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PALABRAS CLAVE Resumen Desde 1916 se sospecha que la transmision vertical de parasitos del género
Transmision vertical; Trichinella podria ocurrir en mujeres embarazadas o lactantes durante la fase parenteral
Trichinella de la infeccion. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la transmision galactogena de

patagoniensis;
Trichinellosis

T. patagoniensis en ratones BALB/c. Se utilizaron 20 ratones que se dividieron en 2 grupos
de 10 individuos, seglin el momento de la gestacion en que fueron infectados, 15 o 18 dias

congénita; después de detectar el tapon mucoso. Cada grupo se subdividié a su vez en 2 subgrupos, los

BALB/c que recibieron una dosis oral de 100 o de 500 larvas infectantes, respectivamente. Se procedio
a la eutanasia y posterior digestion artificial de las crias y de las madres. No se encontraron
larvas L1 de T. patagoniensis en ninguna de las crias analizadas. Estos resultados indican que
no habria transmision galactégena de T. patagoniensis en ratones BALB/c.
© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la CC BY-NC-ND licencia (http://creativecommons.org/licencias/by-
nc-nd/4.0/).

KEYWORDS Assessment of transmammary transmission of Trichinella patagoniensis in BALB/c

Vertical transmission; mice

Trichinella

patagoniensis; Abstract Since 1916 to date, it has been suspected that vertical transmission of parasites from

Congenital the genus Trichinella could occur in pregnant or lactating women during the parenteral phase

trichinellosis; of infection. The aim of the present study was to evaluate the transmammary transmission of

BALB/c T. patagoniensis in BALB/c mice. Twenty 7-week-old BALB/c mice were distributed into two

groups of 10 individuals each, depending on the time of gestation when they were infected, 15
or 18 days after detection of the vaginal plug. Each group was subdivided into two subgroups
of 5 mice each, which were given an oral dose of 100 or 500 infective larvae respectively.
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Euthanasia and subsequent artificial digestion was performed in the pups and the dams. No
T. patagoniensis L1 larvae were found in any of the offsprings analyzed. The observed results
suggest that vertical transmission of T. patagoniensis would not be possible in BALB/c mice.

© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

La trichinellosis es una zoonosis transmitida por con-
sumo de alimentos que contienen el parasito Trichinella
spp. En Argentina la enfermedad es endémica y principal-
mente transmitida por cerdos. Fue esta una enfermedad
reemergente en el periodo 1990-2005. El nimero de per-
sonas infectadas entre los anos 2008 y 2010 fue de 417.
Durante el ano 2013, se notificaron 1.159 casos humanos
de esta enfermedad'’.

Durante afos, la Unica especie involucrada en brotes
humanos y focos porcinos en Argentina fue Trichinella spi-
ralis. Sin embargo, en 2008 Krivokapich et al.® reportaron la
presencia de un nuevo genotipo de Trichinella en un puma
de montaina (Puma concolor) en la provincia de Rio Negro,
Argentina. Este nuevo genotipo hoy es una nueva especie
encapsulada: Trichinella patagoniensis®. Estudios experi-
mentales con esta nueva especie demostraron que los felinos
y los ratones son los animales mas susceptibles de adquirir
la infeccidn, mientras que los cerdos y las ratas presentan
una carga parasitaria muy baja®'2. Por otro lado, en las aves
domésticas, representadas por Gallus gallus domesticus, la
infeccion no se desarrolla mas alla del intestino™".

Debido a su reciente hallazgo, los conocimientos respecto
de la biologia de esta nueva especie aln son escasos.

La transmision vertical de helmintos es universalmente
materna y se manifiesta a través de mecanismos prenatales
o galactdgenos'®. Diversos nematodes parasitos son capaces
de emplear esta estrategia como mecanismo de perpetua-
cion de su especie. En 1916 se sugirid por primera vez la
existencia de la transmision vertical de Trichinella spp., pro-
ducto del hallazgo de un gran nimero de larvas en la leche de
una mujer que se encontraba lactando'®. Desde ese enton-
ces, se sospecha que la transmision vertical de parasitos del
género Trichinella podria ocurrir en mujeres embarazadas o
lactantes durante la fase parenteral de la infeccion. Luego
de un brote de trichinellosis en la provincia de Udomxay,
de la RepUblica Democratica Popular de Laos, Taybouavone
et al. realizaron un estudio de casos y controles, y no pudie-
ron demostrar la transmision de Trichinella spp. desde las
madres hacia sus hijos'.

Dubinsky et al. publicaron en 2001 el hallazgo de larvas y
partes de larvas en la placenta, el contenido de las cavida-
des corporales, los 6rganos y los tejidos fetales provenientes
de una mujer que resulto infectada en la semana 10 de la
gestacion, y que decidio practicar el aborto en la semana 22
de gestacion, durante un brote por Trichinella britovi que
tuvo lugar en 1998 en la Republica Eslovaca®.

