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Resumen

La triquinosis es una zoonosis parasitaria endémica en nuestro pais causada por el
nematodo del género Trichinella spp. Abarca varias especies con diferente distribucion
geografica. El hombre contrae la enfermedad por consumo de carne infectada cruda o mal
cocida de cerdo, presas de caza o salazones de esas materias primas.

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de Trichinella sp. en roedores
capturados en los alrededores de criaderos de cerdos en la provincia de Buenos Aires, a
través del método directo Digestion Artificial Rapida y el método indirecto Western Blot. Se
esperaba encontrar un mayor numero de animales infectados por esta ultima técnica, como
asi también un numero mayor de ratas infectadas en establecimientos familiares que en
comerciales.

Obtuvimos 6 casos positivos por DAR de un total de 331 y 40 muestras de 111 lo fueron a
través de WB. Mediante el analisis estadistico de Fisher comprobamos que existio
diferencia significativa en los resultados positivos obtenidos a través de dichas técnicas.
Detectamos a su vez agrupaciones espaciales de casos positivos, lo cual nos indican tres
zonas de riesgo en nuestra area de estudio. Todas las larvas aisladas fueron
genotipificadas confirmando que eran T. spiralis. Por otra parte, el analisis entre tipos de
establecimiento determiné que no hubo diferencias significativas entre la cantidad de casos
positivos en ambos sistemas de crianza.

Se concluye que la aplicacion de la técnica serolégica Western Blot es importante para la
deteccion del parasito en animales silvestres, la que puede usarse complementariamente
para el estudio de la enfermedad y su epidemiologia. Por otro lado, no existen suficientes
evidencias para afirmar que alguno de los sistemas de crianza de cerdos posea mayor
riesgo de infeccién para sus animales. Es importante seguir profundizando los estudios
para aportar mas evidencias y resultados sobre esta zoonosis de importancia mundial.

Palabras clave
Trichinella sp., Digestion Artificial Rapida, Western Blot, Genotipificacion.
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INTRODUCCION

La triquinosis es una enfermedad zoondtica cosmopolita causada por el parasito nematodo
Trichinella sp. Su distribucion a nivel mundial esta asociada a la gran variedad de especies
que cumplen el rol de hospedadores; se mencionan mas de 100 especies entre mamiferos,
aves y reptiles (Winter, 2018).

En lo que respecta al contagio del hombre, en general la transmision esta relacionada al
consumo de productos porcinos y de animales de caza. La faena y posterior consumo sin
control profesional potencia las probabilidades de que se produzca la infeccion.

La Trichinella fue descubierta en el Reino Unido hace 177 anos durante la autopsia de una
mujer y se la denomind “Trichina spiralis”. Al principio no se le dio mucha relevancia, pero
luego en 1860 un patdlogo demostrd la patogenicidad contra los humanos. A partir de
entonces, el interés por parte de los cientificos aumenté y comenzé a estudiarse con mas
detalle. En 1895, Railliet modific6 el nombre del género nuevamente pasando a
denominarse como se la conoce actualmente, Trichinella spirallis. Este cambio se produjo
debido a la utilizacién del nombre genérico anterior en un insecto diptero.

Durante los afios subsiguientes, se reportaron muchos casos en humanos debido al
consumo de productos porcinos lo cual hizo que cientificos, veterinarios y autoridades de
la salud publica pusieran gran atencion en intentar entender el comportamiento del
nematodo y el rol que cumplian los cerdos en el ciclo de éste. (Pozio, 2013).

En la actualidad, la enfermedad ha despertado un gran interés politico a nivel internacional
por el aumento en los casos denunciados, sobre todo en Asia y Europa del Este, y por las
consecuencias econdmicas que trae (decomiso de mercaderia, cierre de establecimientos,
costos veterinarios).

Existen diferentes entidades, nacionales e internacionales, que buscan estudiar el
comportamiento de Trichinella sp. y lograr generar concientizacion, sobre todo en los
grupos de personas mas vulnerables, para intentar mitigar las consecuencias de las
infecciones de este parasito. Ejemplos de estas organizaciones son la Comision
Internacional para la Triquinosis (ICT), el Instituto Nacional de Tecnologia agropecuaria
(INTA), el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE).

Taxonomia

Trichinella sp. es un parasito perteneciente al Phylum Nematoda, clase Aphasmida, Orden
Enoplida, Superfamilia Trichinelloidea, Familia Trichinellidae.

Dentro del género podemos encontrar una division en funcién de si es encapsulado o no.
Gracias a las técnicas de PCR para la amplificacion de ADN se puede diferenciar con
exactitud la especie minimizando los errores que podria traer diagnosticar por diferencias
bioldgicas o morfoldgicas.

La clase que encapsula lo hace una vez llegado al musculo del hospedador y luego genera
cambios a nivel celular para asegurar su supervivencia (Pozio, 2013). Este tipo de triquinas
parasitan exclusivamente a mamiferos. Se menciona como ejemplo: T. spiralis, T. nativa,
T. britovi, T. murrel, T. nelsoni, T. patagoniensis y tres genotipos, T6, T8 y T9.
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Dentro de la clase que no encapsula distinguimos T. pseudospiralis, que parasita
mamiferos y aves, y T. papuae y T. zimbawensis, que infectan mamiferos y reptiles (Pozio,
2013).

T. spiralis

T nativa
Encapsulado | )

T. britovi

T. murrel

T. nelsoni

Trichinella sp. T. patagoniensis

T6

T8

T9

T. pseudospiralis

Fig. 1 Esquema de las categorias encapsuladas y no encapsuladas dentro del género
Trichinella sp. Elaboracion propia.

En Argentina fueron identificadas T. spiralis, T.patagoniensis, T. pseudospiralis y T. britovi
(Krivokapich, 2006, 2012, 2015, 2019).

Morfologia

Segun lo descripto por Riva (2007), los adultos son blanquecinos vy filiformes y presentan
diferencias en tamafo segun si son hembras o machos, alcanzando los 3-4 mm y 1,4-1,6
mm respectivamente. Viven aproximadamente 4 semanas, aunque su longevidad varia
segun el hospedador. Es caracteristico de la especie el tamafio del eséfago ya que ocupa
un tercio del largo total del helminto (Foreyt, 2013).

C? 1.4-1.6 mm

e R A
= S|
S

i

Fig. 2 Imagen ilustrativa de la morfologia de machos y hembras de Trichinella sp. extraida
de Foreyt (2013).
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Las hembras son monovaricas y viviparas, con capacidad de parir entre 200 y 1500 larvas
en funcion de la especie y el hospedador implicado. Los machos son mondrquidos, no
poseen espiculas y presentan un par de apéndices copuladores conicos en el extremo
posterior del cuerpo.

Las larvas recién nacidas miden 100 yum x 6 yum. Presentan espoldn cefalico, estilete bucal
y un esticosoma, formado por esticocitos (células glandulares) que contienen granulos.
Estos granulos tienen la particularidad de poseer un gran poder antigénico al ser
excretados (Riva, 2007).

Las larvas musculares miden 1 mm x 30 ym pudiendo crecer, una vez formado el quiste,
hasta 900-1280 pym de largo y 35-40 ym de didametro. No poseen estilete bucal y la
composicion de los granulos del esticosoma es diferente a la de las larvas recién nacidas
(Riva, 2007).

Situacién en la argentina

El primer caso reportado en nuestro pais fue en el afio 1898 cuando una familia, que
consumié carne de cerdo en Buenos Aires, presentd sintomas consistentes con
trichinellosis. Analisis posteriores de la carne consumida y de ratas capturadas dentro del
establecimiento de que provenia el producto, confirmaron la presencia de larvas. Dias
después, un hombre murio tras haber sido mal diagnosticado con fiebre tifoidea; se realizo
una necropsia y se encontraron larvas de Trichinella en los musculos. Se logré6 comprobar
a su vez que el hombre habia consumido carne junto con la familia anteriormente
mencionada. A partir de este suceso es que, en 1899, se determind la existencia de una
relacion entre las infecciones en ratas y cerdos con las infecciones en humanos.

La ola de inmigracion europea en Argentina influencid6 a su vez la incidencia de la
trichinellosis. Con el proceso migratorio se introdujeron en nuestro pais nuevos habitos,
entre ellos el consumo de productos de cerdo crudo como salames, otros embutidos y
salazones. Esto resultd notablemente negativo ya que la sumatoria entre el consumo de
estos nuevos alimentos con la condicién de endemia de la infeccidn en los porcinos resulté
en brotes regulares en humanos (Ribicich, 2005).

En la actualidad, la trichinellosis en nuestro pais es una zoonosis endémica y constituye un
evento de notificacién obligatoria, tanto en casos humanos como para brotes en animales,
en funcion de lo establecido en la Resolucion 1715/2007. (SIGSA - Direcciéon de Control de
Gestion y Programas Especiales - Direccién Nacional de Sanidad Animal - SENASA).
Segun una recopilacion de elaboracién propia en base a los datos del Boletin Integrado de
Vigilancia de la Nacion durante el periodo 2008-2018 se diagnosticaron 1496 casos
solamente en la provincia de Buenos Aires, lo que representa el 35% de lo identificado a
nivel nacional.

La aparicion de brotes se atribuye generalmente a cuestiones culturales dentro de la
produccion pecuaria y al consumo de productos carnicos porcinos, sus derivados, como
los chacinados, y en los ultimos afios se han registrados casos en humanos por consumo
de animales de caza, como puma y jabali. La cria familiar o domiciliaria de cerdos, una
alimentacion pobre, generalmente en base a desperdicios, y la ausencia de controles
sanitarios durante toda la cadena hacen posible la mantencién del parasito a nivel
doméstico y en animales de conducta sinantropica. La estadistica de focos registrados en
SENASA evidencia que aproximadamente el 85% de los brotes en humanos se origina por
el consumo (o venta clandestina) de la faena domiciliaria.
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Existen 81 mil establecimientos dedicados a la produccién porcina en nuestro pais,
concentrados en las provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe. Del total de predios,
el 13% son comerciales, habilitados y sujetos a controles oficiales. Segun datos del
SENASA la tasa de infeccion por Trichinella en estos lugares es de 0,1%. Los
establecimientos restantes son de baja escala productiva, registrados como criaderos
familiares y/o de tenencia para la subsistencia. Alli es donde radica la mayor problematica
ya que en general carecen de buena sanidad y acompafiamiento veterinario por lo que
estan mas expuestos a una posible infeccion en sus animales.

En general los pequefios productores tienden a hacer faenas en lugares sin habilitacion y
a producir chacinados caseros o salazones sin el control bromatolégico correspondiente,
que al no tener ningun tipo de coccién podrian tener las larvas infectantes presentes siendo
esta la fuente de infeccion para ellos y para terceros. Se destaca el hecho de que los cerdos
no evidencian sintomatologia clinica y la carne no presenta cambios en sus caracteristicas
organolépticas por lo que no se puede identificar a simple vista que el individuo se
encuentre infectado.

