., 1999).

6.3. Preparacion del inéculo

Se utilizaron 10 ratones adultos machos BALB/c para cada especie de Trichinella bajo

estudio. Los mismos fueron procedentes del Bioterio de la FCV-UBA.

36



Cada uno fue inoculado con 500 LM tipificadas en un volumen de 30 pl. Se procedi6 a
realizar la eutanasia a los 45 dias post-infeccién (d.p.i.) por medio de la dislocacién
cervical manual. Previamente a la realizacién de este procedimiento se sedd a cada
ratbn con 60 mg/kg de ketamina y 6 mg/kg de xylacina via intra-peritoneal. Para
dislocacidn cervical se sujetd con el pulgar y el dedo indice a cada lado del cuello, y con
la otra mano se jal6 rdpidamente de la base de la cola produciendo la separacién de las
vértebras cervicales del craneo (Avma Guideliness for the Euthanasia of animals 2013).
Las larvas musculares fueron recuperadas por medio de la técnica de digestion artificial
descripta por Gamble y col. (2000) y posteriormente utilizadas para elaborar los in6culos

para los jabalies y cerdos.

6.4. Manejo de los animales

Para este estudio se utilizaron 17 jabalies (Sus scrofa) y 6 cerdos (Sus scrofa).
Los jabalies y los cerdos provinieron de dos establecimientos distintos, de la provincia
de Buenos Aires. Estos se encontraban destetados con 28 dias de edad. Cada animal
fue identificado por medio de una caravana Allflex®, utilizando la pinza Total Tagger de
Allflex®.
Todos fueron vacunados para prevenir neumonias y pleuroneumonias bacterianas.
Para descartar la presencia de parasitos intestinales se realizaron estudios
coproparasitologicos. Para esto se recolectd materia fecal con guantes descartables y
se conservo en frio hasta su procesamiento. Dichas muestras fueron analizadas por el
método de flotacidon con solucion sobresaturada de CINa, sedimentacion de Telemann,
Dennis-Stone-Swanson (Rosa y Ribicich, 2012). El procedimiento se repitié una vez por
semana durante toda la experiencia.
Los grupos de trabajo se confeccionaron con una tabla de nimeros al azar. Cada grupo
fue colocado en un box, con un tamafio adecuado para que los animales puedan
desarrollar sus conductas y necesidades fisiologicas. Las instalaciones en donde se
alojaron los animales pertenecen a la FCV-UBA, restringiéndose el ingreso solo al
personal autorizado.
Los animales fueron alimentados con alimento de crecimiento administrado segun sus
necesidades. El mismo estaba formulado con:

- maiz 63.5%

- pellet de soja 34%

- Pig feed crecimiento 2.5% (Cladan S.A.)
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Figura 1. Alimentacion de los animales utilizando maxi tolvas.

Las instalaciones y el protocolo de trabajo cuentan con la aprobacion del Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires (CICUAL) N.° 2015/16 y

2018/22.
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Figura 2. Alimentacion de los animales utilizando maxi tolvas. Piso de rejillas de plastico para

cerdos.

6.5. Revision clinica

Se realiz6 cada 48 h el examen objetivo general (EOG) de todos los animales. Se inicié
observando su comportamiento, condicion corporal y actitud. Posteriormente se
procedié a realizar la revisacion por inspeccién general y particular a cada animal
evaluando el estado de su piel y anexos, tipo respiratorio, mucosas y pabellones

auriculares.
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Semanalmente los jabalies fueron pesados durante la fase aguda de la enfermedad

(hasta los 45 dias p.i.).

7 4
P
7

Figura 3. Animales a punto de ser revisados.

6.6. Inoculacion de los animales

6.6.1. Jabalies

Los animales fueron separados en 4 grupos. Dos grupos de 5 animales (uno para T.
patagoniensis y otro para T. pseudospiralis), un grupo de 4 animales (inoculados con T.
spiralis) y un grupo de 3 animales (grupo control no infectado). Luego de un periodo de
adaptacion al nuevo ambiente de 30 dias los animales fueron inoculados por via oral
con 20000 LM en un volumen total de 2 ml. Se utiliz6 una sonda que desembocaba en
el fondo de la cavidad oral, adaptada a una jeringa (Fig. 4). Para cada animal se

emplearon materiales descartables. Una vez realizada la inoculacion, se procedié con
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tres lavajes con solucion fisiolégica de todos los materiales para facilitar el arrastre de
larvas que pudiesen haber quedado en las paredes de estos elementos, de esta forma
se evitd la pérdida de larvas en el inéculo.

Los jabalies inoculados con T. pseudospiralis y T. patagoniensis fueron utilizados para
cumplir con todos los objetivos del estudio, mientras que los jabalies infectados con T.

spiralis para cumplir el objetivo N° 5.

Figura 4. Jabali siendo inoculado por via oral.

6.6.2. Cerdos

De los 6 cerdos, dos fueron inoculados con 20000 L1 de T. spiralis, dos con 20000 L1
de T. pseudospiralis, y uno fue inoculado con 20000 L1 de T. patagoniensis, se utilizé
un animal como control. Cada uno se inoculd por via oral, en un volumen total de 3 ml.
Para cada animal se utilizaron materiales descartables. Una vez realizada la inoculacion,
se efectuaron tres lavajes con solucion fisiolégica de los materiales para facilitar el
arrastre de larvas que pudiesen haber quedado en las paredes de estos elementos, de
esta forma se evité la pérdida de larvas en el indculo.

Los cerdos fueron utilizados para cumplir con los objetivos N° 5.

6.7. Extraccién periddica de sangre
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6.7.1. Jabalies

Sobre todos los animales se realizaron extracciones de sangre por puncion de la vena
yugular (Fig. 5). Las mismas se realizaron la semana 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 11, 13,
15, y 19 p.i. Las muestras de sangre fueron colocadas en un tubo con EDTA y en otro
sin anticoagulante con el fin de obtener el suero para ser utilizado en estudios
posteriores, y sangre entera para la realizacion de frotis sanguineos

Para la obtencion del suero, las muestras sin anticoagulante fueron sometidas a una
centrifugacion a 3000 rpm por 10 minutos. Posteriormente el suero fue colectado con
micropipeta, fraccionados (100 pl) en microtubos de 1,5 ml rotulados y almacenados a
— 80 ° C hasta su uso.
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Figura 5. Extraccion de sangre por puncién de la vena yugular.

6.7.2. Cerdos

Se extrajo sangre de todos los cerdos por puncion de la vena yugular. Esto se realizé
los dias 2, 5, 9, 12 y 15 p.i. de los animales inoculados con T. spiralis, T. pseudospiralis
y el control negativo, y los dias 2, 6, 10, 12 y 15 p.i. del cerdo infectado con T.
patagoniensis. Las muestras se recolectaron en tubos sin anticoagulante. Estas fueron

centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. Luego el suero fue recolectado con una
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micropipeta y fue fraccionado (100 pl) en eppendorfs, rotulados y congelados a -80 °C

hasta ser utilizados.

6.8 Técnica de May-Grinwald Giemsa

Los frotis se efectuaron para realizar el conteo relativo diferencial de leucocitos con el
fin de poder determinar el recuento relativo de eosindéfilos. Los mismos previos a su
lectura se tifieron con May- Grinwald Giemsa. Esta técnica consiste en (Rosa y Ribicich,
2012; Deepthiy col., 2022):

Elaboracion de los frotis.

Secar al aire (3 minutos).

Fijar con metanol (3 minutos).

P w DN PR

Colorear con la tincion de Giemsa diluida en 1:10 con agua destilada (30
minutos).

Lavar con agua.

Secado al aire.

Visualizacién de los preparados en el microscopio éptico.

6.9. Técnicas coproparasitolégicas (Rosay Ribicich, 2012)

1. Técnica de flotacion con solucién sobresaturada de CINa

Para realizar esta técnica se toma una muestra de materia fecal (5 — 10 g) y se
homogeniza con 60 ml de solucion de Cloruro de Sodio (CINa) utilizando un mortero.
Esto luego se filtra a través de un colador hacia un vaso de precipitados y se deja
reposar por 20 minutos. Luego con un ansa se toma una muestra de la superficie y la
misma se coloca entre un porta y cubre objetos para ser visualizada en un microscopio
optico.

Solucion de CINa: en un litro de agua caliente se disuelven 400 g de sal agitandose
constantemente. Esta debe tener una densidad de 1200, ya que es una solucion

sobresaturada de CINa.
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2. Técnica de Sedimentacion de Telemann modificado
Se homogeniza la materia fecal con agua destilada. Se filtra a través de una gasa triple
hacia un tubo de centrifuga hasta 3 ml. Se adiciona hasta 7 ml del reactivo de Telemann,
el cual consta de 5 g de CINa, 950 ml de agua destilada y 50 ml de formol. Por ultimo,
se adicionan 2 ml de éter etilico. Esto se agita y se centrifuga a 1500 rpm por 10 minutos.
Luego se vierte el sobrenadante y se toma una muestra del sedimento que se observa

entre un porta y cubre objetos en un microscopio optico.

3. Técnica de Denis-Stone-Swanson

Para esto, se debe morterear la muestra de materia fecal (5 g) con la solucién
detergente. Luego esto se filtra a través de un colador hacia un vaso cénico,
completando hasta llegar a los 100 ml. Se esperan 5 minutos y luego se sifonea desde
la superficie hasta los 2/3 del vaso. Luego se vuelve a colocar solucion detergente en el
vaso conico, hasta los 100 ml. Esto se deja reposar por 3 minutos y luego nuevamente
se sifonea dejando el sedimento. Por ultimo, se realiza un tercer lavado dejando
sedimentar luego por 2 minutos y se sifonea quedando un sedimento de 15 ml. Al
sedimento se le adiciona unas gotas de tintura de lodo y luego este se vierte hacia una
placa de Petri para ser visualizado utilizando una lupa estereoscopica y otra muestra a
un porta objetos para observar en un microscopio Gptico.

Solucién detergente: 995 ml de agua, 5 ml de detergente, 8 gotas de alumbre de Fe al
1%.

6.10. Eutanasia y necropsia de los animales

Los jabalies fueron eutanasiados a las 19 semanas p.i. La misma se realiz6 con agentes
farmacoldgicos no inhalatorios. Las drogas utilizadas fueron maleato de acepromacina
0,03-0,1 mg/kg + ketamina 2-6 mg/kg IM, luego se administré tiopental sédico 80 mg/kg
endovenoso (EV) en vena auricular (con butterfly N.° 21 o 19) segun Protocolo CICUAL
2015/16.

Una vez realizada la eutanasia se procedio a realizar la necropsia de forma individual
de cada animal segun Quse y Falzoni, 2008. Para esto se coloc6 al jabali sobre una
mesada en decubito dorsal y se incidio por la linea media desde el mentén hasta el ano.
De esta forma se separ6 la piel y subcutdneo de las masas musculares. Para separar
los miembros, se apartaron a partir de los musculos ubicados debajo de las escapulas

(miembros anteriores) y a partir de la articulacion coxofemoral cortando el ligamento
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redondo (miembros posteriores). Luego se continud abriendo el térax por medio de una
incision realizada desde la regién xifoidea, pasando por la unién de las costillas al
esterndn (unién condro-esternal) hasta la primera costilla. A su vez, se bordeo y cortd
toda la pared costal de la dltima costilla (abordaje para-costal). Luego se extrajeron los
pulmones, corazoén, traguea , laringe y es6fago. Una vez realizado esto se realiz6 la
apertura del abdomen iniciando desde la Ultima costilla hacia la sinfisis isquio-pubiana,
tuberosidad coxal. Previo a la extraccion de los intestinos se hizo una doble ligadura en
la zona del recto, en el cardias y en el duodeno para asi poder cortar entre las mismas
y evitar que el contenido intestinal se vierta en la cavidad abdominal. Luego se retir6 el
bazo, higado (ligando previamente los grandes vasos), para terminar, retirando los
rifones y vejiga (Quse y Falzoni., 2008).