Si bien la infeccion por parasitos del género Trichine-
lla en la mayoria de los casos responde a mecanismos de

transmision horizontal (por consumo de tejido muscular con
larvas viables), distintos autores han demostrado que es fac-
tible la transmision vertical en ratas, cobayos, ratones y
hurones' 2815,

Dado que esta ruta de transmision alternativa no solo es
importante en animales, sino también en seres humanos, se
hace necesario su estudio en esta nueva especie. La placenta
del ratén y del humano exhiben caracteristicas anatomicas
semejantes, ambas son hemocoriales, lo que significa que el
tejido trofoblastico derivado del feto se encuentra bafado
directamente por la sangre materna.

Considerando la susceptibilidad del ratén a la infeccion
por T. patagoniensis, su corto periodo generacional y la
semejanza de su placenta con la del ser humano, el objetivo
del presente trabajo fue evaluar la presencia de larvas L1 de
T. patagoniensis en las crias de ratones BALB/c infectados
experimentalmente en los dias 15 y 18 de prefez.

Se empled una cepa de T. patagoniensis que habia
sido tipificada previamente®, proveniente de un puma de
montana (cddigo 1S52311) mantenida en ratones BALB/c en
la Catedra de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias de
la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Buenos
Aires (FCV-UBA).

Se emplearon 20 ratones hembra BALB/c de 7 semanas
de edad, provenientes del Bioterio Central de la FCV-UBA.
Los animales fueron divididos en 2 grupos de estudio de 10
individuos cada uno de acuerdo con el dia de prefiez en el
que serian inoculados. Las hembras se alojaron de a una por
jaula con un macho y fueron observadas 2 veces por dia para
verificar la presencia de tapon mucoso vulvar y una vez por
dia para observar la distencion abdominal. Se consider6 la
aparicion del tapon mucoso como el dia 1 de la prefez®.
Los machos fueron retirados de las jaulas ante la eviden-
cia del tapon mucoso. El grupo n.° 1 fue inoculado a los 15
dias de aparecido el tapon y el grupo n.° 2 a los 18 dias de
aparecido el tapdon mucoso. Cada grupo fue dividido en 2
subgrupos de 5 animales, que fueron inoculados por via oral
con 100 o con 500 larvas de T. patagoniensis, respectiva-
mente. Para preparar el inoculo de larvas para las hembras
gestantes, se utilizo la técnica de digestion artificial. Se
realizo la eutanasia de 2 ratones BALB/c que habian sido
previamente inoculados con 500 larvas de T. patagoniensis
cada uno. Cada carcasa y lengua se lavd con agua corriente,
se secoO con papel absorbente, se cort6 con tijera en trozos
de aproximadamente 2 x 2cm y se procesd en un procesa-
dor tipo familiar. El producto carnico obtenido fue pesado
para calcular el volumen de la solucion de digestion (pepsina
1:10.000 1% P/V y acido clorhidrico 1% V/V) necesario para
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Tabla 1

Carga parasitaria en madres BALB/c inoculadas con larvas L1 de Trichinella patagoniensis

Tiempo de gestacion al inocular (dias)

Dosis infectiva (n.° de larvas)

Carga parasitaria (LPG?)

100
15 500

100
18 500

113,21 + 44,60
1.230,40 + 396,98
157,70 + 62,68
1.452,88 + 451,05

3 LPG: carga parasitaria muscular relativa expresada como nimero de larvas por gramo de tejido fresco a los 48 dias pos infeccion. Se

indica la media 4 desvio estandar de cada subgrupo (n=5).

liberar las larvas enquistadas. La mezcla raton-solucion de
digestion se colocd en un vaso sobre un agitador magnético
y se incubo a 37 °C, con agitacion suave hasta su total diges-
tion. Se colo con colador de malla metalica de 80 meshes
y se dejé sedimentar 30 min. Luego se aspird el sobrena-
dante hasta dejar 10 ml y se dejo reposar durante 20 min.
Se realizaron reducciones volumétricas del 50%, se retiro el
sobrenadante y se efectud el conteo tomando 5 alicuotas de
50 ul entre porta y cubre en un microscopio 6ptico con un
aumento de 10x°.

Se realizo el seguimiento de las prefeces. Luego de naci-
das, las crias se mantuvieron con las madres hasta el dia 21,
momento en el que se realizo el destete. A los 30 dias de
vida, se realiz6 la eutanasia de las crias.