Segun Riva, la emergencia o re emergencia de la ftrichinellosis en nuestro pais,
puntualmente “se asocia a los habitos de consumo de la poblacién, nivel de conocimiento
de la enfermedad, existencia de faena doméstica ilegal sin control profesional, falta de
reporte de los casos diagnosticados, mal diagndstico de los casos y cambios en la
epidemiologia de esta zoonosis”.

Ciclo del parasito

En el medio ambiente

En funcién de los autores consultados, distinguimos tres ciclos que se encuentran
relacionados entre si.
o CICLO DOMESTICO

Este ciclo hace referencia a los patrones de transmision que involucran a los cerdos y
consecuentemente al hombre, por lo tanto, es el de mayor importancia en lo que respecta
a la salud publica.

La infestacion de los porcinos puede producirse por el consumo de restos animales
infectados, alimentacion con basura, residuos carnicos crudos, transmision directa entre
los individuos por mordidas en cola u orejas, conductas canibales y a través del contacto
con animales sinantrépicos, como son las ratas, ratones, zorros, etc. (Pozio, 2001).

Esta via de transmision se asocia con sistemas pecuarios precarios y/o de subsistencia
donde por falta de conocimiento o medios econémicos, no se garantizan las condiciones
de sanidad y nutricién 6ptimas para los animales, ni un control de los vectores de la
enfermedad. Los cerdos buscando compensar carencias nutricionales consumen cualquier
cosa, siendo esta la principal razén por la cual terminan comiendo carnes o carcazas de
animales infectados.

o CICLO SILVESTRE
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Este ciclo es caracteristico del ambiente salvaje, integrando animales con habitos
alimenticios carnivoros, omnivoros, carrofieros o0 que presenten canibalismo. En zonas
templadas, como es el caso de nuestro pais, mencionamos como ejemplos a los jabalies,
zorros, peludos, canidos y félidos, entre otros.

El impacto de las actividades del hombre en el ecosistema puede favorecer o impedir el
ciclo silvestre. Un ejemplo de esta condicion es el tratamiento que los cazadores le dan a
las presas. Si se dispusieran correctamente los restos o carcasas de los animales cazados,
posiblemente infectados, evitando que otros carnivoros o carrofieros accedan a los
mismos, se podria disminuir la prevalencia de la enfermedad (Pozio, 2001).

o CICLO SINANTROPICO

Entrelaza los dos ciclos, doméstico y silvestre, ya que integra los animales que habitan
cerca del ambiente humano. Son principalmente gatos, perros, roedores y animales que
estan ampliando cada vez mas su nicho ecolégico como los zorros (Riva, 2007). La
infeccidén de estos individuos es similar a la del cerdo, pero su papel en la transmisién de

la
A )
Consumo de restos V /% (
infectados.
? / ‘ (@a
Mordedura de colas I |l / ‘

Canibalismo. ( \ L
e =1

Basura, restos
/' de carne,
‘ / carcasas
\ / / Liberacién de/l/
! / las larvas en |
. / ¢l intestino. \
Reproduccion,

|
\ ﬂ / | ‘
Las larvas infectivas pasan ’ |
al sist. circulatorio y s | [ !
n ﬂ depositan en los musculos / / \
|

enfermedad al humano es secundario.
Fig. 3 Ciclo de la Trichinella en el medio ambiente (adaptado de Foreyt, 2013).

En el hospedador

Una vez que el hospedador ingiere la carne contaminada, durante el proceso de digestién
estomacal, se liberan las larvas enquistadas denominadas “L¢ infectantes”. Las mismas
penetran en las paredes del intestino para alojarse temporalmente en las células epiteliales.
Durante las 30 horas posteriores, la larva muda al estadio adulto y se diferencia entre
hembra y macho.

Los individuos adultos copulan dentro de la mucosa del intestino y pueden sobrevivir desde
10 dias hasta varias semanas segun el tipo de hospedador (Foreyt, 2013).
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Los huevos fertilizados se desarrollan dentro del cuerpo de la hembra y son depositados
en las paredes del intestino a los 4 o 7 dias posteriores a la infeccion inicial (Foreyt, 2013).
Una vez que los huevos eclosionan dentro de la hembra, las larvas recién nacidas penetran
la pared intestinal gracias a un estilete bucal y posteriormente entran a sangre o linfa donde
podran distribuirse por todo el cuerpo.

Las larvas migratorias, que a los 17 dias post infeccion adquieren infectividad, tienen
preferencia por los musculos estriados, con débil metabolismo glucidico, debido a que se
nutren selectivamente del glucogeno muscular acumulado (Riva, 2007). Son elegidos
normalmente diafragma, lengua y los musculos maseteros.

Una vez que penetran las fibras musculares por accion de proteasas, generan cambios en
las células a través de productos de excrecion-secrecion larvales que le permitiran la
formacion de una unidad anatémica independiente y especializada denominada célula
nodriza, precursora de la capsula que contendra a la larva infectiva. Esta participa en la
obtencion de nutrientes, en la eliminacién de desechos y en el aislamiento de la larva frente
a la respuesta inmunolégica del hospedador. A partir de los 30 dias post infeccion, se
considera al encapsulamiento como finalizado (Riva, 2007).

Rol de los roedores

En lo que respecta al rol de los roedores, existe una gran discusion sobre si clasificarlos
como “reservorio” de la enfermedad o como “hospedadores accidentales”. Se denomina
“reservorio” a aquellos animales que pueden mantener las larvas de Trichinella en el
ambiente por largos periodos de tiempo, sin nuevas introducciones de la enfermedad por
otros medios. El término “hospedador accidental” hace referencia a especies animales o
restos de cerdo que contienen larvas y que podrian actuar eventualmente como vector,
aunque son incapaces de conservar al parasito en el ambiente durante largos periodos de
tiempo (Stojcevic, 2004).

El debate comenzé durante el siglo XIX con la publicacion de Leuckart (1866) llamada “La
teoria de la Rata” (Rat Theory) en la cual califica a las ratas como el mayor reservorio de
T. spiralis en infecciones sobre cerdos. Otros autores, como Riva, apoyan este planteo y
aclaran que los roedores poseen un rol como reservorio no solo por su participacion ya
conocida dentro del ciclo, sino que también por la “existencia de transmision
transplacentaria en conjuncion con la alta capacidad prolifica de estos animales”.

Por otra parte, en 1871 Zenker sugirié que las infecciones en las ratas son simplemente un
indicador del riesgo a la exposicién con la Trichinella en un area determinada y que la
verdadera fuente de exposicion son los restos de carne y carcasas.

En relacion con esta ultima postura, un estudio posterior, realizado por Stojcevic (2004)
también cataloga a las especies de roedores, como Rattus norvegicus, como hospedador
accidental porque en funcion de sus estudios solo se encontraron ratas positivas para
Trichinella cuando habia casos de cerdos positivos. Este criterio implica que los roedores
se infectan por consecuencia de las malas condiciones de las granjas: “la propagacion de
restos de carne de cerdo en el medio ambiente por los humanos parece ser siempre la
base de la infeccion con T. spiralis en ratas” (Stojcevic, 2004).

Si bien existen diferencias entre si actian como reservorio u hospedadores secundarios,

es una realidad que las ratas poseen una gran participacion dentro del ciclo de transmision
de la triquinosis. Es por esta razon que los programas de desratizacion, controles sanitarios
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y disefios de infraestructura que separen a los roedores de los animales en produccion,
cobran una gran importancia a la hora de programar y disefiar las actividades de un
productor (Pozio, 2007).

En la region pampeana de nuestro pais, un estudio realizado bajo la direccion del Dr.
Regino Cavia en el marco del proyecto “Estudios sobre la ecologia de roedores y su rol
como hospedadores en sistemas de produccién intensiva de bovinos lecheros y porcinos
en el centro de la regibn Pampeana” reveld la presencia de roedores y marsupiales
infectados por T. spiralis en criaderos de cerdos y tambos de la provincia de Buenos Aires,
encontrandose una prevalencia del 3% en R. norvegicus (Lovera et al., 2017; Castano
Zubieta et al., 2014).

La enfermedad en humanos y en cerdos

En humanos, la triquinosis es una enfermedad aguda y crénica cuya Unica via de contagio
es mediante el consumo de carne infectada cruda o mal cocida. Todas las especies
encapsuladas son altamente patogénicas para el hombre, siendo T. spiralis la mas
importante por tener una mayor produccién de larvas por hembra (Foreyt, 2013).

La presentacion clinica de la enfermedad varia segun la cantidad de larvas infectivas
consumidas, el tipo de Trichinella involucrado y factores individuales del hospedador, como
edad, sexo y situacion inmunolégica. Generalmente, los sintomas aparecen entre la
primera y la sexta semana post infeccion y se reconocen tres etapas dentro de la misma:
fase intestinal, migracion o fase de invasion de la mucosa, y la fase parental o de
convalecencia (Foreyt, 2013).

Durante la fase intestinal, los sintomas son diarrea, nauseas, dolor abdominal y vomitos.
Esto es debido al movimiento de las larvas dentro del epitelio intestinal. Muchas veces se
mal diagnostica a los pacientes en esta etapa ya que la sintomatologia presentada coindice
con otras enfermedades gastrointestinales como podrian ser intoxicacion por consumo de
alimentos en mal estado o trastornos intestinales.

La segunda fase involucra el ingreso de las larvas al sistema circulatorio y su posterior
migracion a través de tejidos. Las consecuencias de ese movimiento son edemas, por el
dafio en el tejido circulatorio, problemas para caminar, dolor al respirar y dificultades para
masticar o tragar. La razon de esta sintomatologia es que las larvas tienen preferencia por
los musculos del masetero, de la lengua, diafragma, laringe e intercostales ya que son
tejidos de alta actividad y con bajas tasas de produccion de glucogeno. En casos muy
severos, las larvas pueden invadir tejido cardiaco y neural siendo estos casos los que
pueden tener como desenlace la muerte del paciente.

La ultima etapa, la fase parental o de convalecencia, implica que las hembras adultas dejan
de producir larvas y que finaliza el enquistamiento de las que ya se encontraban en
circulaciéon. En general los sintomas se reducen, aunque algunos pacientes pueden
continuar con pérdidas de peso o decaimiento general.

En lo que respecta al tratamiento de la enfermedad, no existen medicamentos o
procedimientos especificos. Se busca aliviar la sintomatologia de los pacientes
recomendandose la aplicacion de antihelminticos y glucocorticoides (Dupouy-Camet et al.,
2007).