Mientras se realiz6 la necropsia se tomaron fotos para registrar las tareas realizadas.
Se recolectaron y separaron los musculos de interés para su posterior evaluacion.
Durante la necropsia se tomaron todas las muestras musculares necesarias para llevar

a cabo todas las experiencias del estudio.
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Figura 6. Necropsia de los jabalies.

6.11. Digestion artificial de las muestras para el estudio del patron de
distribucién de larvas en los jabalies

Las muestras de musculo de interés parasitoldgico y comercial se extrajeron durante la
necropsia de cada animal. Las mismas fueron empaquetadas en bolsas herméticas y
rotuladas con el niumero del animal, fecha y el nombre de la masa muscular. Se
mantuvieron refrigeradas a 4 ° C hasta su procesamiento.

Los mismos fueron: lengua, diafragma, maseteros, intercostales, porcién muscular del
esoéfago, paletas, jamones, bondiola y solomillo (Pasqualetti, 2014, Ribicich y col, 2001).
Se procesaron 20 g de musculo de cada muestra.

Inicialmente para T. patagoniensis se utilizé la misma cantidad, pero al encontrar baja
carga parasitaria y al no tener evidencia previa de infecciones de dicha especie en
jabalies, se decidi6 aumentar la sensibilidad aumentando la cantidad de musculo
muestreado (100 g).

Cada una fue procesada individualmente por 5 segundos en una multiprocesadora,
previamente habiéndose removido la grasa y fascias, luego fueron colocadas junto con
el liquido de digestion (1% de pepsina 1:10000, 1.0% de &cido clorhidrico y agua) en un
vaso de precipitados. Una vez que se complet6 la digestion en el agitador magnético a
45 + 2 ° C, se procedi6 a filtrar las muestras a través de un tamiz de 80 meshes hacia
una ampolla de Squibb. Se dej6é sedimentar por 30 minutos, se recuperaron 40 ml del
sedimento y luego se procedi6 a otra sedimentacion con el fin de obtener las larvas en
un volumen total de 10 ml. Posteriormente se realiz6 el conteo de larvas utilizando un
microscopio optico invertido. Se determind la cantidad de larvas encontradas por gramo

de musculo digerido (Gajadhar y col., 2019).
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Figura 8. Pasos de la digestion artificial (digestion, filtrado y visualizacién en el microscopio).

6.12. Evaluacién de la tolerancia al congelamiento de las larvas L1 de T.

patagoniensis y T. pseudospiralis

Para evaluar la tolerancia al congelamiento de las larvas L1 se tomaron muestras de
bondiola, jamén y paleta. Previamente, cada grupo muscular se proceso para confirmar
la positividad y determinar la carga parasitaria de cada uno, por medio de la técnica de
digestion artificial.

Posteriormente, los 3 grupos musculares fueron divididos en 12 muestras de
dimensiones similares (2 cm de espesor y 200 g de peso), envasadas individualmente
en bolsas plasticas y rotuladas. Un juego de 6 muestras fue colocado en un freezer a -

20 °C y otro fue mantenido como grupo control (4°C). En cada fecha de muestreo 2, 4,
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7,9, 11y 14 dias sometidos al ambiente propuesto, se extrajo una muestra congelada
y otra refrigerada para ser procesadas por medio de la técnica de digestion artificial. Las
larvas recuperadas fueron posteriormente inoculadas en 3 ratones BALB/c (300 larvas

en un volumen de 20 ul). Esto se realizé para cada grupo muscular (bondiola, paleta y

jaman).
Grupo muscular
(jamaén/bondiola
/paleta)
Setomaron 6 muestras de 200g para ser
analizadas lo siguientes dias de congelacion:
2 dias 4 dia 7 dias 9 dias 11 dias 14 dias

| [ [ |

| Se digiere toda la muestray se recuperan las larvas musculares |

| | | | |

‘ 300 LM recuperadas se inoculan en 3 ratones BALB/C ‘

| | | | |

| Luego de 6 semanas pi se determina el RC |

Luego de 6 semanas p.i.,, los ratones fueron eutanasiados, sus carcasas fueron
individualmente digeridas por medio de la técnica de digestion artificial y se calculé el
indice de Capacidad Reproductiva (RCI) (Kapel y Gamble, 2000).

Larvas recuperadas

Larvas inoculadas

En la fecha de muestreo en la cual se observo la pérdida de la viabilidad de las larvas
se decidié dejar de inocular ratones para calcular el RCI. Para determinar la viabilidad
de estas larvas, estas se observaron a través de un microscopio Optico. Los pardmetros
gue se tuvieron en cuenta para establecer la muerte de las larvas fueron la falta de
motilidad, la total alteracion morfolégica de la larva, la pérdida de su forma enroscada
como también de su contenido. Para evaluar la motilidad de las larvas sometidas a la
congelacion, luego de descongelar las piezas de carne y recuperar las larvas alli
presentes, estas se colocaron a 37 °C por 2 h para aumentar su motilidad, y asi se

observaron bajo un microscopio invertido LEICA™ DMil (Leica, Wetzlar, Alemania).
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Luego de realizar los conteos se calcularon los porcentajes de larvas muertas
recuperadas en cada una de las muestras.

El porcentaje de larvas muertas promedio fue calculado a partir del volumen final de la
muestra obtenida tras su digestién (5 ml). Se tomaron 10 muestras de 20 pl, y se realizd
el conteo de larvas recuperadas en las mismas para calcular el promedio de larvas

muertas en funcién a la cantidad de larvas recuperadas.

Ya que no se pudieron obtener resultados con T. patagoniensis en los jabalies, se
decidié incorporar un nuevo experimento de tolerancia a la congelacion de L1 presentes
en musculos de ratones inoculados experimentalmente con esta especie de Trichinella.
Para esto, se utilizaron 7 ratones inoculados con 500 L1 de T. patagoniensis. Cada ratén
fue empleado para un punto de muestreo. Los mismos fueron: 2, 4, 7, 9, 11y 14 dias.
Estos se eutanasiaron luego de 50 dias p.i. Mitad de cada ratén fue colocado en un
freezer a -20 °C y su otra mitad bajo refrigeracion a 4 °C para ser utilizado como
controles. En cada fecha de andlisis se digirié6 mitad de ratén congelado y su otra mitad
refrigerada de forma individual por medio de una digestion artificial. Luego se procedio
a realizar el conteo de larvas recuperadas y las mismas fueron inoculadas en 3 ratones.
Al cabo de 45 dias, estos ratones fueron eutanasiados, sus carcasas se digirieron
artificialmente y se llevé a cabo el conteo de larvas y célculo de RCI.

6.13. Estudio de la dinamica de anticuerpos anti-Trichinella

1. Procedimiento de analisis

El titulo de anticuerpos de cada jabali fue analizado a través de la técnica de ELISA,
utilizando los sueros. Se utilizé un kit comercial, "PrioCHECK Trichinella Ab", siguiendo
Sus instrucciones.

Para comenzar se reconstituyeron los controles con 150 pl de agua desmineralizada
proveniente con el kit. Esto se mezcl6 con un vortex. Una vez reconstituidos los controles
(fuerte positivo, débil positivo y negativo), se procedié a diluir la muestra de suero. Para
esto se utilizé una placa de dilucién sin recubrir, a la que se le afiadié 10 ul del control
positivo fuerte en el pocillo A1y B1, 10 ul de control positivo débil en el pocillo C1y D1,
y 10 pl de control negativo en los pocillos E1 y F1. En el resto de los pocillos se coloco
10 pl de cada una de las muestras de suero, por duplicado. Luego se agreg6 90 ul del
diluyente a cada pocillo con una pipeta multicanal y se mezcl6 5 veces. Se afadieron a
la placa de dilucion 80 pl de diluyente de muestra en cada pocillo, para asi luego
transferir 20 pl de las muestras ya diluidas de la placa de dilucion hacia la placa de

ensayo, se mezclé cada una 5 veces. Posteriormente se incub6 por 30 £1 minutos a
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temperatura ambiente de 22 +3 °C, y se procedio a lavar la placa cuatro veces con 300
pl de la solucién de trabajo de liquido de lavado 1x. Luego se incubé el conjugado, que
previamente habia sido diluido 30 veces en diluyente de conjugado. Para esto se agrego
100 ul del conjugado diluido a cada pocillo de la placa de ensayo y se dej6 incubar 30
+1 minutos a 22 +3 °C. Se lavé la placa cuatro veces con 300 pul de solucion de trabajo
de liguido de lavado 1x. Una vez finalizado el lavado se comenzé con los pasos de
deteccién. Se colocd 100 pl del sustrato cromdgeno (TMB) en cada pocillo y se incubo
a 22 +3 °C durante 15 minutos, y luego se agregd 100 pul del conjugado diluido a cada
pocillo. Se comenz6 a agregar la solucion de frenado luego de 15 minutos de haber
comenzado a colocar en el primer pocillo el TMB, en toda la placa siguiendo el mismo
orden de colocado el TMB. Una vez terminado, se agit6 suavemente la placa por unos
segundos y se coloco en el lector de ELISA. El desarrollo de color se mide a una longitud
de onda de 450.

El punto de corte se determin6 en funcion a lo especificado en el kit:

0D450 nm Muestra
0D450nm Control positivo

* 100 = X% positividad

Se toma como punto de corte un valor de Porcentaje de Positividad (PP) del 15 %. Se
consideran positivos a los resultados iguales o superiores a 15 de PP, y los inferiores a

dicho valor se consideran negativos. El punto de corte que se obtuvo fue de 0.31.

2. Analisis estadistico
Para comparar los tratamientos en el tiempo se aplicé un disefio de medidas repetidas
en el tiempo con interaccién tiempo*tratamiento. Como la prueba de esfericidad de
Mauchly resulté significativa (p-valor<0.05) se ajustaron los grados de libertad para el
error experimental mediante la épsilon de Greenhouse-Heisser. Para corregir la
normalidad se aplico la transformacion logaritmo natural a la variable respuesta (OD).
Como la interaccién tiempo*tratamiento resulté significativa, se compararon los

tratamientos en cada tiempo.

6.14. Deteccion temprana de larvas recién nacidas por medio de PCR en

tiempo real
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Siguiendo estos hilos de investigacion se decide implementar una técnica de diagnostico
molecular denominada PCR en tiempo real para analizar sueros provenientes de
jabalies y cerdos infectados con una especie de Trichinella spp., T. spiralis, T.
patagoniensis o T. pseudospiralis. Con la misma se buscé identificar estadios previos a
las larvas musculares que se detectan por medio de la digestion artificial,
especificamente detectar las LRN. También se analizaron los animales control.