Las madres fueron sacrificadas 48 dias postinoculacion.
Se realizd digestion artificial® de cada una de las crias y de
cada una de las madres. Se utilizé el método fisico de euta-
nasia, la técnica de dislocacion cervical manual. Previo a
la dislocacion, se inyecto a cada animal por via intraperi-
toneal una solucién de 60 mg/kg de ketamina y 6 mg/kg de
xilacina’. Una vez digeridas las crias y las madres, se estimo
el grado de infeccion alcanzado por cada raton determi-
nando la carga parasitaria muscular por recuento de larvas
en mUsculo, segln la técnica descripta por Kapel y Gamble®
modificada. Se procesd la carcasa de cada animal empleando
la misma metodologia descripta anteriormente. El resultado
se expresd como carga parasitaria muscular relativa, que se
calculé como el nimero de parasitos recuperados por gramo
de tejido fresco (LPG).

Las hembras BALB/c infectadas durante la gestacion no
evidenciaron signos compatibles con trichinellosis, el parto
de todas ellas fue normal, sin complicaciones (distocias). Las
prefieces tuvieron una duracion promedio de 18 + 2 dias. No
se encontraron larvas L1 de T. patagoniensis en ninguna de
las crias analizadas. Los resultados del analisis por medio de
la técnica de digestion artificial de las madres se resumen
en la tabla 1.

El estudio demostrd que si bien las madres adquirieron
la infeccion por T. patagoniensis con ambas dosis (100 y 500
larvas) inoculadas en los dias 15 o 18 de la prefez (tabla 1),
ninguna cria fue capaz de hospedar larvas L1 en sus mdscu-
los. Esto concuerda con lo publicado por Cui et al.?, quienes
no hallaron evidencia de transmision vertical de T. spiralis
en crias de ratones BALB/c nacidas de madres infectadas en
los dias 15 o 17 (Ultimo tercio de la gestacion). En este sen-
tido, cabe destacar que tanto en la experiencia de Cui et al.?
como en la presente, las infecciones experimentales se lle-
varon a cabo en momentos similares y con la misma cepa
de raton. La ausencia de transmision galactégena podria
deberse, en parte, a la mayor expresion de interleucina-2 en

el intestino delgado de este tipo de ratén, lo que favoreceria
la expulsion de parasitos del género Trichinella’®.

Matenga et al.® reportaron la transmisidn experimen-
tal de T. zimbabwensis por la via galactogena en Rattus
norvegicus, al realizar la inoculacién 40 dias antes de la
concepcion. Estos resultados contrastan con los obteni-
dos en el presente trabajo, pero cabe sehalar que tanto
la especie animal como el momento de la infeccion son
diferentes.

Las distintas especies animales no presentan la misma
capacidad de transmision vertical de Trichinella spp. Coso-
roaba y Orjanu’, Webster y Kapel'® y Cui et al.? encontraron
larvas infectantes de T. spiralis en las crias de hurones, coba-
yos, ratones CF1, BALB/c y ratas que habian sido infectados
de forma experimental, antes o inmediatamente después
de la concepcion, lo que indica que la transmision verti-
cal ocurriria por un pasaje transplacentario de larvas. En
la infeccion por T. patagoniensis, la ausencia de recupera-
cion de larvas en crias provenientes de hembras inoculadas
en gestacion tardia no descartaria la posibilidad de trans-
mision transplacentaria, lo que refuerza la necesidad de
intensificar los estudios al respecto.

Cabe destacar que T. spiralis, a diferencia de T. pata-
goniensis, posee una patogenicidad mayor debido a su alto
indice de capacidad reproductiva (RCI) y a la reaccion inmu-
noldgica que desencadena en el hospedador'®. Esto podria
ser una explicacion, en parte, al hecho de que no haya
habido transmision de larvas hacia las crias. Al tener un
RCI mayor (T. spiralis), la produccion de larvas recién naci-
das (LRN) por hembra seria mayor, lo que incrementaria las
chances de que a una misma dosis de infeccion T. spiralis
pueda transmitirse hacia las crias y T. patagoniensis no.

Ademas de la diferencia en la patogenicidad, también
son fundamentales para explicar esta situacion las cargas
larvarias utilizadas. En este trabajo, se emplearon 2 cargas
larvarias (una baja y otra media) con el objeto de simular
una situacion que ocurre en la naturaleza. Por el contrario,
en los trabajos realizados por otros grupos de investigacion
se emplearon cargas muy superiores'2815,

En conclusion, a partir de los resultados obtenidos no
seria factible la transmision galactogena de T. patagoniensis
en el ratéon BALB/c, es decir, que esta via no desempenaria
un papel en la transmision y la perpetuacion de este para-
sito.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores decla-
ran que los procedimientos seguidos se conformaron a
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