Los cerdos si bien son los hospedadores habituales de la Trichinella, raramente muestran
sintomas por lo que no se recomienda la eleccion del analisis clinico como método de
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diagnéstico para la especie (Ribicich 1999). Por este motivo es que los analisis
inmunoldgicos y las digestiones post mortem cobran importancia. Sin embargo, a pesar de
la falta de evidencia clinica durante el proceso infectivo, la ganancia de peso (factor clave
en la produccion porcina) si se ve afectada a partir del dia 40 post infeccidon segun un
estudio realizado por la Dra. Ribicich (1999) en el que se compar6 la evoluciéon del
crecimiento en animales infectados contra un grupo control sin infectar. Los resultados de
su estudio indicaron que los cerdos infectados redujeron entre un 20% y 40% su
crecimiento, mientras que los individuos del grupo control mostraron la tipica curva de
crecimiento esperado para la especie.

Diagnéstico en medicina veterinaria

El diagndstico puede realizarse mediante técnicas directas o indirectas. Las directas
consisten en la identificacién y visualizacién de las larvas infectivas enquistadas o libres en
musculo estriado (Nockler, 2007). Estas evaluaciones se realizan post mortem y es
importante elegir los tejidos de predileccidn de las larvas. La triquinoscopia por compresion
y la digestion artificial son las metodologias empleadas dentro de esta categoria.

La triquinoscopia se encuentra en desuso por su baja sensibilidad (3 LPG en sitios de
predileccién) y por el tiempo que implica su realizacion. Consiste en tomar pequefias
laminas de tejido y colocarlas entre dos soportes de vidrio, procurando que queden lo mas
traslucido posible para luego observar bajo microscopio la presencia de larvas.

Fig. 4 Vista de una triquinoscopia al microscopio (10X) de tejido muscular con larvas
enquistadas.

La Digestion Artificial Rapida (DAR), de mayor sensibilidad (1 LPG para 5 g de muestra),
consiste en la liberacion in vitro de las larvas enquistadas en las muestras de musculo.
Esta técnica permite la deteccion temprana de las infecciones, desde 17 dias post
infeccién. El Servicio Nacional de Sanidad Agroalimentaria (SENASA) aprueba unicamente
este método para el diagndstico en plantas de faena para el posterior envio a consumo.

Sin embargo, en animales silvestres pequefos presenta ciertas limitaciones dado que su
sensibilidad disminuye con muestras de pequefio tamano, con cargas parasitarias bajas y
es funcién, ademas, del tipo de musculo disponible. En animales pequenos, como los
roedores, el uso de pooles de muestras imposibilita el diagndstico individual, por lo que la
digestiéon artificial debe realizarse para cada individuo separadamente resultando un
proceso lento. Esta es una de las limitaciones que nos hemos encontrado en los estudios
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sobre el papel de los roedores y otros animales silvestres en el ciclo de transmision de
Trichinella spiralis (Lovera et al., 2017; Montes de Oca et al., 2018).

Por otro lado, las técnicas de diagndstico indirectas se basan en la deteccion de la
infeccidn, ante o post mortem, demostrando la circulacion de anticuerpos especificos en el
hospedador. Se destacan las técnicas serolégicas de ELISA y Western Blot.

El ensayo inmuno-enzimatico “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” o test de ELISA se
basa en el uso de antigenos especificos del parasito y anticuerpos secundarios marcados
con una enzima. Los conjugados resultantes tendran por consiguiente actividad tanto
inmunolégica como enzimatica por lo que a través de un proceso de revelado especifico
producira un color observable a simple vista y cuantificable por un lector de densidad 6ptica
(Ruiz, 2007).

La técnica de ELISA tiene como caracteristicas principales ser de alta sensibilidad,
especificidad, rapidez, y economia. Producto de su sensibilidad, permite identificar
animales positivos con infecciones bajas de 0,01 larvas por gramo de musculo (Ruiz, 2007).

En caso de obtener un ELISA positivo se debe confirmar el resultado mediante la técnica
de Western Blot. Dicha técnica posibilita la identificacion de bandas polipeptidicas
especificas localizadas entre 42 a 60 KDa en membranas de nitrocelulosa.

La realizacion de pruebas serolégicas posibilita la identificacién de la enfermedad en
sueros de animales aun en pie, por lo que resulta sumamente util en programas de control
en establecimientos. A su vez, representa una herramienta muy util en estudios
epidemiolégicos de animales silvestres.

La metodologia indirecta, recomendada y utilizada para la deteccion de diversos patdégenos
de importancia veterinaria, permitira también diagnosticar en forma indirecta la presencia
de la infeccidn en roedores silvestres haciendo mas eficiente el estudio del estado de la
infeccion en explotaciones porcinas, a partir de la infestacién en la fauna circundante.

Existe otra herramienta, una vez aislada la larva infectante, que es el diagnéstico molecular.
Dicho analisis nos permite categorizar a nivel de especie o genotipo dicha larva; para esto
se realiza el procedimiento de reaccion en cadena de polimerasa Nested-Multiplex PCR
(Zarlenga et al., 1999) que detecta ADN del parasito con una sensibilidad de 0,001 LPG.

Tabla 1: Resumen de la sensibilidad de los diferentes métodos diagnosticos.

Técnica de diagnéstico Sensibilidad de la técnica

(tamano de muestra)

Triquinoscopia (1 g / animal) Mayor a 3 larvas / g de musculo
Digestion Enzimatica (5 g / animal) Menor a 0,1 larva / g de musculo
Test de ELISA (suero) Menor a 0,01 larva / g de musculo

Medidas de control en cria de cerdos
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A nivel general se consideran cinco puntos principales recomendados por la Comision
Internacional de Trichinellosis a tener en cuenta a la hora de evaluar un establecimiento
porcino (Gambel et al., 2007):

1. Construccion e instalaciones: la idea es que las construcciones se encuentren
disefadas para que los animales estén alejados de los roedores. El beneficio a su vez es
aislar de otros factores externos que tienen incidencia en los resultados productivos, como
son los cambios bruscos de temperatura, humedad y corrientes de aire, ya que los cerdos
poseen altos requerimientos ambientales. El control de roedores en estos casos se debe
realizar controlando las posibles vias de ingreso como son ventilaciones, rejillas, aberturas,
etc.

Otro factor a tener en cuenta es el control perimetral del galpdn o sitio donde se encuentran
los animales, intentando eliminar posibles madrigueras o aislar lugares donde puedan
habitar roedores, ya sea como basurales, composteras para cadaveres y otros residuos,
etc.

2. Alimentacién: tener un control sobre los silos, las fuentes de procedencia del
alimento o en situaciones donde se den desperdicios a los animales, procurar la realizacion
de un tratamiento térmico apropiado para eliminar posibles focos de infeccion.

3. Control de roedores: mantener registro de la frecuencia del control de roedores.
Realizar recorridas para identificar sefiales como grasitud en paredes, excrementos, etc.,
que indiquen la presencia de estos individuos.

4. Higiene del establecimiento: en este punto se integra el manejo de los cadaveres y
asegurarse que no haya basurales a un radio de 2 km de la granja.

5. Animales nuevos: controlar procedencia, hacer analisis serologicos, respetar los
periodos de cuarentena y mantener registros individuales.

Lamentablemente el problema principal es que las medidas anteriormente descriptas rara
vez se cumplen en producciones de pequefa escala, por falta de recursos ya sea
econdmicos como educacionales. Por este motivo es que las principales acciones que se
buscan tomar son en primer lugar generar conciencia y en segundo lugar poder empoderar
a los pequefos productores dandoles herramientas basicas, adaptadas a su tipo de
sistema, para poder evitar la perpetuacion del ciclo del parasito.

El SENASA, mediante la resolucién 555/2006, establecidé una serie de medidas para el
control de la triquinosis con el objetivo de proteger y aumentar la salud humana y la sanidad
animal. En dicha resolucion se aprueba el “Programa de control y erradicacion de la
triquinosis porcina en la Republica Argentina”.

El programa tiene como objetivo poder brindarle al productor lineamientos basicos sobre
manejo de factores como alimentacion e infraestructura de los establecimientos,
generacion de conciencia en lo que respecta a la transmision de la enfermedad y sus
consecuencias, regular y desalentar las faenas clandestinas, promover el acompafamiento
veterinario y la realizacion de procesos diagnésticos.

El plan se ejecuta desde el estado a nivel nacional, gubernamental y a nivel de los partidos.
El objetivo es lograr una interaccién entra la poblacidn, asociaciones dentro de la industria
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y los organismos estatales para poder trabajar integrando todos los eslabones de la
cadena.

Por lo tanto, los aportes que se puedan realizar desde este proyecto podran ser aplicados
en aspectos de la sanidad animal, ya que se espera contribuir con el conocimiento de esta
patologia y colaborar en el establecimiento de programas de control y erradicacion de esta
enfermedad en nuestro pais.
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HIPOTESIS

Actualmente, el diagndstico de triquinosis en cerdos se realiza mediante la técnica de
digestién artificial (DAR). La misma se utiliza también para el diagndstico de otros animales
domeésticos y silvestres. Sin embargo, esta técnica presenta ciertas limitaciones para
tamanos de muestras pequenos y la deteccion individual del parasito con volumenes de
muestras grandes se vuelve muy lenta.

Es por eso que en este trabajo aplicamos también la técnica serologica de Western Blot
(WB) para detectar en forma indirecta la presencia de la infeccion en ratas silvestres,
esperando encontrar un mayor numero de animales infectados por esta técnica que por
DAR, como asi también encontrar un numero mayor de ratas infectadas en
establecimientos familiares que en establecimientos comerciales debido a las técnicas de
manejo empleadas.

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es determinar la presencia de Trichinella sp. en roedores
capturados en los alrededores de criaderos de cerdos en la provincia de Buenos Aires, a
través del método directo Digestion Artificial Rapida y el método indirecto Western Blot.
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METODOS Y MATERIALES

Obtencion de las muestras

Se utilizaron 347 muestras totales, 95 fueron analizadas por las técnicas de Digestion
Artificial Rapida (DAR) y Western Blot. Por otra parte, 236 solo por DAR y 16 solamente
por WB. Esto nos da un total de 331 muestras analizadas por digestién y 111 por WB. Los
muestreos fueron realizados por el Dr. Regino Cavia y su equipo del Laboratorio de
Ecologia de Poblaciones, Departamento. de Ecologia, Genética y Evolucion (FCEN - UBA),
entre los anos 2010 y 2018, en las localidades de San Andrés de Giles, Gral. Las Heras,
Marcos Paz, Lujan, Exaltacion de la Cruz y Gral. Rodriguez, como se muestra en la figura
a continuacion.

Referencias

Il Excltacion de la Cruz
[ Gral. Las Heras

I Gral. Rodriguez

[ Lujén

I Marcos Paz

[] San Andrés de Giles
[ Prov. de Bs. As.