Para esto se utilizaron 2 cebadores para identificar las 3 especies de Trichinella spp.
bajo estudio. Un cebador que amplifica una regién de ADN nuclear repetida (Rep) en T.
spiralis, y el segundo cebador que amplifica un segmento de la regién ribosomal nuclear
el 18S de T. spiralis, T. pseudospiralis y T. patagoniensis.

Previo a la puesta en practica, se evaluaron varios factores que podrian llegar a alterar
los resultados. Estos fueron:

- Evaluacion de los cebadores.

- Concentracion de ADN utilizada.

- Cantidad de ciclos a realizar en la PCR.

- Evaluar formas de pipeteo en la extraccién de ADN, con el fin de
estandarizar todas las maniobras para reducir variabilidades y asi
errores.

- Pruebas control para verificar que no haya contaminaciéon en las

corridas de PCR en tiempo real.

1. Extraccién del ADN

Se utilizaron muestras de sueros provenientes de jabalies y cerdos infectados con
20000 larvas de T. spiralis, T. pseudospiralis o T. patagoniensis.

Para extraer el ADN de las LRN que posiblemente pudieran encontrarse en el suero se
utilizé un kit comercial denominado DNeasy® Blood and Tissue Kit (QIAGEN, Inc.,
Valencia, CA, USA), y se utilizo siguiendo las instrucciones del fabricante, y se eluy6 en
100ul.

Con este kit, inicialmente las muestras de sangre se lisan mediante la proteinasa K y
luego el ADN se une selectivamente a la membrana DNeasy durante la centrifugacion,
mientras que los contaminantes son eliminados. Los posibles contaminantes residuales
como también los inhibidores enzimaticos se descartan por medio de 2 lavados

adicionales, y finalmente el ADN es eluido con agua ultrapura.
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Figura 9. Extraccion de ADN.

2. Cebadores

Como cebadores se utilizaron:

Rep, disefiado en funcion del elemento repetitivo 1.6 kb de T. spiralis
(cédigo de acceso del GenBank: X06625). Cuya secuencia
nucleotidica es:

5 TTCTATTCTGCTACTGCTAACACTTCGA '3

5 TGGTGTGGCTCAAGAATGGA '3
Tm: 75 °C.
18S, disefiado en funcién a la subunidad 18S del gen de ARNr nuclear
(c6édigo de acceso del GenBank: U60231). Cuya secuencia
nucleotidica es:

18S-T1-T12-F CGGTTAAAACGCTCGTAGTTGA

18S-T1-T12-R GCAACAACAGCAACCACGAA
Tm: 82 °C.

Los cebadores se utilizaron a una concentracion de 6,25 uM.
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Los cebadores se disefiaron por el Dr. Silvio Krivokapich, utilizando el programa Primer
Express v2.0 (Applied Biosystem). Para esto se tomaron como parametro los siguientes
factores (Krivokapich, 2012):

- Tm entre un 58°C a 60°C +/- 2°C;

- Longitud de amplicones entre 110-150 pb;

- Longitud de los cebadores de 9 a 40 pb, 6ptimo 20 bp;
- Contenido de G/C dentro de un 30 a 80%.

3. PCR en tiempo real

Para realizar este andlisis molecular se utilizo el equipo al ABI 7500 Sequence Detector
System (Applied biosystems) con el programa 7500 System SDS software version 1.2.3.
Para esto se realizaron los siguientes ciclos:

2 minutos a 50 °C,

10 minutos a 95 °C,

45 ciclos de 15 segundos a 95 °C,

60 segundos a la temperatura de fusién (60 °C).

El equipo al finalizar los ciclos realizé el andlisis de disociacion, ya que se dispuso dicho
pardmetro/paso antes de iniciar la PCRrt. La misma consté en:

15 segundos a 95 °C,

1 minuto a 60 °C,

15 segundos a 95 °C.

Como fluoré6foro se utilizé el SYBER® Green, cuya fluorescencia se midi6é en cada ciclo
a la temperatura de annealing. Para esto se utiliz6 como mezcla de reaccién a SYBR®
Select Master Mix* (Applied Biosystems, USA), a un volumen de 12,5pl. El volumen final
de la reaccion const6 de 25 pl, de los cuales:

- 12,5 pl correspondian a la mezcla de reaccién master mix,

-1 05 pl de ADN de la muestra (se prob6 con ambas cantidades),

- 2 0 4 pl de cebadores (se prob6 con ambos volimenes),

- el resto de agua ultrapura c.s.p. (9,5, 7,5 o 3,5 pl segun la cantidad de

cebadores como de AND utilizados).

La amplificacion de ADN de cada suero se realiz6 por duplicado.
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*La mezcla de reaccion SYBR® Select Master Mix de Applied Biosystem, USA contiene:
- SYBR™ GreenER™, como colorante,
- ADN polimerasa AmpliTag™,
- dNTPs con mezcla dUTP/Dttp,
- UDG termolabil,
- ROX, como colorante de referencia pasiva,

- Componentes de tampén.

Los resultados obtenidos tras realizar una PCR en tiempo real se expresan como el
namero de ciclos de PCR que son necesarios para alcanzar un cierto nivel de
fluorescencia (ciclo umbral, Ct). La sefial de fluorescencia emitida durante los primeros
ciclos es débil para poder ser detectada por sobre el ruido de fondo, pero durante la fase
exponencial la sefial comienza a duplicarse en cada ciclo. Luego de 30 a 35 ciclos
aproximadamente, esta sefial comienza a estabilizarse ya que comienza a saturarse los
reactivos de la PCR. El valor de Ct se correlaciona con la cantidad inicial de la muestra
objetivo y la diferencia en el numero de ciclos necesarios para lograr el mismo nivel de

fluorescencia, reflejdndose asi la concentracion relativa de un objetivo con el otro.

7. Resultados

7.1. Inspeccién clinica

Durante la evaluacion fisica de los animales no presentaron afeccién, alteracién o signos
clinicos compatibles con esta enfermedad.
Los estudios coproparasitolégicos que se realizaron durante la experiencia fueron

negativos.

7.2. Ganancia de peso

En el grafico N° 1, se puede observar el promedio de los pesos de los jabalies infectados
alo largo de los 45 d.p.i..

Al comparar la ganancia de peso entre los animales inoculados y el grupo control no se
evidencio diferencia significativa. Se aplic6 un disefio de medidas repetidas en el tiempo
(3 observaciones a los 15, 30 y 45 dias) un tratamiento (T. patagoniensis y T.
pseudospiralis) y un grupo control. Se utilizé un modelo lineal mixto y se consideré un

nivel de significacion del 5%. No se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas entre tratamientos (p-valor<0.67) ni tampoco se encontraron diferencias en
el tiempo (p-valor<0.056). No hubo interaccién entre los factores en estudio. Esto fue
analizado utilizando R (R Core team, 2018).

= T. patagoniensis
= 25
a T. pseudospiralis
w20
2 Control

15

10

Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 45
Tiempo (d.p.i.)

Grafico N° 1. Peso promedio expresado en kg de los jabalies infectados con T. pseudospiralis

y T. patagoniensis, y los controles. Evaluados los primeros 45 d.p.i.

7.3. Recuento relativo de eosinéfilos

Los jabalies infectados mostraron cambios en los niveles de eosindéfilos en sangre. Los
animales inoculados con T. pseudospiralis mostraron un aumento en el recuento relativo
de eosindfilos inmediato a la inoculacién, mientras que en los animales infectados con
T. patagoniensis el aumento se vio una semana mas tarde (Gréfico 2). El primer
aumento se observé principalmente entre la semana 2 a 3 pi, con conteos que llegaron

hasta 20 %. Posteriormente disminuyeron alcanzando valores dentro del rango normal.
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Grafico 2. Porcentaje promedio del recuento relativo de eosindfilos en jabalies infectados con

T. patagoniensis y T. pseudospiralis durante 94 d.p.i.

7.4. Distribucién larvaria

Ambas especies de Trichinella mostraron predileccién principalmente por la lenguay el
diafragma. Seguidamente, los musculos méas predilectos fueron para T. patagoniensis
las paletas, mientras que para T. pseudospiralis los solomillos y bondiolas (Tabla 1).
Las cargas larvarias mas altas fueron: para T. pseudospiralis 134,3 Ipg (en lengua y
musculos intercostales) y para T. patagoniensis de 0,087 Ipg (en la lengua) (Tabla 2).
T. patagoniensis presenté una densidad larvaria considerablemente inferior a T.
pseudospiralis. Ademas, en los jabalies inoculados con esta especie no se recuperaron
larvas musculares de los maseteros ni de los masculos intercostales (Tabla 1y 2). De
dos de los 5 jabalies infectados con T. patagoniensis no se lograron detectar LM, en

ninglin masculo analizado (Tabla 1).

Diferencias estadisticamente significativas fueron encontradas en la recuperacién de
larvas entre las especies bajo estudio. Esto fue analizado utilizando R (R Core team,
2018). La recuperacion de LM se analiz6 mediante el andlisis de varianza de Kruskal

Wallis (P <0,050).

Los resultados son presentados en la Tabla 1y en la Tabla 2.
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Carga larvaria expresada
como porcentaje (%) / N.°de

T patagoniensis

T. pseudospiralis

Jabali

1 2 5 1 2 3 4
Diafragma | 22,9 100 66,6 23,3 97,7 100 100
Musculo del es6fago | 75,9 0 0 1,7 23 84 47
Intercostales | O 0 0 1,7 18,8 115 10,8
Solomillos | 229 O 33,3 10,3 67,4 475 27,5
Lengua | 100 25 100 100 100 21,9 49,3
Maseteros | O 0 0 54 453 O 9,1
Bondiolas | 22,9 O 0 7,8 59,8 36,6 21,1
Paletas | 22,9 25 33,3 3,3 155 144 6,6
Jamones | 229 O 0 111 251 131 211

Tabla 1. Carga larvaria de jabalies infectados con T. patagoniensis y T. pseudospiralis en

musculos de interés parasitolégico y comercial. La carga larvaria esta expresada en %

utilizando como referencia del 100% al musculo con mayor densidad larvaria.
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T. patagoniensis T. pseudospiralis

Promedio Desvio Promedio Desvio
estandar estandar
Diafragma 0,016 +0,017 63,2125 +55,087
Esdéfago 0,0132 +0,030 9,455 +14,374
Intercostales 0 36,7875 +65,168
Solomillo 0,006 +0,009 32,745 +39,239
Lengua 0,0254 +0,037 60,8775 154,484
Maseteros 0 17,9975 +28,801
Bondiola 0,004 +0,009 27,82 +35,466
Paletas 0,008 +0,008 7,9325 18,753
Jamones 0,004 +0,009 15,3625 +13,771

Tabla 2. Densidad larvaria promedio y desvio estdndar por grupo muscular y especie de

Trichinella bajo estudio.

7.5. Tolerancia a la congelacion

Debido a la baja carga de larvas musculares encontradas en los musculos de los
jabalies infectados con T. patagoniensis, no pudo realizarse la evaluacion de la
tolerancia a la congelacion de las larvas musculares en esta especie animal. Las

densidades larvarias promedio en jabalies infectados con T. patagoniensis fueron:
v Bondiola: 0,004 Ipg.
v Paleta: 0,008 Ipg.
v Jamoén: 0,004 Ipg.

