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Resumen 
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de1ecci0n especifico de In infeccrón por T .  spiralis 
(porricrilarmen~e en cerdo;). como en los ensoyos poro 
evaluar su porencial en lo rndu~,ción de prorección en 
modelosmurinos. 
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Key words: Trichinella spiralis. swfnce .slicho.somol 
onrigen.~. e.rcrcroij~ secre/orjicomp»ncnr.s. prorec~ion. 
dicrgno.sre 

'Depaitamento de Genebcay B~olog~aMolecular Centro delnvesbgacióny deEstudios AvanzadosdellPN 

Correspondenciaysolicnuddesobretms DepafiamentodeGenetica y BiologiaMolecular CINVESTAV IPN ApartadoPosta114-740 Mexim D F 
07000 DF Tel 7 52 06 77 exi 5329 o 5349 Fax7 52 6330 

2 Gac Méd Méx Vo1.131 No.1 



Introducción 

A nivel mundial, la incidencia de enfermedades 
~roducidas Dor ~arásitos helmintos es muv alta. 
i a s  cifras reportidas por la Organización ~Lnd ia l  
de la Salud son del orden de 600 millones.' En la 
mayorparte de los casos, estos parásitos infectan 
primates o humanos, lo que dificulta su estudio en 
condiciones experimentales. Sin embargo, algu- 
nos como la Trichinella spiralis, son capaces de 
infectara un gran número de huéspedes incluyen- 
do aanimales deexperimentación. El podercontar 
con modelos experimentales ofrece muchas ven- 
tajas para llevara cabo estudios sobre la respues- 
ta inmune del huésped hacia el parásito, la 
interacción de éste con los mecanismos efectores 
del huésped, as¡ como de la biologia misma del 
parásito y la patologia de la enfermedad que 
produce. Asi, los estudios con T. spiralis pueden 
ofrecer perspectivas para entender los mecanis- 
mos que se desarrollan en enfermedades causa- 
das por otros parásitos helmintos. 

T. spiralis es un'nemátodo que causa la enfer- 
medad denominada triquinosis. En seres huma- 
nos, ésta tiene una amplia distribución y la fuente 
principal de transmisión es la carne de cerdo 
infectada con este parásito. En algunos paises se 
considera endémica; sin embargo, en la mayor 
parte de las áreas geográficas en donde se pre- 
sentaesta infección, ocurre en forma epidémica.2.3 

Especificamenteen nuestro país, se han repor- 
tado brotes de la enfermedad en diversos estados 
de la República, a pesar de las medidas de control 
sobre la comercialización de la carne de p ~ e r c o ; ~ . ~  
por lo tanto, resulta muy importante detectar las 
fuentes de infección e implementar medidas de 
control, para evitar la transmisión de la enferme- 
dad en seres humanos. 

El diagnóstico clínico de la enfermedad resulta 
difícil, ya que los síntomas pueden confundirse 
con los de otros padecimientos.Webido a esto, 
resulta muy importante desarrollarmétodos sero- 
lógicos de diagnóstico para detectar tanto los 
anticuerpos, como los antigenos del parásito, afin 
de conocer especificamente si el individuo se 
encuentra parasitado por T. spiralis. 

La respuesta inmune que se genera en contra 
de este parásito, está en gran medida dirigida 
hacia los antigenos de superficie que se localizan 

en la cutícula del parásito, así como hacia los 
antigenos deexcreciónlsecreción deeste mismo.7 
Esto es debido, en gran parte, aque los antigenos 
presentes en estos compartimentos del parásito, 
constituyen el primer sitio de interacción entre el 
parásito y el huésped. Es por esto que la caracte- 
rización de estos antigenos de T. spiralis reviste 
gran importancia, ya que pueden participar en los 
mecanismos de protección en contra de la infec- 
ción y también ser útiles en el desarrollo de los 
métodos de diagnóstico especificos y sensibles 
para esta parasitosis. 

Considerando lo anterior, inicialmente nos pro- 
pusimos llevar a cabo la caracterización de los 
antigenos de superficie de los tres estadios del 
ciclo de vida de este parásito, que son: la larva 
muscular (LM), el adulto (A) y la larva recién nacida 
(LRN). Sin embargo, dada la importancia de los 
antigenos de superficie del estadio de LM en la 
inducción de inmunidad en el huésped infectado, 
se enfatizó el estudio de éstos en su posible uso 
para la inducción de protección, asi como en su 
utilidad en el diagnóstico de la triquinosis. 