Fig. 5 Mapa de la provincia de Buenos Aires con las localidades implicadas en el muestreo
resaltadas. Elaborado con el programa QGIS 2.18.13

Se realizaron cuatro muestreos por afio utilizando trampas de captura viva tipo jaula (12,5
x 12,5 x 40 cm) y tipo Sherman (8 x 9 x 23 cm). Los cebos utilizados fueron, en el primer
caso, avena, grasa bovina y manteca de mani, y en el segundo caso, un trozo de carne o
grasa vacuna y zanahoria. Las jaulas fueron ubicadas en puntos estratégicos de los
establecimientos como construcciones humanas, galpones de cria o de almacenamiento
de alimentos, durante tres noches consecutivas.

En cada lugar se dispusieron de dos a tres transectos de trampeo, de 50 o 100 metros

cada una, en funcion de la extensién del ambiente donde se colocaron. Ambos tipos de
trampa fueron ubicados cada 5 metros y en forma alternada.
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Los ejemplares capturados fueron determinados especificamente, medidos, sexados y se
asento registro de la fecha y localizacion de la captura. La manipulacion de estos se realizé
de acuerdo con lo establecido en la Ley Nacional 14346 que describe qué tipo de actos
son considerados como crueles o de maltrato para con los animales.

Una vez capturados, los individuos fueron anestesiados y sacrificados por dislocacién
cervical, en el caso de los roedores. Los animales de otras especies capturadas se
sacrificaron con una sobredosis de anestesia quirurgica Ketamina-Acedan via
intramuscular. En todos los casos se extrajo muestras de musculo, con preferencia de
diafragma, musculos intercostales y lengua, y suero que se utilizaron en los analisis
posteriores. En ciertos casos la muestra que se extrajo de musculo fue insuficiente por lo
que no se realizé Digestidn Artificial en esas situaciones.

Las muestras obtenidas fueron conservadas a 4 °C durante la realizacion del muestreo y
luego almacenadas a -20 °C hasta su procesamiento.

En lo que respecta al manejo de residuos biolégicos, se embolsaron en doble bolsa roja,
ajustada por un precinto de seguridad y descartados en FCEN - UBA segun indicaciones
de la Secretaria de Higiene y Seguridad de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
UBA.

Se aclara que todo el material que fue utilizado recibié un tratamiento de desinfeccidn con
agentes neutralizantes y que los investigadores que manipularon los individuos utilizaron
la vestimenta de seguridad apropiada para evitar el contacto con aerosoles o secreciones
de los roedores como es descripto por Gémez Villafafie (2005) en la Guia de roedores de
la provincia de Buenos Aires.

Diagnéstico directo de triquinosis por la técnica de digestion enzimatica
artificial (DAR)

La aplicacion de la técnica de digestion enzimatica artificial se realizé en funcion de lo
establecido en la Resolucion N° 740/99. La misma detalla la técnica de diagndstico para la
Trichinella spiralis en carnes porcinas para consumo, y los requisitos con respecto a la
forma de muestreo exigidos por el SENASA.

Para la realizacién de la técnica de digestion se realiz6 en primer lugar un
acondicionamiento de las muestras, triturandolas con tijera y pinza (Fig.6 A). Las mismas
fueron pesadas en balanza y colocadas en un vaso de precipitado. Se trabaj6é con muestras
con pesos entre 5y 7 g.

En funcién de lo establecido en la resolucién de SENASA se utilizd una relacién de muestra
de tejido muscular-liquido de digestion de 1:15. El liquido de digestién esta compuesto por
agua destilada, 1% de pepsina (PROQVIT®) 1:10000 NF y 1% de &cido clorhidrico fumante
(EMSURE?®) 37%. A modo de ejemplo se presenta el siguiente caso de cdmo se calculd la
cantidad y proporciones de liquido:

Ejemplo

Si la proporcién de tejido muscular / liquido de digestion es de 1:15, para una muestra de
20 g:

20 g x 15 =[300 ml———— > Volumen de liquido de digestién
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100% —» 300 ml
1% ———» x =3 ml HCI 37% fumante / 3 g de pepsina 1:10000

Finalizados los calculos, se pes6 en balanza la cantidad de pepsina requerida y se la
espolvoreo sobre la carne (Fig. 6 B). Luego, se agrego en el vaso de precipitado el agua
destilada a una temperatura de entre 44 °C y 46 °C y el acido clorhidrico fumante 37%. Se
aclara que, por protocolos de seguridad, el manejo del acido siempre debe realizarse bajo
campana para evitar el contacto directo con los vapores que emana el mismo. A modo de
control, se midi6 el pH, el cual debe estar comprendido entre 1,5y 2.

Fig. 6 A) (izquierda) Acondicionamiento de las muestras mediante trituracion mecanica. //
B) (derecha) Espolvoreado de la pepsina (PROQVIT) 1:10000 sobre la muestra.

Como paso final de la preparacion de las muestras, se colocoé una barra magnética en el
vaso de precipitado y se cubrié con una hoja de aluminio.

Para dar inicio al proceso de digestidon, que lleva 45 minutos aproximadamente, se colocé
el vaso de precipitado en una placa térmica con agitador magnético. Mientras se llevé a
cabo este paso, se aseguré que las muestras permanecieran en todo momento a una
temperatura de entre 44 °C y 46 °C hasta la digestion completa de la muestra, y que el
liquido girara a una velocidad adecuada que permita la formacién de un remolino central,
sin provocarse salpicaduras.

Fig. 7 Proceso de digestion propiamente dicho.
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Finalizado el tiempo de digestién completa de la muestra, el liquido se vertié a una ampolla
de decantacion a través de un tamiz, de 170 micras, y embudo. Se dejo reposar durante
un minimo de 45 minutos (Fig. 8). El objetivo de este paso es poder recolectar los
sedimentos del proceso de digestion que se espera cuenten con las larvas, que debido a
su peso especifico también decantaran.

Fig. 8 Liquido de digestion decantando en ampolla.

Seguidamente, se tom6 una muestra de 50 ml de liquido de digestion en un tubo graduado.
Este volumen extraido representa los sedimentos que han decantado y donde se espera
estén las larvas. Se volvio a dejar decantar por 20 minutos para permitir que las posibles
larvas presentes en la muestra precipiten.

Concluido ese tiempo, mediante una bomba de vacio se extrajo el liquido sobrenadante
hasta alcanzar un volumen de 10 ml (Fig.9). En caso de que el liquido resultante hubiese
requerido de una clarificacion, se agrega al tubo agua destilada hasta alcanzar nuevamente
el volumen de 50 ml, se deja decantar por otros 15 a 20 minutos y luego se realiza la
extraccién con la bomba otra vez. Este proceso puede repetirse hasta que la solucion este
lo suficientemente clarificada.

Fig. 9 Extraccion del liquido sobrenadante para obtener un volumen de 10 ml de muestra.

Una vez obtenidos los 10 ml de muestra, se colocé la solucidon en una camara cuenta larvas
de 6 cm x 3,6 cm y se realizd la lectura de esta como puede verse en la Fig. 10. La camara
esta dividida en cuadrados de 3 mm x 3 mm para facilitar el recuento final. El resultado se
expresa en larvas/gramo (Ipg).
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Fig. 10 Vertido del liquido de muestra en la camara y posterior lectura en microscopio.

Cultivo de larvas del estadio 1 de T. spiralis y produccién de antigeno
secretor (E/S)

Las larvas utilizadas para la obtencion de antigeno E/S a utilizarse en las pruebas
serologicas, fueron obtenidas mediante la técnica de Digestion Artificial descripta en la
seccion anterior.

Fig. 11 vista de larvas obtenidas mediante la técnica DAR en microscopio 6ptico a 40X de
aumento.

Una vez obtenidas las larvas se procedié a comenzar el proceso de lavaje, para lo cual se
colocaron las mismas en tubos conicos con 40 ml de Buffer Fosfato Salino (PBS) con
antibiotico. A continuacion, se las dejo reposar 20 min hasta la total decantacion y se
descart6 el sobrenadante. Este proceso se repitié dos veces.
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Finalizado este paso, las larvas fueron resuspendidas en 50 ml de medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) y se cuantificaron utilizando un microscopio
con aumento 10X, realizando una diluciéon 1/100 de la suspension anterior.

Luego, las larvas se llevaron a una concentracion final de 5000 L1/ml en medio de cultivo
y se sembraron 25 ml de esta suspension en frascos de cultivo de 75 ml. Se procedio
entonces a colocarlos en estufa a 37 °C, con atmdsfera de 10% de CO,, durante 18-20 h.
Durante este periodo de tiempo se ha determinado que la concentracion de antigenos
excreto-secretores es mayor.

Una vez que pasaron las 18-20 hs se realizé la decantacion del cultivo y se extrajo el
sobrenadante, que fue concentrado. Para realizar este ultimo paso, se empled un proceso
de filtracion bajo presion discontinua a través de una bomba peristaltica y un cassette
(Pellicon XL Dvices) para filtracion tangencial con membrana 10.000 Da. El sistema consta
de una entrada, donde ingresa el liquido a filtrar, y dos salidas: una para el liquido filtrado
(permeado empobrecido) y otra para el concentrado (retenido empobrecido). El volumen
final del concentrado fue filtrado con filtros Millipore de 0,22 ym y se lo fraccion6 en
crioviales. De alli se obtuvieron las proteinas que luego se usaron en la técnica de Western
Blot, descripta a continuacion.

La cuantificacion de la concentracién se realizé a través del método de Bradford, utilizando
una curva de un estandar proteico de albumina bovina (BSA) y teniendo en cuenta las
indicaciones del fabricante del reactivo. EI mismo consistié en hacer mediciones de las
muestras a analizar y una muestra blanco en un espectrofotdmetro, el cual arrojo los
resultados de las concentraciones en pg/ml.

Para la lectura en el espectrofotémetro, se utilizaron las siguientes cantidades de reactivos:

o Muestra problema: 20 pl de muestra + 400 pl de reactivo de Braford (SIGMA®)
(Brillant Blue G en acido fosforico y metanol) + 90 pl de medio DMEM.

o Muestra control: 400 ul de reactivo de Braford + 100 yl de medio DMEM

Se aclara que las larvas infectivas obtenidas en el proceso de DAR se utilizaron también
para infectar a los ratones que dispone el laboratorio, con el objetivo de mantener el ciclo
y mantener la cepa. El laboratorio cuenta con el aval n° 03/2016 del Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE-INTA CICVyA) para
mantener los animales en un bioterio dentro del predio de INTA Castelar.

Diagnéstico indirecto de triquinosis por la técnica de Western Blot

La técnica de Western Blot consiste en que diferentes componentes proteicos, separados
a través de electroforesis, sean transferidos de un gel a un soporte y luego sean probados
con reactivos que son especificos para determinadas secuencias de aminoacidos
(Sambrook, 2001). Segun el mismo autor, es un método sumamente Util en lo que respecta
a la identificacion y cuantificacion proteinas especificas que se encuentran en mezclas
complejas.