Por este motivo, el presente objetivo se realiz6 con los muasculos de los jabalies

infectados con T. pseudospiralis.

Las larvas recuperadas de los musculos sometidos al tratamiento de congelacion se

mantuvieron viables hasta las 48 h posteriores de ser colocadas en el medio propuesto.
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A partir del dia 4 el valor del RCI fue igual a 0 en todos los grupos musculares estudiados
(Gréfico 4).

Con respecto al grupo control las larvas conservaron su viabilidad durante todo el

experimento.

A partir del dia 9 de congelacion més de un 80% de las larvas observadas mostraron
signos de muerte al microscopio Optico (Figura 10). Los dias 11y 14 de congelacion el
porcentaje se elevo al 100% (Grafico 3), momento en el que se decidid no continuar con

la inoculacion de ratones para la evaluacion de la viabilidad larvaria.

120
100
(%]
8
£ 80
>
S
@ 60
S
©
% 40
X
20
0 - in
2 4 7 9 11 14

Dias

H Bondiola M Jamodn Paleta

Grafico 3. Porcentaje de larvas L1 de T. pseudospiralis muertas bajo la observacion al

microscopio Optico, recuperadas de tejidos musculares de jabalies sometidos a congelacion.

Los RCI obtenidos a partir de los ratones inoculados con larvas L1 recuperadas de
musculos congelados de jabalies, y a partir de los ratones inoculados con larvas L1
recuperadas de musculos refrigerados (grupo control) son presentados en la siguiente
Tabla 3.
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Dias
DE
MUES
TREO

11

14

BONDIOLA PALETA JAMON
-20 °C 4-°C -20 °C -4 °C -20 °C 4°C
Promedio DS Promedio DS Promed DS Promedio DS Promed DS Promedio DS
io io

17,04 4,23 17,04 4,23 19,77 6,21 19,77 6,21 22,78 6,45 22,78 6,45
18,97 6,19 16,5 6,27 1487 8,61 19,97 735 1851 8,80 22,71 4,38
0 0 17,4 5,99 0 0 21,21 9,70 0 0 18,10 7,64
0 0 15,78 5,55 0 0 17,33 6,42 0 0 21,43 8,21

0 0 14,58 5,78 0 0 18,77 8,34 0 0 18,81 8,64

- - 14,17 4,11 - - 16,43 4,80 - - 19,78 6,20

- - 14,12 4,75 - - 16,56 6,22 - - 18,24 4,98

Tabla 3. RCI promedio obtenido tras la inoculacién de ratones con larvas musculares

sometidas a congelacién y refrigeracién de carne de jabali.
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Grafico 4. RCI obtenido de los ratones inoculados con larvas L1 de T. pseudospiralis

recuperadas de grupos musculares (jamon, bondiola, paleta) sometidos a -20 °C.

Figura 10. Larvas musculares de T. pseudospiralis con caracteristicas morfoldgicas alteradas.
LEICA™ DMil (Leica, Wetzlar, Germany).

Con respecto a la tolerancia a la congelacion de las larvas de T. patagoniensis en tejido
muscular de ratones se obtuvieron los siguientes resultados. A partir de las 48 h (dia 2)
a -20 °C no se recuperaron larvas en los ratones infectados con larvas provenientes de
tejido de raton mantenida a -20 °C. Las larvas recuperadas de las carcasas de ratones
sometidas a temperatura de refrigeraciéon mantuvieron su capacidad infectante durante
toda la experiencia (Tabla 4).
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Dias CONGELACION (-20 °C) CONTROL REFRIGERACION (4 °C)

MUESTREADOS

Promedio DS Promedio DS
0 20,64 3,34 20,64 3,34
2 - - 15,92 5,78
4 - - 16,25 5,16
7 - - 26,51 8,66
9 - - 10,36 2,37
11 - - 12,96 8,89
14 - - 21 7,42

Tabla 4. Promedio de los RCI obtenidos tras la inoculacién de ratones con larvas musculares

sometidas a congelacidn y refrigeracién de T. patagoniensis en carcasas de ratones.

7.6. Dindmica de anticuerpos

Con respecto a la dinamica de anticuerpos, los resultados obtenidos fueron los
siguientes; para los jabalies inoculados con T. patagoniensis se observé una
seroconversion entre las 2 — 4 semanas p.i., mientras que los inoculados con T.
pseudospiralis seroconvirtieron a las 2 semanas p.i (grafico 5). Todos los animales,
excepto los controles, se mantuvieron por encima del valor de corte durante toda la
experiencia (19 semanas). Diferencias estadisticamente significativas se observaron en
los valores de densidad 6ptica (OD) entre los jabalies inoculados con T. pseudospiralis
y los inoculados con T. patagoniensis a las 2 semanas p.i. (P <0.050).

El valor de corte (cut off) se establecio en funcion a las especificaciones del kit comercial
utilizado. El valor de corte se corresponde con el 15% del porcentaje de positividad
(15PP), los resultados superiores o iguales del 15 de PP se consideran positivos, y los
resultados inferiores se consideran negativos. En este estudio, dicho valor se
correspondié con 0,31.

Los controles negativos se mantuvieron por debajo del valor de corte durante toda la

experiencia.
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Grafico 5. Dindmica de anticuerpos en jabalies inoculados con 20000 larvas L1 de T.

patagoniensis, T. pseudospiralis y grupo control.

7.7. Deteccion de larvas recién nacidas por PCR en tiempo real

Los resultados de la deteccion de LRN en suero de jabalies y cerdos fueron variables.
Las muestras tomadas a los 7 d.p.i. de los jabalies infectados con T. spiralis fueron
positivas al ser analizadas con el cebador Rep. Estas muestras positivas presentaron
un rango de Ct de 29,26 + 0,16 para una muestra y de hasta 33,37 + 0,45 para otra, y
el Ct promedio (de las muestras positivas) fue de 31,91 + 1,70 (Tabla 5). A los 14 d.p.i.
no se detect6 ADN de LRN en los sueros analizados. Con respecto a los cerdos
infectados con T. spiralis, el cebador Rep no logré detectar ADN circulante en suero en
ninguna fecha muestreada.

El cebador 18S, no logr6 detectar ADN de LRN en los jabalies infectados con T.
pseudospiralis, ni T. patagoniensis en las fechas muestreadas (7 y 14 d.p.i.). Con este
cebador sélo se logré detectar ADN en una muestra a los 7 d.p.i. en un solo jabali
infectado con T. spiralis (Tabla 5) cuando se utilizé 1 ul de ADN, al aumentar a 5 ul de
ADN se lograron detectar las otras 3 muestras también como positivas (Tabla 6). La
muestra realizada con 1 ul de ADN presentd un valor de Ct promedio de 37,32 + 0,45,
mientras que las muestras analizadas con 5 ul presentaron un rango de Ct de 35,13 £
1,02 a 36,80 = 0,29, con un Ct promedio de 36,21 + 1,02. Al aumentar a 5 pl la cantidad
de ADN utilizado con las muestras de T. pseudospiralis y T. patagoniensis los resultados
igualmente dieron negativos. Este cebadortampoco logré detectar ADN en las muestras
de cerdos infectados con las especies bajo estudio en las fechas muestreadas (5, 9, 12
y 15 d.p.i.).

Los controles negativos y positivos utilizados para evaluar las muestras de cerdos y

jabalies dieron negativas y positivas respectivamente, en todas las corridas.
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JABALI CEBADOR Ct DS
1 Rep 29,26 +0,16
2 Rep 33,37 0,45
3 Rep 32,81 +0,18
4 Rep 32,2 +0,10
1 18s 37,32 +0,45
2 18s - -
3 18s 37,58* -
4 18s - -

Tabla 5. Valores obtenidos de Cty Tm en las muestras de suero de jabalies infectados con T.

spiralis 7 d.p.i. analizadas por PCR en tiempo real (CT: valor del ciclo umbral promedio; DS:

desvio estandar; TM: temperatura de melting) (* un solo duplicado dio positivo). Cada niumero

de muestra se corresponde con un jabali infectado con T. spiralis.

ANIMAL CEBADOR ADN (ul) CT PROMEDIO DS
1 18s 1 37,32 0,45
2 18s 5 36,80 0,29
3 18s 5 35,13 1,09
4 18s 5 35,59 1,71

Tabla 6. Valores de Ct promedio obtenidos por deteccién por PCR en tiempo real, utilizando el

cebador 18S, con 1 0 5 ul de ADN de cada muestra de suero 7 d.p.i. Cada animal se

corresponde con un jabali infectado con T. spiralis (CT: valor del ciclo umbral promedio; DS:

8. Discusioén

desvio estandar).

64



La especie T. patagoniensis fue aislada por primera vez en un puma de montafia (Puma
concolor) en la localidad de Trapalcé, Rio Negro, Argentina en 2004 (Krivokapich, 2008).
El presente estudio es el primero realizado con jabalies infectados experimentalmente
con T. patagoniensis. Se demostro la capacidad de esta especie de desarrollar su ciclo
completo en dicho hospedador, sin embargo, se observd una baja capacidad infectiva.
Esta misma se encuentra mas asociada a T. nativa y T. murrelli (Krivokapich y col.,
2012), dos especies de Trichinella que también presentan baja capacidad infectiva en
ratas, cerdos (Murrell y col., 2000; Pozio, Zarlenga 2005) y en jabalies (Kapel, 2001).
Krivokapich y col.,, 2019 demostraron que T. patagoniensis también presenta baja
capacidad infectiva en ratas y cerdos. Pasqualetti y col., 2014, demostraron que esta
especie no completa su ciclo biolégico en pollos (Gallus gallus domesticus), ya que en
estos so6lo ocurre la fase intestinal sin desarrollar la fase muscular de la enfermedad. En
cuyes (Cavia porcellus) infectados experimentalmente con T. patagoniensis, Farifia,
2018, demostré que esta especie animal es susceptible a T. patagoniensis, ya que la
carga larvaria encontrada en dichos musculos fue elevada (265,65 Ipg en miembros
posteriores). En esta especie animal, los grupos musculares mas parasitados fueron los
correspondientes a los miembros posteriores, mientras que la lengua fue el musculo con
menor carga. Esto toma especial relevancia, ya que, en paises como Perd, el consumo,
produccion y exportacion de cuyes es cada vez mayor (Ribicich y col., 2021). Otros
estudios demostraron que esta especie también presenta alta capacidad infectiva en
gatos domésticos, con algunos signos clinicos similares a los que se producen en las
personas (disenteria, diarreas, letargia, anorexia parcial como también protrusion del
tercer parpado) (Ribicich y col., 2013). Por ende, se podria sospechar que los carnivoros
podrian ser hospedadores adecuados para T. patagoniensis. Se sugiere que, en nuestro
pais, el puma (Puma concolor) podria actuar como reservorio de esta especie de
Trichinella (Krivokapich y col., 2012). En El Calafate, provincia de Santa Cruz, en junio
de 2008, se detectaron ocho personas infectadas con esta enfermedad tras el consumo
de carne de puma (Puma concolor) parasitada con T. patagoniensis (Krivokapich y col.,
2019).