En lo que respecta a la relacion con el diagndstico de la trichinellosis, el Western Blot
permite detectar anticuerpos especificos contra Trichinella sp. y permite discriminar entre
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casos con esta enfermedad de los que padecen otras infecciones ocasionadas por
helmintos (Yang et al., 2016).

1) PREPARACION DEL ANTIGENO

La muestra se diluyd con Buffer 4X de BioRad (Laemmli Sample Buffer), en proporcion 1:4
(1 parte de buffer, 4 de muestra). A continuacién, se dejé hervir durante 3 minutos y luego
se procedio a sembrarlo en el gel cuya preparacion se explica en el punto 4.2.

2) SDS-PAGE

En primer lugar, se limpi6 con alcohol 70% los vidrios que conforman el soporte del gel de
acrilamida procurando que no quedaran residuos o grasitud que podrian interferir con la
polomerizacion del gel y consecuentemente con la corrida electroforética. A continuacion,
se los colocé en la estructura como se muestra en la Fig.12.

Fig. 12 Estructura de soporte para los marcos donde se armo el gel de acrilamida.

Para comprobar que la estructura no tenga pérdidas significativas, o sea, que el volumen
del gel no descienda, se llend el vidrio con agua destilada y se control6 durante unos
minutos si bajaba el nivel. Terminada esta prueba se vacio el vidrio sin desarmar la
estructura.

En segundo lugar, se prepararon los geles de acrilamida: se distingue entre un gel de base
(“running”) y otro superior (“stacking”). Se tomaron en cuenta las siguientes proporciones
en funcion de la cantidad de geles que se desearan preparar:

Tablas 2 y 3: proporciones utilizadas para la preparacién de los geles de concentracion y
corrida respectivamente, del antigeno E/S.

Tabla 2 Tabla 3
Running 12%

1 gel | 2 geles
Agua destilada | 1,6 ml | 3,3 ml
30% Acri/ bis
(29:1) BioRag® | 2™ | 4ml
Tris HCI 1.5 M
oH 8.8 1,3ml | 2,5ml
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SDS 10% 50 ul | 100 pl Stacking
1 gel 2 geles
APS 50l | 100 Agua destilada 0,68 ml 1,4 ml
TEMED 2 ul 4 pl 30% Acri/ bis
- = 1| {2et1) BioRage | 017l | 033 mi
gﬂ'SGHSC' 1SM 03 mi | 0,25m
SDS 10% 10 pl 20
APS 10 pl 20 ul
TEMED 1l 2 ul

Se prepard en primera instancia el gel de base en funcion de las proporciones descriptas
anteriormente en la tabla 1 y con una pipeta se colocaron aproximadamente 1000 ul hasta
que se completdé 1 cm por debajo la linea del peine. Para asegurar que no quedaran
burbujas, que podrian haber afectado la siembra de antigeno y su posterior corrida, se llend
con agua destilada hasta el tope del marco para poder eliminarlas. Se dejo solidificar
durante 30 min en una superficie nivelada.

Una vez que el gel base solidifico, se elimind el agua excedente, se agregd el gel superior
o “stacking” y se colocé el peine que divide la zona de siembra del patron de peso molecular
conocido, y la del antigeno. Se dejo solidificar por 10-15 minutos aproximadamente.

Finalizado la realizacion del gel de soporte se procedié a dar comienzo a la siembray a la
corrida electroforética. Para este proceso se colocd en una cubeta de corrida, la estructura
en su correspondiente soporte y se llend con buffer de corrida (25 mM Tris, 250 mM Glicina
y 0,1 % SDS) en el compartimento externo e interno. Con mucho cuidado se retir6 el peine
y se procedié a sembrar en el espacio mas grande 50 pg de la muestra de antigeno, que
fue acondicionado como se describié anteriormente, y en el espacio mas pequefio se
agrego 10 pl del patrén o marcador de peso molecular de proteinas (MWM) (Thermo
Scientific®) (PageRuler Prestained Protein Ladder), de 10 kDa - 170 kDa. Se conectd la
fuente de poder y se programé una corrida de 120 min a 100 volts.

Una vez terminada la corrida, con mucha precaucién se retir6 el gel de los vidrios soporte
y se lo dejo en un recipiente con buffer de transferencia (24 mM Tris Base, 192 mM Glicina,
20% Metanol) para evitar que se seque y se equilibre en el nuevo buffer.

3) TRANSFERENCIA ELECTROFORETICA

Para la transferencia electroforética se prepararon en primer lugar las membranas de
nitrocelulosa (BioRad® Trans Blot Transfer Medium) (poro 0,2 um). Dichas membranas se
recortaron en rectangulos de 7,5 cm x 10 cm, coincidentes con el tamafo del gel, y se
dejaron reservadas en un recipiente con buffer de transferencia por algunos minutos. A su
vez, se dejo humedeciendo en otro contenedor el papel secante y almohadillas de soporte
(esponjas) que forman parte de la estructura que participa en la corrida.
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En la siguiente figura se pueden ver los elementos que conforman la estructura para la
corrida.

Fig. 13 A) Refrigerante. B) Cuba de corrida. C) Médulo central con electrodos (Trans-Blot
Central Core). D) Contenedor del gel (Gel Holder Cassette).

En funcion de las recomendaciones del fabricante (BioRad®), se preparé el contenedor del
gel en el siguiente orden: polo negativo (lado negro), almohadilla de soporte (esponja),
papel secante, gel, membrana de nitrocelulosa hidratada, papel secante, almohadilla de
soporte y finalmente el polo positivo (lado transparente).

Se tomo la precauciéon de asegurarse que no quedaran burbujas entre la membrana y el
gel que pudieran interferir con el resultado de la transferencia.

Los soportes listos fueron encastrados en la estructura del médulo central y el mismo fue
colocado en la cuba de corrida. Se coloco a su vez un refrigerante y se llenaron los espacios
de la cubeta con buffer de transferencia. La fuente de energia se colocé a 70 volts durante
120 min.

Finalizado ese tiempo, se retir6 la membrana y se la reservo para el siguiente paso. El gel
fue descartado.

4) BLOQUEO Y ADICION DE MUESTRAS

La membrana ya transferida se dejé incubando con PBS-Tween Leche (leche en polvo
descremada al 8% en PBS-Tween) 5 horas, en agitacion, a 20 °C.
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Finalizado el tiempo de bloqueo, se realizaron tres enjuagues con PBS-Tween (500 ml de
PBS y 1 ml de Tween de la marca Promega®) y se dividié la membrana en diferentes
bandas las cuales fueron colocadas en cubetas separadas. A cada tira de membrana se la
identificé numéricamente y se le colocaron los sueros a analizar diluidos 1/100 en PBS-
Tween Leche. Se las dejo durante toda la noche en incubacion a 4 °C con agitacion.

Una vez pasado ese tiempo, se lavo individualmente las tiras con PBS Tween 5 veces, en
intervalos de 5 a 10 minutos con agitacion. Concluido este proceso, se agregé el conjugado
anti rata o anti ratén segun corresponda en una diluciéon 1/1000 en PBS Tween Leche y se
incubd 1 h a 37 °C en agitacién. Luego se realizaron lavados 5 veces con PBS Tween y
seguidamente se procedio al revelado.

5) REVELADO

Se utilizo el kit AEC CHROMOGEN de la empresa SIGMA®. Las bandas fueron colocadas
en recipientes y se les agrego las soluciones provistas por el kit. Se dejaron unos minutos
en agitacion hasta que se visualizaron bandas. Para detener la reaccion se colocaron las
tiras en agua destilada.

Genotipificacion de larvas

En aquellas muestras estudiadas donde se encontré al menos una larva a través de la
técnica DAR, se realizé una genotipificacidén con el objetivo de determinar especie y género.

1) AISLAMIENTO DE ADN

ElI ADN genomico se extrajo a partir de una digestion individual segun el protocolo descripto
por Zarlenga (1999). Se agrego6 15 ul de PCR buffer (Promega GoTag® DNA Polymerase
5x Colorless) a las larvas que fueron separadas individualmente. Al conjunto se lo calento
a 90 °C por 10 minutos y luego se redujo la temperatura a 65 °C.

A continuacion, se ajusté el volumen a 10 ug/ml con Proteinasa K (AMBION® Concentracién
inicial 20 mg/ml, 0,5 unidades/pl). Se agregd, para evitar la evaporacion del contenido del
tubo, una gota de aceite mineral (Biodynamics®). Finamente se dejé incubar durante 3
horas a 65 °C. La Proteinasa K se inactivo elevando la temperatura de reaccién a 90 °C
durante 15 minutos

Para la determinacion de la concentracion de ADN se realizaron mediciones usando un
espectrofotometro.

2) NESTED PCR

Bajo campana, previa desinfeccion durante 10 min con luz U. V. de la superficie y el equipo
a utilizar, se prepard la soluciéon que se le agreg6 a las muestras para comenzar la PCR.
Se utilizaron los siguientes componentes: agua, Mix o Reaction Buffer (PROMEGA GoTag®
Green Master Mix), y los primers (sintetizados por Ruralex®) descriptos en la Tabla 4.
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Tabla 4: detalle de los primers utilizados en la reaccion.

Par del Primer | Ubicacion en el | Secuencia
ADN
NE Forward ESV* 5-TCTTGGTGGTAGTAGC
Reverse 5-GCGATTGAGTTGAACGC
NI Forward ITS** 5-
AAAGGAATTCAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGG
Reverse 5-AAATCTAGATTAGTTTCTTTTCCTCCGC

*Segmento de expansion V.
** Espaciador transcripto interno.

Las cantidades de cada componente se calcularon de acuerdo a lo descripto en la tabla

n°5:

Tabla 5: proporciones para la preparacion de la solucion que acompaid la muestra
amplificada.

X =1 muestra (ul)
H20 4.4
Mix 2X 10
Ne Forward [0.05 uM]r 0.1
Ne Reverso [0.05 uM] ¢ 0.1
Ni Forward [0.01 pM] ¢ 0.2
Ni Reverso [0.01 uM] ¢ 0.2

Aclaramos que a modo de control se preparé una muestra negativa es decir, sin material
genético.

Una vez que se separo en tubos individuales la solucion y se agregaron 4 ul de las muestras
de ADN extraidas sobre la mesada, previamente desinfectada con alcohol 70%. A
continuacion, se colocaron los tubos dentro del aparato termo ciclador para dar comienzo
al proceso de ciclos. Segun Zarlenga (1999), las condiciones de los ciclos de PCR fueron:
un ciclado inicial que se basa en la apertura o desnaturalizacién de las cadenas de ADN a
95 °C durante 5 minutos, y luego se procede a ciclos de 94 °C, 1 min; 55 °C, 1 min; 72 °C,
2 min, por 25 repeticiones. Finalmente, el Ultimo ciclo que se realiza para que se terminen
de completar y cerrar las cadenas abiertas es durante 7 minutos a 72 °C.

3) MULTIPLEX PCR

A los productos resultantes de Nested PCR, se les realizé una nueva amplificacién a través
de la Multiplex PCR.