8.1. Aspectos clinicos y productivos

En el presente estudio no se evidenciaron signos clinicos compatibles con esta
enfermedad. Esto coincide con lo encontrado por multiples autores. Toma$oviCova y
col.,1991, infectaron experimentalmente a ovejas merino con distintas dosis infectivas
(3000, 5000 y 7000 L1) y durante los intervalos evaluados (cada 7 dias), no se
evidenciaron signos clinicos en ninguno de los animales durante todo el estudio. En

estudios realizados en equinos tampoco se evidenciaron signos clinicos tras ser
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infectados utilizando diversas especies de Trichinella (Boireau y col., 2000). Situacion
similar también se observo en cerdos infectados experimentalmente con T. spiralis,
(Ribicich y col., 2007; Oltean y col., 2012; Pasqualetti, 2014).

En el presente estudio, el RRE aumentd en promedio durante la primera semana p.i.
Similares modificaciones en los conteos relativos de eosinofilos fueron observadas en
cerdos infectados con T. spiralis (Smith, 1988) en los cuales, el RRE aumenté a los 6
d.p.i. y retorné a valores pre-infeccion a los 2 meses p.i. Los conteos llegan a valores
maximos durante el periodo de migracion e invasion de las fibras musculares por parte
de las LRN. Por ende, esto podria ser utilizado fundamentalmente durante la fase aguda,
siendo util durante el periodo ventana, que ocurre cuando ain no se detectan LM tras
la técnica de digestion artificial. A su vez, con respecto al RRE, en todos aquellos
jabalies en los que se encontré alta densidad larvaria, sus valores de RRE fueron
también elevados. La eosinofilia es uno de los primeros signos de la trichinellosis
humana, es mas, el nivel de eosinofilia esta directamente relacionado con el nivel de
infeccion (Campbell, 1983). Campbell, 1983, report6 que los eosindfilos suelen llegar a
valores de 1000 a 3000/mm? en infecciones generadas por Trichinella spp, aunque en
ciertos casos ha sido mayor, incluso aseguroé que la proporcion de eosindfilos circulantes
suele coincidir con aquella encontrada en los muasculos. Resultados similares se
encontraron en un estudio realizado con cerdos inoculados con T. spiralis (Ribicich y
col., 2007). En el mismo se evidencié una relacién positiva entre la dosis infectiva de T.
spiralis y el aumento en los niveles de eosindfilos, encontrandose valores de hasta
3500/ml analizado. Por ende, en funcién a los resultados encontrados podriamos
sospechar, que al igual que en la trichinellosis humana, la eosinofilia ocurre
simultdneamente con la fase sintomatica, aguda de la enfermedad, y se correlacionaria
con la intensidad de la infeccion.

Campbell, 1983, establecié que el aumento de eosinéfilos se desencadena por dos
mecanismos, ya sea como una respuesta quimiotactica a agentes liberados a partir de
diversos agentes involucrados en la proteccion inmune (mediadores como por ejemplo
células mastociticas, linfocitos, el complemento), como también debido la capacidad
dependiente entre anticuerpos y el complemento con los eosinéfilos para dafar a las
L1. Pasqualetti, 2014 realiz6 un estudio con cerdos infectados con bajas cargas de T.
spiralis, en el cual también evidencié un aumento del recuento de eosindfilos (%), en

comparacion con los cerdos controles, durante las semanas 1, 2, 3, 5y 6 pi.

La ganancia de peso es una variable cuya evaluacion resulta fundamental en la
produccion animal. En experiencias realizadas en cerdos (Landrace-Yorkshire)

inoculados con T. spiralis se observaron diferencias significativas entre los cerdos
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infectados y los cerdos del grupo control (p-valor<0.05) (Ribicich y col., 2007), sin
embargo, esto se evidencié durante la fase cronica de la enfermedad. En dicho estudio,
la variacion de peso entre los cerdos infectados y los controles se evidencié a partir de
los 20 d.p.i., observandose una pérdida de peso de entre el 10 al 15%. En la presente
experiencia, solo fue estudiado el impacto durante la fase aguda de la enfermedad y no
se encontraron diferencias en la ganancia de peso entre los jabalies inoculados con T.
patagoniensis, T. pseudospiralis y los animales controles. Esto esta en concordancia
con un estudio llevado a cabo por Lacour y col., 2013, quienes no observaron una
variacion en la ganancia de peso en jabalies infectados con 200, 2000 y 20000 LM de
T. britovi y con 20000 LM de T. spiralis. En otro estudio realizado por Sadun y Norman,
1956, en hamsters (Cricetinae) infectados con dosis crecientes de T. spiralis (100 y 500
LM) se observé una pérdida en la ganancia de peso que fue aun mayor en animales
infectados con dosis mayores. Ellos observaron que esta relacion entre la dosis infectiva
y la pérdida de peso se comenzé a evidenciar ya en la primera semana p.i., y que a
medida que procedio el estudio esto se acentud. Esta misma asociacion indirecta entre
la dosis infectiva y la ganancia de peso se observé en cobayos infectados con T. spiralis
(Castro y Olson, 1967). Ellos demostraron que aquellos animales infectados
comenzaron a consumir menos cantidad de alimento y beber menos agua, en
comparacion con los animales no infectados (controles), como también, observaron que,
al comparar la ganancia de peso entre los cobayos infectados y cobayos no infectados
sometidos a una alimentacién restrictiva, equivalente a la consumida por el cobayo

infectado, igualmente tuvieron los infectados una menor ganancia de peso.

8.2. Distribucién muscular

Varios autores demostraron que la distribucion muscular de las LM de Trichinella spp.
estd principalmente influenciada por el hospedador, mas que por la especie de
Trichinella en si (Kapel y col., 1998; Kapel y col., 2005), incluso en menor medida esto
esta influenciado por la edad y por el nivel de infeccién (Kapel y col., 2005). En multiples
estudios se ha evidenciado que las LM de este parésito tienen predileccién por el
diafragma y la lengua en jabalies y en cerdos (Zimmermann y col., 1970; Kotula y col.,
1984; Kapel y col., 1998; Serrano y col., 1999; Kapel, 2001; Kapel y col., 2005).

En los jabalies infectados con T. patagoniensis, las larvas musculares fueron
recuperadas principalmente del diafragma, lengua y paletas, sin embargo, no fueron
recuperadas de los maseteros, y musculos intercostales de los animales analizados.
Siendo este un dato relevante ya que estos muasculos suelen estar parasitados en la

infeccion por T. spiralis. Estudios realizados en cerdos infectados con esta misma
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especie de Trichinella, demostraron también a la lengua como el principal musculo
parasitado (Krivokapich y col., 2012). Este parasito suele afectar los musculos de mayor
actividad y con mayor irrigacion, como lo son el masculo deltoides, los pectorales, los
musculos intercostales, la lengua, gastrocnemios, masculos de la laringe y el diafragma
(Bruschi, 2021). En infecciones producidas por bajas cargas, estos musculos suelen ser
los més parasitados, sin embargo, cuando las cargas infectivas fueron elevadas, las LM
suelen distribuirse no uniformemente en mas musculos, posiblemente en mas cantidad
en los musculos de predilecciéon. En este estudio, la carga larvaria promedio encontrada
entre todos los masculos analizados en cada uno de los jabalies infectados, a la hora
de realizar la digestion artificial, con T. patagoniensis fue en cada animal de 0,028,
0,0067 y de 0,0078 Ipg. En un estudio realizado por Krivokapich y col., 2012, los cerdos
infectados con T. patagoniensis presentaron una carga larvaria promedio de 0,0027,
0,0067 y 0,1569 Ipg obtenida a partir de un pool de musculo estriado de cada cerdo, en
ambos casos los niveles demostraron ser muy bajos en comparacion a lo que se
esperaria encontrar si dichos animales hubieran sido infectados con, por ejemplo, T.
spiralis. Por este motivo, se podria inferir que los cerdos y los jabalies utilizados en la
presente experiencia, no serian buenos hospedadores de T. patagoniensis, ni tampoco
una posible fuente de infeccidén para el hombre. En un estudio realizado por Pasqualetti
y col., 2014, en el cual esta especie de Trichinella fue utilizada para infectar 33 pollos
domésticos (Gallus gallus domesticus) con 1000 LM, no se encontraron en ningun
muasculo analizado (pectorales, muasculos de los miembros, musculo abdominal,
musculos cervicales, musculos intercostales y lengua) LM, aunque si se recuperaron
adultos en la fase intestinal en los dias 4, 5, 7, 11y 14 p.i.

La lenguay el diafragma fueron los masculos mas parasitados en los jabalies infectados
con T. pseudospiralis. Por lo encontrado se podria sospechar y acordar con varios
autores, que la distribucién de las larvas musculares de Trichinella spp. depende
principalmente de la especie animal afectada y no asi de la especie de Trichinella
involucrada. Resultados afines fueron obtenidos por Kapel 2000, Kapel 2001, Kapel y
col., 2005, en jabalies, cerdos y equinos. Un estudio realizado por Kapel y col., 2005, en
zorros, jabalies y equinos, encontraron que T. pseudospiralis presentaba una
distribucion muscular distinta a las especies encapsuladas evaluadas (T. spiralis, T.
nativa, T. britoviy T. nelsoni), en el mismo encontraron que los musculos de predileccion
en esta especie fueron el diafragma, la paleta y el lomo.

En el presente estudio, el musculo esofagico fue el segundo mas parasitado en los
jabalies infectados con T. patagoniensis, no asi en los jabalies infectados con T.
pseudospiralis. Esto podria estar correlacionado con el hallazgo encontrado por

Pasqualetti, 2014, donde los cerdos parasitados con T. spiralis presentaron una gran
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carga larvaria en el musculo estriado del eséfago (en promedio por animal se encontrd
en dicho muasculo 0,26, 17,51 y 9,74 Ipg). Por ende, el estudio de drganos con
composicion muscular deberia ser estudiado para ahondar, si estos podrian llegar a ser
una fuente de infeccidn para los animales y las personas.

Un estudio realizado por Ribicich y col., 2001, en el cual se analizaron cortes
comerciales de musculos de cerdos parasitados con T. spiralis, demostraron que
ademas de la lengua y el diafragma, el lomo, el jamén, y la paleta fueron los musculos
mas intensamente parasitados, seguidos por la bondiola, los intercostales y la panceta.
Esto esta también en concordancia con este estudio, en el cual tanto la bondiola, y la
paleta presentaron una carga moderada de LM, no sélo en jabalies infectados con T.
patagoniensis y T. pseudospiralis, sino también en jabalies infectados con T. spiralis
(Bessiy col., 2021).

8.3. Tolerancia a la congelacion de las larvas musculares

Algunos de los factores mas influyentes sobre la capacidad de las L1 de Trichinella spp.
a sobrevivir a la congelacion son: el hospedador en el que se encuentran enquistadas,
la edad de dicha larva muscular (ya que la capsula de coladgeno continlia engrosando a
medida que la infeccién persiste), la temperatura y el periodo de tiempo en el que las
larvas se encuentran bajo congelacion (Pozio y col., 1994; Sacchiy col., 2001; Lacour y
col., 2013). Estudios previamente realizados demostraron una correlacién positiva entre
la edad de las larvas musculares y la resistencia al frio en ratones infectados (Pozio y
col., 1994; Malakauskas & Kapel, 2003), pero los autores concuerdan en que mas
estudios serian necesarios para afirmar esta propuesta. Un estudio realizado por Kapel
y col., 2003, en el cual comparé la tolerancia a la congelaciéon de LM de T. nativa de
distinta edad en tejido de foca ocelada (Pusa hispida), observé que aquellas que habian
estado infectando a las focas por 10 semanas sobrevivieron a -18 °C por 8 semanas,
mientras que aquellas infectadas por 5 semanas sélo sobrevivieron a -18 °C por 1
semana. Ciertos autores proponen que la composicién del tejido muscular de los
animales salvajes les brinda a las larvas cierta proteccion contra la congelacién (como
por ejemplo el tipo y cantidad de lipidos presentes), a diferencia de lo que ocurriria en
animales domésticos, cuya composicion muscular difiere debido a encontrarse en
diferentes condiciones ambientales (Dick, 1983). Ademas, la capacidad de las larvas
musculares de tolerar la congelacion podria también estar relacionada con los niveles
de carbohidratos enddgenos presentes en las mismas (Raines & Stewart, 1988; Lacour
y col., 2013). Incluso, se ha observado que las LM que afectan a especies que habitan

en el Artico toleran por mayor tiempo la congelacion (Dick, 1983; Kapel y col., 1999).
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Como afirma Lacour y col., 2013, las infecciones en jabalies podrian ser de mayor data
en comparacion a los cerdos productivos, ya que estos posiblemente tienen una mayor
esperanza de vida, por este motivo, es posible que en dichos animales el desarrollo de
la capsula de colageno pueda ser aun mayor que en los cerdos productivos,
confiriéndoles asi una mayor proteccién contra la congelacion. En nuestra experiencia,
las larvas de T. pseudospiralis demostraron baja tolerancia a la congelacion,
sobreviviendo por 48 horas a -20 °C en musculo de jabali. Estos resultados coinciden
con las caracteristicas descriptas anteriormente, la cual por tratarse de una especie de
Trichinella spp. no encapsulada presenta una tolerancia al calor, resistencia a la
congelacién y una supervivencia en tejido en descomposicion, menor a las especies
encapsuladas (Kapel, 2000). La resistencia al frio de distintas especies de Trichinella
spp. evaluada en musculos de cerdos, demostraron que T. pseudospiralis no sobrevive
a -20.6 °C por 82 horas (Hill y col., 2009). En este estudio se utilizaron y establecieron
distintas temperaturas de congelacion con distintos tiempos minimos de exposicion a
dichas temperaturas. Sin embargo, cabe aclarar que la forma en que fueron preparadas
las muestras de carne antes de ser colocadas en los medios de congelacion propuestos
fue distinta, ya que las mismas previamente a ser congeladas fueron trituradas, para
luego armar con esta carne triturada muestras de 2 mm de espesor. Otros
investigadores que evaluaron la tolerancia a la congelacion de larvas musculares de
diferentes especies de Trichinella presentes en tejidos triturados de ratas encontraron
gue T. pseudospiralis tuvo la capacidad de sobrevivir menos de 1 semana a una
temperatura de congelacion de - 18 °C (Malakauskas & Kapel, 2003). Sin embargo,
Theodoropoulos y col (2000) indicaron que las larvas musculares de T. pseudospiralis
en tejido muscular de oveja a -18 °C, se mantuvieron infectivas hasta por 4 semanas.
Se han encontrado diferencias en la persistencia e infectividad de los diferentes isotipos
de T. pseudospiralis en diferentes hospedadores animales (Theodoropoulos y col.,
2000; Malakauskas y col., 2001; Malakauskas & Kapel, 2003).

La especie T. pseudospiralis fue encontrada en 18 diferentes especies de mamiferos y
13 especies de aves (Pozio, 2016; Pozio, 2005), este amplio rango de hospedadores
permitiria a esta especie ampliar y mantener su distribucién en el mundo a pesar de su
baja tolerancia a las diversas condiciones ambientales en tejidos en descomposicion
(Pozio, 2016).

Hasta el momento, T. patagoniensis ha demostrado tener cierta tolerancia a la
congelacion en tejido muscular de gatos. Presentando viabilidad hasta 3 meses a -5 °C,
pero no sobrevive a -18 °C (Krivokapich y col., 2012). Estos resultados son parciales,
ya que aun no se ha podido clasificar la resistencia y persistencia a bajas temperaturas

de esta especie de Trichinella spp. en distintas especies animales. En este estudio, su
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tolerancia al congelamiento en musculos de ratones sometidos a -18 °C result6 ser baja
ya que las larvas solo sobrevivieron por 48 h a dicha temperatura. Esto sugiere que
posiblemente la capacidad de tolerar la congelacion de T. patagoniensis sea menor en
comparacion a T. nativa y T. britovi (Pozio and Murrell, 2006; Krivokapich y col., 2019).
La especie T. nativa presenta una alta tolerancia a la congelacion, sobre todo en tejidos
de carnivoros, esta especie afecta principalmente carnivoros de la region del artico y
subdrtico (Dick and Belosevic, 1978, Worley y col., 1986; Kapel, 2000). Esta especie ha
logrado sobrevivir hasta 4 afios en tejidos congelados (-18 °C) de zorros articos (Alopex
lagopus) (Kapel y col., 1999), sin embargo, en tejidos musculares de otras especies
animales, como los cerdos, ratones, roedores y jabalies esta capacidad se pierde (Dick
and Belosevic, 1978; Kapel, 2000; Malakauskas and Kapel, 2003). A su vez, T. britovi
tiene la capacidad de sobrevivir a — 20 °C en tejido de carnivoros hasta 6 meses (Pozio
y col. 1989). Un estudio realizado en ovejas por Theodoropoulos y col., 2000,
demostraron que T. spiralis y T pseudospiralis sobrevivieron hasta 4 semanas en tejido
de oveja congeladoa—5°Cy -18 °C.

A su vez, en un estudio realizado por Martinez y col., 2001, se demostré que la proteina
Hsp70 present6 un comportamiento similar en las L1 de T. spiralis, T. nativay T. nelsoni
sometidas a una baja de temperatura, indicando que podrian asi estar las Hsps
(proteinas de choque térmico) involucradas en la resistencia a la congelacion

(Lopienska-Biernat y col., 2020)

8.4. Dindmica de anticuerpos

En lo referente a la cinética de anticuerpos, la totalidad de los jabalies infectados
seroconvirtieron antes de los 29 d.p.i. Resultados similares se encontraron en cerdos y
jabalies inoculados con diferentes especies, tanto domésticas como silvestres de
Trichinella (Kapel and Gamble, 2000; Kapel, 2001). En el primer estudio, todos los
cerdos infectados seroconvirtieron entre la tercera y cuarta semana p.i., al igual que los
jabalies infectados por Kapel, 2001, incluso en los animales en los cuales no se detecto
ninguna LM en los muasculos analizados. La rapida seroconversion observada en los
jabalies inoculados con T. pseudospiralis en nuestra experiencia, no fue vista en
experimentos previamente realizados con jabalies, los cuales presentaron una
seroconversion mas lenta, entre la tercer y décima semana p.i., en comparacion con
otras especies de Trichinella spp. (Kapel, 2001). Kapel y Gamble, 2000, en los cerdos
infectados con T. pseudospiralis también observaron un aumento mas gradual de los
niveles de anticuerpos, los cuales aumentaron desde la tercera semana hasta la semana
15 - 20 p.i.
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Se sabe que la rapidez con la que se produce la seroconversion esta asociada con el
nivel de infeccion, sin embargo, los valores de OD del ELISA no se correlacionan
directamente con la carga larvaria encontrada en el animal cuando ya se produjo la
seroconversién (Bruschi y col., 2019).

A su vez, en los animales infectados con T. patagoniensis en los cuales no se logré
detectar ninguna LM, igualmente se evidencié seroconversion. Esto podria deberse a
una mayor respuesta inmune generada durante la fase intestinal de la enfermedad, sin
embargo, son necesarios mas estudios para aclarar estos aspectos. Se podria
hipotetizar que esta podria llegar a ser una de las causas por las cuales menor cantidad
de larvas se detectan a nivel muscular en esta especie de Trichinella, sin embargo, son
necesarias mayores investigaciones. Santos y col., 2011, también observaron que la
respuesta inmune provocada por T. britovi era mayor que la generada por T. spiralis,
situacion que podria explicar el por qué T. britovi presenté menor cantidad de larvas
musculares enquistadas que en jabalies infectados con T. spiralis. Esta situacion
también se observo en los jabalies infectados con T. pseudospiralis, en los cuales no se
encontraron LM tras 10 semanas p.i., pero sus niveles de anticuerpos si aumentaron
(Kapel, 2001). En cerdos infectados con T. nativa, se evidencidé seroconversion, por mas
gue no se aislaron LM (Nockler y col., 2005), como también en cerdos infectados con
bajas cargas de T. spiralis (Ribicich y col, 2007). Por todos estos resultados, se
evidencia claramente la mayor sensibilidad que presenta la técnica de ELISA, en
comparacion con la técnica de digestién artificial para el diagnéstico de la trichinellosis,
pudiéndose considerar asi a esta técnica seroldgica muy relevante a la hora de realizar
estudios de vigilancia epidemioldgica. Cabe aclarar, que la misma deberia estar luego
acompafiada de una técnica confirmatoria como lo es el Western Blot (Bruschi y col.,
2019).

Los jabalies infectados con T. patagoniensis, incluidos aquellos animales de los cuales
no se recuperaron larvas musculares, demostraron titulos mas elevados de anticuerpos
gue los jabalies inoculados con T. pseudospiralis. Esta diferencia podria deberse a que
T. pseudospiralis es una especie de Trichinella no encapsulada, y, por ende, estimularia
de forma diferente al sistema inmune del huésped, generando asi un titulo de
anticuerpos menor a las especies encapsuladas de Trichinella (Kapel, 2001), sin
embargo, mas estudios serian necesarios para evaluar esta diferencia. Por otro lado,
los animales inoculados con T. patagoniensis tras alcanzar el pico en su dinamica de
anticuerpos, su titulo comenz6 a descender, mientras que los jabalies inoculados con
T. pseudospiralis luego de alcanzar su pico de anticuerpos, mantuvieron en meseta sus

valores hasta el final de la experiencia.
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8.5. PCR en tiempo real