Nuevamente bajo campana, previamente desinfectada con alcohol 70% y esterilizada
durante 10 min con luz UV. la superficie y el equipo a utilizar, se preparé la solucién que
se le agregd6 a las muestras para comenzar la PCR. Los componentes utilizados fueron:
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agua, mix (PROMEGA GoTaq® Green Master Mix), y primers (sintetizados por Ruralex®),

descriptos en la tabla n° 6.

Tabla 6: Detalle de los primers utilizados en la reaccion.

Par del Primer Ubicacion en el ADN

Secuencia

I ESV*

5-GTTCCATGTGAACAGCAGT

5-CGAAAACATACGACAACTGC

Il ITS 1**

5’ -
GCTACATCCTTTTGATCTGTT

5
AGACACAATATCAACCACAGTA
CA

1] ITS1

5
GCGGAAGGATCATTATCGTGTA

5'-
TGGATTACAAAGAAAACCATCA
CT

\Y ITS 2**

5
GTGAGCGTAATAAAGGTGCAG

5-TTCATCACACATCTTCCACTA

Vv ITS2

5
CAATTGAAAACCGCTTAGCGTG
TTT

5
TGATCTGAGGTCGACATTTCC

*Segmento de expansion V.
** Espaciador transcripto interno 1y 2.

Las proporciones de cada componente se calcularon teniendo en cuenta las proporciones

descriptas en la tabla n° 7:

Tabla 7: proporciones para la preparacion de la solucién que acompand la muestra

amplificada.
X 1 muestra (ul)
H20 5,75
Mix 2X 12,5
PAR | (Forward y Reverso) [0.25 uM]r 0,625
PAR Il (Forward y Reverso) [0.25 uM]r 0,625
PAR Il (Forward y Reverso) [0.25 uM]r 0,625
PAR IV (Forward y Reverso) [0.5 uM]e 1,25
PAR V (Forward y Reverso) [0.25 uM]r 0,625

Sobre la mesada ya desinfectada, se agregd a cada tubo 3 ul de la correspondiente
muestra proveniente de la Nested PCR. Junto con el control negativo que se utilizd en la
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Nested PCR, se agregoé para esta nueva amplificacion controles positivos correspondientes
a Trichinella spirallis y T. patagoniensis. Luego, se procedio a colocar en el termo ciclador.
En funcién de lo descripto por Zarlenga (1999), el régimen de ciclos en este caso fue de:
desnaturalizacion inicial a 94 °C, 5 min seguido de 40 ciclos sucesivos de 94 °C, 1 min; 60
°C, 1 min; 72 °C, 2 min y extension final a 72 °C, 7 minutos.

4) CORRIDA ELECTROFORETICA

A los productos obtenidos luego de la Nested PCR y la Multiplex PCR se los sembré en
geles de agarosa al 2,5% y se realiz la corrida electroforética para poder separarlos. Los
volumenes utilizados para sembrar las muestras fueron de 20 pl. Se aclara que en el
esquema de siembra se colocod 2,5 yl de un estandar de ADN de 20 pares de bases
(BioRad® PCR Molecular Ruler) para tener como referencia. Los geles fueron colocados
en una cuba de corrida y se les agregé como liquido de corrida TBE (90 mM Tris borato y
2 mM acido etilén di amino tetra acético). La corrida se realizd durante 1,5 horas a 70 volts.

Finalizado ese tiempo, se tifio el gel con una dilucion de bromuro de etidio (PROMEGA®
10 mg/ml) con una concentracion de 0,5 mg/ul, y se procedié a la visualizacion del gel bajo
luz UV.

5) SECUENCIACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Los productos que amplificaron luego de la Multiplex PCR fueron enviados a la Unidad de
Gendmica de INTA Castelar, siguiendo los protocolos de acondicionamiento y despacho
provistos por la unidad. Este laboratorio esta organizado bajo la Norma IRAM 301 ISO/IEC
17025:2005, segun el requerimiento del PEI 2005.2015 de INTA y acredita sus ensayos
bajo esta norma.

La Secuenciacion de ADN se realizé por el método de Sanger en electroforesis capilar y
se utilizé un protocolo modificado de Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). El
equipo utilizado por el laboratorio es el Secuenciador 3500xI Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).

A los resultados remitidos por la Unidad de Gendmica se los proceso en primer lugar con
el programa BioEdit v7.0.5 y luego con el programa Blast ® Se pudo comparar la secuencia
obtenida con la informacion depositada en el GenBank.

Analisis estadistico y espacial
A continuacion, se menciona los analisis estadisticos y espaciales que se utilizaron para la
comprobacion de los supuestos a lo largo del trabajo.

1) TEST EXACTO DE FISHER Y ANALISIS DE CONCORDANCIA

Utilizando el programa Statistix 8 es que realizamos los analisis del Test Exacto de Fisher
y de Concordancia en funcion de los datos recopilados durante la realizacién de las
técnicas de diagnodstico de la enfermedad mencionadas anteriormente.
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La prueba exacta de Fisher, segun Balsarini (2008), permite probar una hipétesis de
independencia y asegura que la distribucion de las frecuencias observadas no depende
de ningun otro parametro desconocido.

Mediante el Analisis de Concordancia se obtuvo el indice kappa que mide la concordancia
entre variables categéricas, ajustando el efecto del azar (Carletta, 1996).

2) ANALISIS ESPACIAL

Se utilizo el software SatScan version 9.6 para Windows con el objetivo de realizar el
analisis de agrupamiento espacial que consiste en determinar si existen areas,
denominadas clusters, donde se agrupen la mayor cantidad de casos positivos.

Se asume que las muestran responden a una distribucién Bernoulli, es decir de presencia
0 ausencia del parasito en las muestras analizadas, y se fijé un radio maximo de las
ventanas en un 50% del area de estudio. Para la obtencion de la razén de probabilidades
y el p valor se utilizé el método de Monte Carlo.

La visualizacion de los resultados provenientes del analisis espacial fue graficada
mediante el uso del software QGIS 2.18.13.
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RESULTADOS

Analisis descriptivo

ESPECIES Y NUMERO DE MUESTRAS POR ESPECIE

En la siguiente tabla se describen las especies capturadas y la cantidad de muestras totales
de cada una que se dispuso para la realizacion de este trabajo.

Tabla 8: Especies capturadas durante el muestreo en diferentes establecimientos y el
numero de muestras recolectadas por especie.

Especie N muestra_s por
especie

Akodon azarae 16
Didelphis albiventris 7
Lutreolina crassicaudata 2
Mus musculus 74
Oligoryzomys flavescens 1
Oximycterus rufus 3

Rattus norvergicus 226

Rattus rattus 18

347

Se analizaron 347 muestras totales de las cuales las especies mas abundantes son Rattus
norvergicus y Mus musculus. A continuacion, se presentan imagenes de las ocho especies
capturadas en los muestreos.

Fig. 14 Fotos de las especies de mamiferos silvestres capturadas en los criaderos de
cerdos. a) Rattus norvegicus, b) R. rattus, c) Akodon azarae, d) Didelphis albiventris, )
Mus musculus, f) Oxymycterus rufus g) Lutreolina crassicaudata y h) Oligoryzomys
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flavescens (a, d y g tomadas por Regino Cavia y equipo, las otras imagenes fueron
tomadas de internet).

ESTABLECIMIENTOS

Se tomaron muestras de 28 establecimientos pertenecientes a las localidades de
Exaltacién de la Cruz, Gral. Las Heras, Lujan, San Andrés de Giles, Marcos Paz y Gral.
Rodriguez, provincia de Bs. As. En el siguiente mapa se puede observar la localizacién
geografica de las granjas.

Fig.
15
Mapa
de la

Referencias

[ vista de la Prov. de Bs As.
® Granjas muestreadas

provincia de Buenos Aires donde se muestra la localizacion geografica de los
establecimientos. Elaborado con el programa QGIS 2.18.13.

Por pedido explicito de los realizadores del muestreo no se puede especificar detalles
sobre las granjas mas que el tipo de sistema que se practica. Por tal motivo se distingue
que en los establecimientos involucrados se practican la cria porcina, en escala familiar o
industrial, la actividad lechera y la funcién de refugio para perros.
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12

14

m Tambo = Refugio para perros Familiar Industrial

Grafico 1: Numero de establecimientos segun la escala de produccion.

En el grafico numero 1 se puede ver la distribucién de establecimientos seguin cada una de
las actividades y escalas mencionadas. Las granjas porcinas a escala industrial son las
que predominan en este estudio y le sigue en importancia la escala familiar de produccion.

MUESTRAS POR ESTABLECIMIENTO

El numero de muestras analizadas por cada establecimiento fue seleccionado de manera
aleatoria al momento de realizar este trabajo. En el siguiente grafico se muestra de forma
general la cantidad de muestras que se analizaron.
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n establecimientos
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o
|
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l

1a10 11a 20 >21
n muestras / establecimiento

Grafico 2: Muestras analizadas por establecimiento.

Como puede observarse, 16 de los 28 establecimientos poseen entre 1 y 10 muestras
analizadas. Solamente 4 granjas poseen mas de 21 ejemplares estudiados.
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Tabla 9: Numero de muestras analizadas en particular en cada establecimiento.

DIGESTION ARTIFICIAL RAPIDA

Establecimiento n Establecimiento n
muestras muestras

20 12 35 8
21 7 36 2
22 5 37 9
24 2 38 10
25 1 39 16
26 12 40 5
27 6 41 1
28 37 42 14
29 16 43 11
30 2 44 8
31 21 45 5
32 35 46 5
33 33 47 38
34 11 48 15

Tota_l qe 8

establecimientos
mustas | 37

Segun el objetivo planteado para este trabajo se procedié a analizar 331 muestras, de un
total de 347, a través del método de analisis directo para triquinosis, la Digestion Artificial.

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos a través de esta metodologia
de analisis teniendo en cuenta el tipo de produccion al que pertenecian las muestras y el
numero de animales considerados.

Tabla 10: resultados obtenidos a través de la técnica de DAR.
DAR

Tipo de
produccion

n animales
muestreados

Positivo

Negativo

%
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Criad.ero de_ 192 2 190 0,01
cerdos industrial
Criadero q§ 131 2 129 0,02
cerdos familiar
Tambo 1 1 - 1,00
Basural (perrera) 7 1 6 0,14
N TOTAL 331 6 325

Como se puede ver se obtuvieron 6 resultados positivos de las 331 muestras analizadas,
presentandose casos en todos los tipos de produccion abarcados en el estudio.

WESTERN BLOT

A través del método de diagnéstico indirecto de Western Blot se procesaron 111 muestras
obteniéndose un total de 40 resultados positivos como puede verse en la tabla nimero 11.

Tabla 11: Resultados obtenidos a través de la técnica de Western Blot.