Algunos estudios experimentales realizados en equinos y porcinos han logrado detectar
tempranamente esta enfermedad por medio del empleo de técnicas moleculares (deVos
y col.,, 1988; Perret y col., 1998). En la presente Tesis Doctoral, los resultados
encontrados fueron variables, tanto entre cebadores como entre las especies de
Trichinella analizadas. Una de las posibles razones de esto, se deberia a la variabilidad
gue se genera tras la toma de muestra. La deteccién de una larva recién nacida o un
fragmento de la misma es aleatorio, por lo cual, no necesariamente el resultado negativo
significa un animal sano, sino mas bien que dicha muestra fue negativa. Otros autores
también presentaron detecciones discontinuas de ADN de larvas recién nacidas a lo
largo del periodo ventana (Uparanukraw & Morakote, 1997; Li y col., 2010; Krivokapich,
2012). La capacidad de detectar ADN circulante en gran medida va a depender de la
carga larvaria circulando como también de la cantidad de sangre muestreada para la
extraccion de dicho ADN (Uparanukraw & Morakote, 1997). Debido a esto, esta técnica
tendria mayor utilidad para confirmar esta enfermedad, més que para descartar la
infeccion del animal. En los estudios generados en la presente Tesis, no se encontrd
ADN parasitario en cerdos o jabalies infectados con T. patagoniensis ni con T.
pseudospiralis, en todas las muestras de suero analizadas. Otra posible hipétesis,
podria deberse a la respuesta inmune que haya desencadenado cada animal. En este
estudio, se evidencié una rapida seroconversion, a partir de las dos semanas p.i., lo cual
también podria conllevar a una menor cantidad de LRN migrando generandose asi una
menor chance de deteccidén de las mismas. Al comparar los dos marcadores entre si,
también se evidenciaron claras diferencias en su capacidad de deteccién. El andlisis de
los sueros de T. spiralis en jabalies, sugiere una mayor sensibilidad de detecciéon del
cebador Rep respecto al 18S. El Rep presenta una mayor deteccién en comparacion
con el 18S. Esta situacién fue algo similar a lo ocurrido en otro estudio realizado por
Krivokapich, 2012, en el cual se evidencié que el cebador Rep presentd alrededor de
diez veces mayor sensibilidad en la deteccion, en comparacion con el cebador ITS2,
posiblemente debido al nimero de copias que posee cada marcador. Por este mismo
motivo, se podria inferir que la sensibilidad de deteccion del 18S es menor, lo que
llevaria a la falta de deteccion de ADN de T. pseudospiralis y T. patagoniensis en las
muestras analizadas. El cebador Rep al ser utilizado para detectar ADN de todos los
genotipos de Trichinella demostr6 no lograr detectar ADN circulante en estudios
realizados previamente por Krivokapich (comunicacion personal), incluso Liy col, 2010,
demostraron por Southern Blot, que la secuencia de ADN de T. pseudospiralis se

hibridiza débilmente con cebadores derivados de la secuencia de 1.6 kb de T. spiralis.
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Por esos motivos, en este estudio se utilizo el Rep solamente para detectar ADN de T.
spiralis.

La deteccidén temprana de esta enfermedad fue mas ampliamente estudiada en ratones.
Liy col., 2010, demostraron que la deteccion varié en funcién a la dosis inoculada, en
los ratones con mayor dosis infectiva lograron un rango de deteccion mayor en
comparacion con aquellos con menor dosis infectiva. En aquellos inoculados con 300
LM, lograron detectar ADN circulante entre los 5 a 15 d.p.i., mientras que, en los
inoculados con 20 LM, solo detectaron entre los 5 a 6 d.p.i. Un estudio realizado por
Caballero-Garcia y Cardoso, 2001, lograron detectar ADN de T. spiralis en ratones
inoculados experimentalmente en un mayor rango, ya que se detecté desde los 5 a los
17 d.p.i. utilizando también como cebador al elemento repetitivo 1.6 kb, pero por medio
de una PCR convencional seguida por el uso de sonda Tag. Krivokapich, 2012,
utilizando este mismo cebador Rep, logré detectar ADN de larvas recién nacidas en
ratones infectados experimentalmente con T. spiralis entre los 5 a los 19 d.p.i., logrando
asi detectar un mayor rango de deteccion por utilizando una PCR en tiempo real. En
otro estudio realizado en ratones por Uparanukraw & Morakote, 1997, lograron detectar
ADN parasitario entre los 5 a 14 d.p.i. con solamente uno de los dos cebadores bajo
estudio. Los cebadores procedieron uno del gen P49y el otro de una region del elemento
repetitivo 1.6 kb. Este ultimo fue el que logro detectar ADN del parasito. La posible causa
de esta diferencia en el nivel de deteccién entre cebadores, también se corresponderia
a la diferencia en el nimero de copias, siendo el cebador proveniente del elemento
repetitivo 1.6 kb mucho mayor que el del cebador proveniente del gen P49. A su vez,
dentro de este estudio, se evidenciaron diferencias en la deteccion en funcién al lugar
del cual se extrajo la muestra de sangre, esta diferencia fue observada por primera vez
en este estudio. En aquellos ratones de los cuales las muestras de sangre habian sido
extraidas mediante puncion cardiaca, se logré detectar en todas las fechas (5 a 14
d.p.i.), mientras que de los ratones de los cuales la sangre se extrajo de la cola,
solamente se logré detectar ADN entre los 5 a 7 d.p.i. Sin embargo, un estudio realizado
por Liy col., 2010, en el cual también se tomaron mustras de sangre extraias de la cola
de ratones infectados con T. spiralis, se logré detectar ADN parasitario entre los 5 a 17
d.p.i. en aquellos ratones inoculados con 300 L1. Por otro lado, Robert y col, 1996,
también lograron detectar ADN de T. spiralis circulante en sangre de personas
infectadas, pero con la particularidad que dicho ADN fue detectado ya durante la fase
muscular de la enfermedad (4-6 semanas p.i.). Estas personas se habrian infectado tras
un brote en Paris por el consumo de carne de caballos. En este estudio, se evaluaron a
37 personas, a las cuales no se les habria administrado ningun tratamiento. Del total,

solo dos pacientes resultaron positivos para la PCR, utilizando también el elemento
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repetitivo 1.6 kb especifico de T. spiralis. Se sabe que particularmente las hembras de
Trichinella spp. alojadas en el intestino delgado producen aproximadamente 1500 larvas
en los 5 a 10 dias posteriores a la infeccion, y dicha duracién en el intestino es variable
en funcion a la especie animal, por ejemplo, en ratas y ratones suele ser de 10 a 20
dias, mientras que en humanos puede llegar a extenderse hasta las 4 a 6 semanas p.i.
0 incluso mas tiempo (Campbell, 1983; Wakelin and Denham 1983; Bell, 1998; Li y col,
2010). Un estudio realizado en equinos infectados experimentalmente logré detectar
ADN de larvas recién nacidas desde los 6 hasta los 14 d.p.i. utilizando el elemento
repetitivo 1.6 kb por medio de una PCR convencional (Perret y col., 1998). En dicho
estudio ademas se evidencid una fuerte respuesta inmune intestinal ya que tras una

reinfeccidn no se logré detectar ADN circulante en estos mismos animales.

9. Conclusiénes

Estos resultados permiten evaluar como T. patagoniensis y T. pseudospiralis se

comportaron en las infecciones experimentales de jabalies.

Con respecto a T. patagoniensis, tras los resultados obtenidos se podria sospechar que
los jabalies y los cerdos no serian hospedadores predilectos de esta especie. Por este
motivo, dichos animales no implicarian una importante fuente de infeccién de T.
patagoniensis para el hombre, ya que la fase muscular no siempre ocurre, incluso ante

dosis infectivas altas, como se logré evidenciar en este estudio.

En los jabalies bajo estudio, ninguno presenté singos clinicos de esta enfermedad, a
pesar de haber sido inoculados con altas dosis. Este hecho resalta la importancia del
analisis de cada animal que se va a destinar a consumo humano, con el fin de evitar

brotes de esta enfermedad.

En este estudio se implementaron varias técnicas diagndsticas, donde cada una permitio
evaluar diferentes etapas de la parasitosis en jabalies. Con la utilizacion de la digestion
artificial uno de los aspectos que se busco evidenciar fue si la fase muscular de esta
enfermedad ocurria tras la infeccion con cada una de las especies de Trichinella en
estudio. En la mayoria de los jabalies infectados con T. patagoniensis la fase muscular
no logré evidenciarse, sin embargo, si se desarrolld en los jabalies infectados con T.
pseudospiralis. Al realizar la técnica seroldgica de ELISA, se pudo determinar el
momento en el cual los jabalies comenzaron a desarrollar serologia positiva,

evidenciandose esto por medio de la seroconversion del titulo de anticuerpos. En los
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animales analizados, esto comenzd a ocurrir unas 2 semanas p.i., independientemente
del nivel de infeccion que posteriormente se observaria en la musculatura de cada
animal. Esta técnica, por su mayor sensibilidad logré detectar como positivos a los
animales en los cuales las cargas larvarias en la musculatura eran muy bajas o
negativas. Tras los resultados obtenidos, se podria concluir que esta técnica se puede
utilizar para mapear la circulaciébn de este parasito en diversas regiones del pais,
considerandose, asi como una herramienta fundamental a la hora de realizar estudios
de vigilancia epidemiolégica. Con respecto a la deteccion de ADN parasitario por medio
de una PCR en tiempo real, se logr6 evidenciar su presencia en algunas fechas de
muestreo en los jabalies infectados. Sus resultados aln son variables, por ende, se
hace necesario seguir evaluando la sensibilidad y especificidad de esta técnica, y
considerar el uso de nuevos cebadores para aumentar la deteccion de larvas recién
nacidas de Trichinella spp. en diferentes especies de animales infectados. Sin embargo,
esta técnica puede proponerse como una herramienta valiosa para la deteccion
temprana de LRN de Trichinella en suero, en la carne de cerdo u otros tejidos animales.
La importancia de todas y cada una de estas técincas radica en la prevencién de la

trichinellosis en los seres humanos.

La comparacion de diversos métodos diagndésticos nos permiti6 ahondar en como se
desarrolla esta enfermedad, comenzar a construir nuevas estrategias para tratar de
prevenir esta parasitosis y de esta manera evitar los efectos negativos de esta zoonosis
en la poblacién.

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten sumar aportes y continuar con
las investigaciones, para comprender diversos aspectos sobre esta enfermedad en las
diferentes especies animales que se utilizan para consumo humano y de esta forma

contribuir a la prevencion.
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11. Anhexos

Técnica de digestion artificial

Para esta técnica se utiliza* (Gamble y col., 2000, Rosas y Ribicich, 2012):

Liquido de digestion:
- Acido clorhidrico (0,1 a 1,0%, 15 ml).
- Pepsina (1:10,000 National Standard Formulary strength) (15

9)-
- Agua (1500 ml a 45+£2°C)
* Para digerir 100g de musculo.

Instrumentos:
- Vasos de precipitados.
- Agitador magnético.
- Filtro (de diametro de poro de 180-355 um meshes).
- Ampolla de Squibb.
- Tubo Falcon.
- Balanza.
- Placa de Petri.
- Picadora.

Deteccion temprana de larvas recién nacidas por PCR en tiempo real
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Gréfico 6. Curva de amplificacion de los sueros de jabalies infectados con T. spiralis 7
d.p.i. analizados con el cebador Rep y el 18S por PCRitt, utilizando 1 ul de ADN de

cada muestra.
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Grafico 7. Curva de disociacion de los sueros de jabalies 7 d.p.i. infectados con T.
spiralis analizados con el cebador Rep y 18S por PCRirt, utilizando 1 ul de ADN de

cada muestra.
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Grafico 8. Curva de amplificacion de los sueros de jabalies 7 d.p.i. con T. spiralis
analizados con el cebador 18S por PCRrt, utilizando 5 ul de ADN de cada muestra.
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Gréfico 9. Curva de disociacion de los sueros de jabalies 7 d.p.i. infectados con T.
spiralis analizados con el cebador 18S por PCRitt, utilizando 5 ul de ADN de cada

muestra.
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Pasqualetti M, Ercole M, Bessi C, Rosa A, Ribicich, MM. Dpto. Patologia Animal.
Facultad de Agronomia y Veterinaria. Universidad Nacional de Rio Cuarto.
Noviembre de 2018. Rio Cuarto, Cérdoba. 978-987-688-333-7.