) Western Blot
Tipo de n animales
e " : o
produccion muestreados Positivo | Negativo %o
Criadero de 68 23 45 0,34
cerdos industrial
Criadero de 38 13 25 0,34
cerdos familiar
Tambo 2 1 1 0,5
Basural (perrera) 3 3 - 1
N TOTAL 111 40 71

En la siguiente Fig.16 se puede ver el andlisis de 11 sueros de ratas por la técnica de WB.
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Fig. 16 Vista de la membrana de nitrocelulosa al momento del revelado y analisis de los
resultados (1-11 sueros de rata incégnitas; 12 control negativo; 13 control positivo; 14
MWM).

La Fig. muestra los resultados de muestras incognita de sueros de rata y su comparacion
con los controles positivos y negativos. A su vez también se muestra el MWM, a la derecha,
que va de 10 kDa a 170 kDa.

La lectura en este caso fue de 8 casos negativos (tiras del 1, 2, 3,4, 5,6, 10y 11 en la
figura 6) y 3 casos positivos (tiras del 7-9).

Analisis estadistico

i) Se utilizé el Test Exacto de Fisher para probar hipétesis de independencia entre las
técnicas utilizadas y entre los tipos de establecimientos incluidos en el estudio.

A) Diferencia entre técnicas: positivos detectados por DAR vs. WB

En funcion de las sensibilidades de las técnicas utilizadas (0,1 larva/gramo de musculo en
DARy 0,01 larva/gramo de musculo en WB) se esperaria una mayor cantidad de positivos
detectados mediante WB. Por tal motivo es que se analizé la presencia o no de una
diferencia significativa entre los casos positivos arrojados por cada técnica utilizada.

1) Hipotesis nula: no existe diferencia entre la proporcion de positivos detectadas por
ambos métodos.
2) Hipotesis alternativa: existe diferencia entre la proporcién de positivos detectados

por ambos métodos.

Resultado Test Exacto de Fisher:
P-valor = 0,0000
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Como el P-valor es menor a 0,05 se rechaza la hipétesis nula quedando de manifiesto que
existen diferencias entre la proporcion de positivos detectada por la técnica directa DAR y
la Indirecta WB.

B) Diferencia entre individuos infectados en establecimientos familiares vs.
comerciales

Debido a que la presencia del parasito en el medio ambiente esta asociada a condiciones
precarias de produccidén, se esperaria que existieran mayor cantidad de individuos
infectados en establecimientos familiares. Se analiz6 entonces la existencia de una
diferencia significativa entre los casos de individuos positivos para ambos sistemas.

1) Hipotesis nula: no se espera encontrar un niumero mayor de roedores infectados en
establecimientos familiares que en establecimientos comerciales.

2) Hipdtesis alternativa: se espera encontrar una diferencia significativa entre los roedores
infectados en establecimientos familiares que en comerciales

Resultado Test Exacto de Fisher:

P-valor = 0,5930

Como el P-valor es mayor a 0,05 se acepta la hipotesis nula. Por lo tanto, no se encontraron
diferencias significativas en el numero de roedores infectados provenientes de sistemas
familiares o comerciales.

ii) Analisis de Concordancia

Los resultados del analisis de concordancia entre los casos positivos detectados por ambas
técnicas se describen en la tabla a continuacion.

Tabla 12: Resultados obtenidos por la realizacion del analisis de concordancia. Elaborado
con el software Statistix 8.

iNDICE KAPPA 0,047759434
ERROR ESTANDAR 0,13086103
IC 95%
FUERZA DE CONCORDANCIA Pobre

Analisis espacial

Con el propésito de evaluar si existia algun tipo de agrupamiento entre la ocurrencia de
casos positivos, se procedio a realizar un analisis espacial. En la Fig. 17 podemos ver la
georreferenciacion de los lugares muestreados y los resultados obtenidos.

20 30 40km
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Fig. 17 Elaborado con el programa QGIS 2.18.13 segun los resultados de SatScan version
9.6 para Windows.

Se detectaron tres areas de agrupamientos espaciales (ADE) en la zona de estudio, 2
correspondientes a los positivos detectados por la técnica DAR, y uno correspondiente a
los positivos detectados por la técnica WB. A continuacion, se describe el analisis de los
mismos segun la distribucién de Bernoulli y la utilizacion del Método de Monte Carlo para
la obtencion del p valor.

ADE Western Blot
Clusters detectados: 1
Radio del cluster: 8,66 km
Riesgo relativo: 2,15

P valor: 0,76

ADE DAR
Clusters detectados: 2

C1

Radio del cluster: 10,34 km

Riesgo relativo: 4,67

Riesgo asociado a la locacién: 2,84
P valor: 0,209

C2

Radio del cluster: 9,62 km
Riesgo relativo: 3
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Riesgo asociado a la locacién: 1,52
P valor: 0,862

Genotipificacion

En aquellas muestras que resultaron positivas a la técnica de digestion artificial se procedié
a extraer las larvas presentes y realizarles los procedimientos pertinentes descriptos en
métodos y materiales para poder determinar si se trataba efectivamente de alguna especie
de Trichinella.

En la Fig.18 podemos ver la vista del gel de agarosa al momento de ser leido luego de la
realizacion de la Nested-Multiplex PCR.

Fig. 18 Vista del gel de agarosa durante la lectura de los resultados de Nested-Multiplex
PCR. Calle 1: muestra de Rattus norvergicus; calle 2: Mus musculus, 3 Marcador ADN 20
pb; calle 4: control negativo; calle 5: control positivo de T. spiralis; calle 6: Control positivo
de T. patagoniensis.

La lectura de este resultado fue que la banda obtenida para ambas muestras coincidio
con el tamafio de la banda amplificada para el control de T. spiralis.
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A los productos amplificados se los envio a secuenciar y se realizé el alineamiento
respectivo en cada caso, como puede verse en las siguientes figuras.

Color key for alignment scores

W <40 W40-50 W s0-80 W s0-200 W>=200

1 20 40 60 80 100 120

m—l  Trichinella spiralis isolate KVI_Ts_61_ESV_Ss large sub.. |e——

1 Score:231 Evalue:2.8e-57 e—

w— Accession:KU374866.1 e

—]) Alignment —

e ——

Fig. 19 Secuenciacion del producto amplificado

MP901 IGGCGAAAGCTTGTTCGAATTTGCGACATGAATTGTAAGACTGAATAATTATTTGTGTGTG Flg 20
KU374866.1 IGGCGAAAGCTTGTTCGAATTTGCGACATGAATTGTAAGACTGAATAATTATTTGTGTGTG
MP901 TGTTGTGGTGGAGGCGATTGTGTCGTCACCAGT TGTTGTTGTGTGCAGTTGTCGTATGTT
KU374866.1 TGTTGTGGTGGAGGCGATTGTGTCGTCACCAGTTGTTGTTGTGTGCAGTTGTCGTATGTT
MP901 121 puyeler
KU374866.1 121 jyyelen

Alineamiento obtenido mediante el programa BLASTn y CLUSTAL W.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

1) Importancia de los roedores

Como se indico en los resultados, las especies capturadas fueron Rattus norvegicus, R.
rattus, Akodon azarae, Didelphis albiventris, Mus musculus, Oxymycterus rufus Lutreolina
crassicaudata y Oligoryzomys flavescens. Si bien la bibliografia respecto a la ecologia de
las especies que habitan en nuestra zona de estudio es escaza, se podria afirmar que en
las muestras tenemos especies tanto introducidas como autéctonas (Montes de Oca,
2019).

Las especies capturadas mas abundantes fueron Rattus norvergicus y Mus musculus, 1o
cual coincide con lo planteado en la literatura para la zona y tipos de produccion analizados
(Lovera, 2015).

Como se menciond en la introduccién, algunos autores sostienen en clasificarlos como
“reservorio” de la enfermedad, mientras que otros “hospedadores accidentales”. Como un
objetivo particular dentro del objetivo general planteado, se buscd poder aclarar este
supuesto.

Para concluir, sugerimos que los datos analizados no son suficientes como para aceptar o
refutar alguna de las teorias sobre el rol especifico de estos animales. Sin embargo, es un
hecho que los roedores tuvieron una gran presencia tanto en las capturas como en los
casos positivos lo cual nos permite afirmar que cumplen una funcién innegable en el ciclo
de transmisién, ya sea como vector o como hospedador accidental, y que el contacto con
la enfermedad existe.

En relacién con este ultimo punto, se subraya la importancia de la implementacion de
programas de desratizacion, controles sanitarios y disefios de infraestructura que separen
a los roedores de los animales en produccion.

2) Deteccion del parasito

En funcién de los resultados obtenidos, 6 casos de un total de 331 fueron positivos
mediante la técnica de DAR y 40 muestras de 111 lo fueron a través de WB. Cabe destacar
que los resultados obtenidos como positivos no coinciden entre evaluaciones en todos los
casos, es decir que las muestras positivas para una técnica no fueron para la otra. Mediante
el andlisis estadistico de Fisher comprobamos que existié una diferencia significativa en
los resultados positivos entre ambas técnicas.

Por un lado, estos datos resultan llamativos ya que la técnica de Digestion Artificial es
considerada como Gold Estandar, es decir la que brinda mayor fiabilidad, para la deteccion
de la enfermedad. Segun la normativa 740/99 de SENASA todos los productos porcinos
destinados a consumo deben ser sometidos a dicha metodologia.

Uno de los puntos a tener en cuenta para juzgar este resultado es el tamafo de las
muestras analizadas. Segun Noéckler (2000), la sensibilidad del método se ve afectada por
la cantidad de tejido utilizado y el sitio del cual se extrajo la muestra. En el caso de nuestra
investigacion en primer lugar no siempre recibiamos muestras que nos permitieran extraer
material suficiente, ya sea debido al tamano de los animales a manejar como por las
condiciones de almacenamiento y que a su vez no siempre se recibian los 6rganos
recomendados para el analisis, que son diafragma, musculos intercostales, lengua o
masetero.

Pagina 42 de 56



Ruarte Maria Teresa Version Final

Estudio de la presencia de Trichinella sp. en roedores capturados en los alrededores de
criaderos de cerdos en la provincia de Buenos Aires

Si bien el WB al ser un analisis de tipo inmunolégico presenta mayor sensibilidad deberia
continuarse el estudio para contemplar si existe una diferencia empirica entre los positivos
detectados por ambas técnicas. Cabe destacar que en este trabajo se utiliza por primera
vez una técnica inmunoldgica indirecta para detectar Trichinella en roedores silvestres, y
por lo tanto es posible que deban ajustarse algunos parametros para hacer esta técnica
mas confiable y reproducible para el diagnostico en los mismos. No existe mucha
bibliografia al respecto del uso de esta técnica como método de deteccién inmunoldgico,
mas bien se ha probado con el Test de ELISA. De todas formas, este primer acercamiento
y los hallazgos obtenidos alentaron a la presentacion del tema como beca post doctoral de
CONICET de la doctora Daniela Montes de Oca bajo el titulo “Desarrollo de un ELISA con
antigenos de excrecion/secrecion para el diagndstico de triquinosis en ratas silvestres
asociadas a establecimientos ganaderos” (2019-2021).

Otro factor a tener en cuenta es el resultado del analisis estadistico del indice kappa. La
fuerza de concordancia fue pobre y esto se debe a la diferencia entre lo detectado como
positivo por ambas técnicas, dado que las mismas poseen sensibilidad diferente.

Aclaramos a su vez que en ambas técnicas se obtuvieron agrupaciones espaciales de
casos positivos, lo cual nos indican tres zonas de riesgo en nuestra area de estudio. Cada
zona posee un riesgo relativo asociado que nos indica el riesgo a ser positivo para
Trichinellosis de un animal silvestre que se halla dentro del radio del cluster, siendo el
cluster 1 de la ADE DAR el de mayor riesgo.

Por otra parte, en los casos donde se logro aislar larvas a través de la digestién, como fue
mencionado anteriormente se realizdé una genotipificacion. Nuestro pais tiene identificadas
cuatro especies, T. spiralis, T. patagoniensis, T. pseudospiralis y T. Britovi, siendo T.
spiralis la mas comunmente detectada en los casos de brotes humanos. Teniendo eso en
cuenta, no es sorpresa que todos los casos detectados en nuestro estudio y que fueron
sometidos a genotipificacién y confirmados por secuenciacion, resultaran positivas para T.
spiralis.

En conclusién, en primer lugar, los resultados obtenidos fueron los esperados segun
nuestra hipotesis de que un analisis inmunologico tendria una diferencia significativa en
relacion con lo detectado mediante la digestion artificial. En todos los casos donde se
realizé un aislamiento de larvas se identifico la presencia de T. spiralis.

En segundo lugar, a la baja cantidad de casos detectados positivos en el analisis por DAR
(4 de 331) se le atribuyen las siguientes causas:

- Efectivamente no habia presencia de larvas en las muestras recibidas que dieron
resultados negativos a DAR, pero mediante el analisis inmunolégico se determin6 que el
individuo estuvo en contacto con el parasito y por ende desarrollé anticuerpos.

- Las muestras analizadas no poseian en ciertos casos el peso adecuado para la
realizacion de la muestra.

- El tipo de musculo analizado no era el ideal en todos los casos.

En tercer lugar, se sugiere la realizacion de planes de control sanitario en las areas
detectadas como riesgosas a través del analisis espacial.

Finalmente, se recomienda la realizacion de una ampliacién en la investigacion a fines de

poder determinar, a correctas cantidades de muestra y origen muscular, si existe una
diferencia significativa entre los resultados a través de ambas técnicas.
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3) Diferencias entre los tipos de establecimientos

Durante la realizacién de este trabajo se planted la idea de que en establecimientos con
mayor grado de tecnificacién presentarian bajos porcentajes de casos positivos a
Trichinella sp. en comparacion con los establecimientos familiares o de baja escala
productiva.

Esta idea surge del hecho de que se esperaria debido a la escala productiva, en los lugares
de mayor tecnificacion, que los controles de vectores de la enfermedad fueran mas
rigurosos y eficaces, mientras que en producciones a cielo abierto los animales en
produccion estuvieran en dinamico contacto con los mismos.

En relacion con este ultimo punto, muchos autores plantean que los cerdos criados al aire
libre estan mas expuestos al contacto con la fauna silvestre, por lo que seria esperable un
mayor riesgo de transmision de la enfermedad (Pozio y Murrell, 2006; Ribicich et al., 2009).
Es un hecho que condiciones precarias de producciéon, donde no se controla la
alimentacion ni el ambiente en contacto con los animales aumenta las posibilidades de
infeccion.

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre la cantidad de casos
positivos en ambos sistemas de produccién de cerdos, por lo que se concluye que con los
resultados obtenidos hasta el momento no podemos afirmar que en alguno de los sistemas
de crianza haya mayor riesgo de infeccion con Trichinella para sus animales. De todas
maneras, debido a que esto va en contra de nuestras hipétesis iniciales y lo expuesto en
la bibliografia consultada, se podria plantear una continuacién en la investigacion
ampliando el numero de granjas muestreadas con ambos tipos de produccién, con el
objetivo de reafirmar o refutar los resultados obtenidos

Todos los resultados obtenidos en este y futuros trabajos tienen el propésito de contribuir
al conocimiento de esta patologia para poder brindar herramientas a todos los actores
involucrados, que contribuyan al control de la enfermedad en nuestro pais, evitando los
casos humanos que provoca esta zoonosis.
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ANEXO

A continuacién, se encuentra la planilla donde se especifica para cada muestra:

Establecimiento

Tipo de establecimiento
Afio de la toma de muestra
Especie

Resultado a DAR
Resultado a WB

REFERENCIAS

1

POSITIVO

0

NEGATIVO

SA

SIN ANALIZAR

Los establecimientos se
encuentran numerados por pedido
de los realizadores del muestreo.

Establecimiento Tipo de establecimiento Ano SP DAR
36 Tambo 2010 Rattus rattus 1
36 Tambo 2010 Mus musculus SA
21 Refugio para perros 2018 Rattus norvergicus 0
21 Refugio para perros 2018 Rattus norvergicus 0
21 Refugio para perros 2018 Rattus norvergicus 0
21 Refugio para perros 2018 Rattus norvergicus 0
21 Refugio para perros 2018 Rattus norvergicus 0
21 Refugio para perros 2018 Rattus norvergicus 1
21 Refugio para perros 2018 Rattus norvergicus 0
22 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
24 Criadero tipo industrial 2015 Rattus rattus 0
24 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
25 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
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28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Rattus rattus 1
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Didelphis albiventris 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
28 Criadero tipo industrial 2010 Mus musculus 0
31 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 1
31 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 0
31 Criadero tipo industrial 2011 Mus musculus 0
31 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
31 Criadero tipo industrial 2015 Mus musculus 0
31 Criadero tipo industrial 2015 Akodon azarae 0
31 Criadero tipo industrial 2015 Akodon azarae 0
31 Criadero tipo industrial 2015 Didelphis albiventris 0
31 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
31 Criadero tipo industrial 2015 Akodon azarae 0
31 Criadero tipo industrial 2015 Akodon azarae 0
31 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
31 Criadero tipo industrial 2018 Akodon azarae 0
31 Criadero tipo industrial 2018 Akodon azarae 0
31 Criadero tipo industrial | 2018 Olgoryzorys 0
31 Criadero tipo industrial 2018 Akodon azarae 0
31 Criadero tipo industrial 2018 Akodon azarae 0
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31 Criadero tipo industrial 2014 Mus musculus SA
31 Criadero tipo industrial 2015 Mus musculus SA
31 Criadero tipo industrial 2015 Mus musculus SA
31 Criadero tipo industrial 2015 Mus musculus SA
32 Criadero tipo industrial 2015 Lutr_eol/na 0
crassicaudata
32 Criadero tipo industrial 2015 Didelphis albiventris 0
32 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2015 Rattus rattus 0
32 Criadero tipo industrial 2015 Akodon azarae 0
32 Criadero tipo industrial 2015 Akodon azarae 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus rattus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus rattus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
32 Criadero tipo industrial 2015 Rattus rattus SA
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
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33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Mus musculus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Akodon azarae 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Akodon azarae 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
33 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
35 Criadero tipo industrial 2017 Rattus rattus 0
35 Criadero tipo industrial 2017 Rattus rattus 0
35 Criadero tipo industrial 2017 Rattus rattus 0
35 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
35 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
35 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
35 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
35 Criadero tipo industrial 2018 Akodon azarae 0
37 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
37 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
37 Criadero tipo industrial 2018 Mus musculus 0
37 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
37 Criadero tipo industrial 2018 Mus musculus 0
37 Criadero tipo industrial 2018 Mus musculus 0
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37 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
37 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
37 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
38 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
38 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
38 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
38 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
38 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
38 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
38 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
38 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
38 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
38 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2017 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2017 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2017 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2017 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus rattus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus rattus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus rattus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
39 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Akodon azarae 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Rattus rattus 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
48 Criadero tipo industrial 2015 Lutr.eolina 0
crassicaudata
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48 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
48 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
48 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
48 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
48 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
48 Criadero tipo industrial 2018 Rattus rattus 0
48 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
48 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
48 Criadero tipo industrial 2018 Mus musculus 0
48 Criadero tipo industrial 2018 Rattus norvergicus 0
48 Criadero tipo industrial 2018 Mus musculus 0
48 Criadero tipo industrial 2018 Mus musculus 0
48 Criadero tipo industrial 2015 Mus musculus SA
48 Criadero tipo industrial 2016 Mus musculus SA
20 Criadero tipo familiar 2015 Didelphis albiventris 0
20 Criadero tipo familiar 2015 Oximycterus rufus 0
20 Criadero tipo familiar 2015 Oximycterus rufus 0
20 Criadero tipo familiar 2015 Oximycterus rufus 0
20 Criadero tipo familiar 2015 Akodon azarae 0
20 Criadero tipo familiar 2015 Akodon azarae 0
20 Criadero tipo familiar 2018 Mus musculus 0
20 Criadero tipo familiar 2018 Mus musculus 0
20 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
20 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
20 Criadero tipo familiar 2015 Mus musculus SA
20 Criadero tipo familiar 2018 Rattus rattus SA
22 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
22 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
22 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
22 Criadero tipo familiar 2016 Didelphis albiventris 0
26 Criadero tipo familiar 2015 Mus musculus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
26 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
27 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
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27 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
27 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
27 Criadero tipo familiar 2015 Mus musculus 0
27 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus SA
27 Criadero tipo familiar 2015 Mus musculus SA
29 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
29 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
30 Criadero tipo familiar 2015 Didelphis albiventris 0
30 Criadero tipo familiar 2015 Didelphis albiventris 0
33 Criadero tipo industrial 2016 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
34 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
40 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
40 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
40 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
40 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
40 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
41 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
42 Criadero tipo industrial 2015 Rattus norvergicus 0
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43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
43 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
44 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
44 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
44 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
44 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
44 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
44 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
44 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
44 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
45 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
45 Criadero tipo familiar 2016 Mus musculus 0
45 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
45 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
45 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
46 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
46 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
46 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
46 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
46 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2010 Mus musculus 0
47 Criadero tipo familiar 2010 Mus musculus 0
47 Criadero tipo familiar 2010 Mus musculus 0
47 Criadero tipo familiar 2011 Rattus norvergicus 1
47 Criadero tipo familiar 2011 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
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47 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2016 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2018 Rattus norvergicus 0
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus SA
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus norvergicus SA
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus rattus SA
47 Criadero tipo familiar 2015 Rattus rattus SA
47 Criadero tipo familiar 2010 Rattus norvergicus 1
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