XIV Congreso de Produccién Porcina, IX Congreso de Produccién Porcina del
Mercosur, XX Jornadas de Actualizacién Porcina, “Evaluacién de la ganancia de peso
en jabalies (Sus scrofa) con Trichinellosis, criados en confinamiento total” Acerbo,
M, Miguez, M, Ercole, M, Bessi, C, Pillado, S, Montalvo, F, Ribicich, MM. Cérdoba, 28
al 30 de agosto, 2018.
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VIII Jornadas de Jovenes Investigadores, “Caracterizacién de la infeccién por
especies silvestres de Trichinella en jabalies (Sus scrofa)”. Bessi, C., Pasqualetti,
M.l., Ercole., M., Farifia, F., Ribicich, M.M. Facultad de Ciencias Veterinarias — UBA,
Buenos Aires, 8 de junio de 2018. Resolucion (CD) N° 3434/17.

VIII Jornadas de Jovenes Investigadores, “Estudio de la infeccion experimental por
Trichinellaspp. en jabalies (Sus scrofa)”. Montalvo, F; Pasqualetti, M; Farifia; Ercole,
M; Bessi, C; Pillado, S; Bonboni, A; Ribicich, MM. Facultad de Ciencias Veterinarias —
UBA, Buenos Aires, junio, 2018. Resolucién (CD) N° 3434/17.

Il Congreso Internacional de Zoonosis, IX Congreso Argentino de Zoonosis. "Calidad
en el diagndstico de trichinellosis porcina: disefio de muestras para paneles de
proficiencia. Quality assurance system for trichinella diagnosis in pigs: sample
design for proficiency panels" Pasqualetti, M, Bessi, C, Ercole, M, Farifia, F, Ribicich,
M. Buenos Aires, 5 al 7 de junio, 2018.

Il Congreso Internacional de Zoonosis, IX Congreso Argentino de Zoonosis. "Aspectos
clinicos y recuento de eosindéfilos en jabalies (Sus scrofa) infectados
experimentalmente con tres especies de Trichinella. Clinical aspects and
eosinophils count in wild boars (Sus scrofa) experimentally infected with three

Trichinella species." Fariia Fernando Adrian, Pasqualetti Mariana Inés, Acerbo
Marcelo, Ercole Mariano, Bessi Clara, Aronowicz Tatiana, Ribicich Miriam Mabel.

Buenos Aires, 5 al 7 de junio, 2018.

VIl Jornadas de Jobvenes Investigadores, “Disefio de muestras para su
implementacidon en paneles de pro-eficiencia para el diagnéstico de Trichinellosis

porcina”. Bessi C, Farifia F, Ribicich M, Pasqualetti M. Junio, 2017.

Helminthological Days 2017. “Soil transmitted helminth zoonoses in squares from
Buenos Aires City, Argentina”. Cardillo, N; Loiza, Y; Betti, A; Boboni; A. Bessi, C.;
Farifia, F.; Pasqualetti, M.; Martinez, G. Montalvo, F.; Vera, V.; Ribicich, M. Duchonka,
Slovakia, 8 — 12 de mayo, 2017.

Premios vy distinciones

108



Student Research Award, for the best student research paper”. 15th International
Conference on Trichinellosis. Cluj-Napoca, Rumania, Agosto 2019. Bessi C y col.
“‘Experimental study in wild boars infected with Trichinella patagoniensis, T.

pseudospiralis and T. spiralis”.

Trabajo premiado en tema Salud animal, en la modalidad de Péster. “Evaluacion de
la irradiacién sobre larvas musculares de T. spiralis y T. pseudospiralis en
musculo de jabalies.” Ercole M.; Bessi C. En las XXVII Jornadas de Jovens
Pesquisadores da Associacdo de Universidades Grupo Montevideo - AUGM. Del 23 al
25 de octubre del 2019. En Universidade Federal de Sao Carlos - UFSCar, Brasil.

Asistencia a eventos cientificos (Jornadas, Congresos, Conferencias, etc.)

Asistencia a las Xll Jornadas de Jovenes Investigadores. Organizada por la

Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias. Junio, 2023.

Asistencia a las Xl Jornadas de Jovenes Investigadores. Organizada por la

Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias. Junio, 2022.

Asistencia a las X Jornadas de Jdvenes Investigadores. Organizada por la

Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias. Junio, 2021.

“Jornadas UBATIC+ II”. V Encuentro Anual Internacional de la Red de la
Universidad del Futuro y el Il Encuentro Virtual sobre Tecnologias y Educacién en
el Nivel Superior: Practicas creativas en escenarios extraordinarios, realizadas del
3 al 6 de noviembre de 2020.

“Jornadas de Actualizacién en Inmunoparasitologia Diagndstica de Protozoos
Apicomplexas” Organizadas por el Laboratorio de Inmunoparasitologia (LAINPA)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata el
18 de septiembre de 2019.

Asistencia a la 15 Conferencia Internacional de Trichinellosis. Cluj-Napoca,

Rumania. Agosto, 2019.
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Asistencia a la Actualizacion Profesional 2019, “Enfermedades Parasitarias en
Caninos y Felinos”. Organizada por la Universidad de Buenos Aires, Facultad de

Ciencias Veterinarias. Junio, 2019.

Asistencia a las IX Jornadas de Jovenes Investigadores. Organizada por la
Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias. Junio, 2019.

Asistencia al V Jornadas Interdisciplinarias, Ciclo del Agua en Agroecosistemas.
Organizada por la Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias. 14,
15y 16 de noviembre, 2018.

Asistencia a las VIII Jornadas de Jovenes Investigadores. Organizada por la
Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias. Junio, 2018.
Asistencia al Il Congreso Internacional de Zoonosis, IX Congreso Argentino de
Zoonosis, 2018. Organizado por la Asociacion Argentina de Zoonosis, Buenos Aires, 5
al 7 de junio, 2018.

Estancias y pasantias en Argentinay en el exterior

“Capacitacion en la deteccion molecular mediante PCR en tiempo real de la
infeccion por Trichinella spp. en sueros de Sus scrofa”. En el Servicio de
Parasitologia del INEI ANLIS. Tutor: Dr. Silvio Krivokapich. Desarrollado desde octubre
a diciembre e 2022.

“Introducdo as técnicas de RNAi e CRISPR”. Entrenamiento en biologia molecular de
helmintos, en el laboratorio de Enfermedades Parasitarias de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Federal de Parana, Estado de Parand, Brasil. Tutor: Prof.
Dr Marcelo Beltrdo Molento. Programa de Movilidad Académica Regional, Movilidad

docente. Desde el 18 de febrero hasta el 5 de marzo de 2019.
Extension
Servicio a terceros. Catedra de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias FCV-UBA

Programa de subsidios de extensién universitaria UBANEX - 122 convocatoria. “Entre
todos prevenimos la trichinellosis” Julio 2021- Julio 2022. Directora: Pasqualetti Mariana

|.; Co-director: Farifia Fernando A.

110



Las buenas préacticas de produccién porcina y alimentos seguros en contextos reales

IV. Facultad De Ciencias Veterinarias; Universidad De Buenos Aires, 2022.

XVI Semana Nacional de la Ciencia y Tecnologia. Ministerio de Educacion, Cultura,
Ciencia y Tecnologia. Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Buenos
Aires. Septiembre, 2018.

UBANEX 2017 de FCV. UBA. En el marco de escuelas agropecuarias y productores
porcinos. Las buenas practicas de educacion porcina y alimentos seguros en
contextos reales: promoviendo la salud de la comunidad junto a los productores,

alumnos de nivel medio, universitario y docentes. Res. (CS 6924).

Integrantes de proyecto

Estudios inmunolégicos, moleculares, de susceptibilidad y comportamiento en
potenciales especies hospedadoras del género Trichinella. Universidad de Buenos Aires
Secretaria de Ciencia y Técnica. Programacion Cientifica 2018. Resolucion (CS) No
1041/18. Proyecto Modalidad I. Director: RIBICICH, Miriam Mabel. Codirector: ROSA,
Adriana Beatriz. Unidad Académica: Facultad de Ciencias Veterinarias. Acreditado y
financiado. Codigo 20020170100530BA Funcion: Becario Grado de avance: 75%.

Optimizacion del sistema de deteccion de Trichinella spp. en laboratorios de diagnéstico.
Universidad de Buenos Aires Secretaria de Ciencia y Técnica. Directora: Pasqualetti,
Mariana Inés. Unidad Académica: Facultad de Ciencias Veterinarias. Caédigo:
20020190200396BA. Funcidn: Becario. Vigente. Grado de avance: 75%.

Laboratorios hibridos de ensefianza veterinaria. Proyecto UBATIC. Universidad de

Buenos Aires. Convocatoria 2021-2022. Directora; Mariana Vaccaro.

Evaluacién de métodos de inactivacion de larvas de Trichinella spp en tejidos animales
y escenarios de dispersion del parasito en regiones no evaluadas. Agencia Nacional de
Promocién Cientifica y Tecnologica. Fondo Para la Investigacion Cientifica y
Tecnologica (FONCyT). Proyecto de Investigacion Cientifica y Tecnolégica (PICT) 2018.
Director: Ribicich, Mabel. Acreditado y financiado. Cédigo PICT-2018- 01203. Funcion:

Becario. Vigente, grado de avance: 75%.

Utilizacion de los paneles de pro-eficiencia para la valoracion del diagndstico de

trichinellosis en cerdos domésticos y silvestres. Universidad de Buenos Aires. Directora:
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Pasqualetti, Mariana Inés. Unidad Académica: Facultad de Ciencias Veterinarias.
Caddigo: 20020170200331BA. Becario. Grado de avance: 75%.

Trichinellosis en jabalies. Estudio de la infectividad y el diagnéstico de las especies de
Trichinella encapsuladas y no encapsuladas. Agencia Nacional de Promocién Cientifica
y Tecnolégica. Fondo Para la Investigacién Cientifica y Tecnologica (FONCyT).
Proyecto de Investigacién Cientifica y Tecnologica (PICT) 2015. Director: Ribicich,
Mabel. Acreditado y financiado. Cédigo PICT-2015- 2350. Funcién: Becario. Grado de

avance: finalizado.

Los paneles de pro-eficiencia como herramienta para la acreditacion de laboratorios de
diagnéstico de trichinellosis en animales. Agencia Nacional de Promocion Cientifica y
Tecnologica. Fondo Para la Investigacion Cientifica y Tecnolégica (FONCyT). Proyecto
de Investigacion Cientifica y Tecnolégica (PICT) 2015. Director: Pasqualetti, Mariana
Inés. Acreditado y financiado. Cédigo PICT-2015- 3469. Funcion: Becario. Grado de

avance: finalizado.

Membresias en sociedades cientificas

Miembro de la International Commission on Trichinellosis (ICT). Septiembre de 2019. La
International Commission on Trichinellosis (ICT) es una organizacion internacional de
cientificos interesados en distintos aspectos de Trichinella o de la Trichinellosis. A su
vez, la ICT es miembro de la World Federation of Parasitologists, por medio de la cual
se encuentra afiliada a la International Union of Biological Sciences. En este trabajo, ICT
coopera con organizaciones nacionales e internacionales (por ejemplo, WHO, OIE,
FAO, etc.) quienes estdn interesadas en el control de Trichinella. Website:

http://www.trichinellosis.org/
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