Material y métodos 

ParAsitos. El ciclo de vida de Trichinella spiralis 
se mantuvo en ratones BALBIc del Bioterio del 
CINVESTAV-IPN. Las larvas musculares se obtu- 
vieron pordigestión en pepsina de músculo estriado 
de ratones sacrificados, por lo menos 30 dias 
después de la infección. Los parásitos adultos se 
obtuvieron por incubación de los intestinos de 
ratas Sprague-Dale sacrificadas 6 dias después 
de la infección con LM. Las LRN se colectaron 
después de incubar durante 18 h a 3PC los 
parásitos adultos en medio DMEM adicionado con 
10% de suero fetal b o ~ i n o . ~  

Preparación de los antígenos de T. spiralis. 

Extracto total. El extracto se obtuvo porhomoge- 
nización de las LM o A en solución amortiguadora 
deTris pH 8.2, la cual contenia inhibidores de pro- 
teasas y desoxicolato al 4%. Los extractos solubles 
totales de LRN se obtuvieron de manera similar, 
excepto que se usó el método de sonicación para 
romper los pará~i tos.~ 
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Antigenospurificadosde superficie/esticosoma: 
SIE. Estos antigenos de la LM se obtuvieron por 
cromatografia deafinidad, empleando un anticuer- 
po monoclonal preparado vs antigenos de SIE, de 
acuerdo a lo descrito por Ortega-Pierres y coL9 

Antígenos de excreciones-secreciones de la 
LM. Los antigenos de EIS fueron amablemente 
proporcionados porel doctor H.R. Gamble del De- 
partamento de Agricultura de los Estados Unidos, 
Beltsville MA, USA. 

Marcaje de los antígenos de superficie y el  
análisis electroforético. El marcaje de componen- 
tes de superficie de los tres estadios de T. spiralis, 
se Ilevó a cabo empleando lZ5I y cloramina T de 
acuerdo al protocolo reportado porortega-Pierres 
y LOS antigenos asi obtenidos, se analizaron 
por electroforesis en geles de poliacrilamida en 
presencia de SDS (SDS-PAGE). 

Obtención de anticuerpos monoclonales, ensa- 
yos de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y de 
actividad biológica de estos anticuerpos. La 
obtención de anticuerpos monoclonales (AcM) en 
contra de los antigenos de superficie de los tres 
estadios de T. spiralis y los ensayos de IFI con 
parásitos vivos y para la localización de reactividad 
de los AcM en seccionesfijadas de LM, se realiza- 
ron de acuerdo a lo descrito por Ortega-Pierres y 

y por McLaren y col.1o Como ensayos de acti- 
vidad de AcM con LRN, seemplearon citotoxicidad 
mediada poranticuerposy transferencia pasivade 
inmunidad.ll 

Evaluación de los antigenos de superficie de 
LM en la inducción de inmunidad protectora hacia 
T. spiralisen ratones. Los antígenospurificados de 
superficie deLM seevaluaron encuanto asu papel 
en la inducción de la inmunidad protectora en 
ratones BALBIc, determinando el número de LM y A 
recuperados de animales inmunizados con los 
antigenos de superficie de LM y retados con LM.9 

Muestras de suero. Las muestras de suero 
analizadas se obtuvieron de cerdos infectados 
exprimentalmente. decerdosdetraspatio y deani- 
males sacrificados en rastros del Estado de Méxi- 
co. Las muestras de sueros control se obtuvieron 
de cerdos no infectados con T. spiralis o de anima- 
les infectados con Ascaris suum o con Trichuris 
su i~so lamen te .~~ ,~~  

ELISA. Los sueros colectados se analizaron 
por ELISA, empleando el extracto total, antigenos 

purificados de SIE, antigenos de EIS, y el péptido 
recombinante de la LM, segun la técnica escrita 
por Arriaga y co1.12 

lnmunoelectrotransferencia, La inmunoelectro- 
transferencia de las proteínas de la larva muscular 
de T. spiralis y la reactividad inmunológica de las 
muestras de suero de cerdos control e infectados, 
se realizaron como lo describen Arriaga y co1.12 

Detección de LM en tejido muscularde anima- 
les. La detección de LM en tejido muscular de 
diafragma y lengua de cerdos infectados experi- 
mentalmente y de manera natural con T. spiralis 
(cerdos de rastro), se Ilevó a cabo portriquinoscopia 
y digestión artificial de acuerdo a lo descrito por 
Arriaga y coI.l3 

Obtencidn del banco de cDNA de T. spiralis, 
selección y caracterizacidn declonas recombinates 
y subcionación delinsetio de cDNA en elplásmido 
pGEX-3X El banco decDNAdela LM del parasito, 
se preparó en el bacteriófago lambda g t l l  y las 
clonas recombinantes se selecionaron, emplean- 
do anticuerpos de ratón preparados en contra de 
antigenos purificados de superficie de LM.14 La 
caracterización de las clonas recombinantes y la 
subclonación del inserto de cDNA de una de éstas 
en el plásmido pGEX-3X, se Ilevó a cabo como lo 
describen Yépez-Mulia y co1.15 

Purificación del péptido de fusión. La purifica- 
ción del péptido de fusión de la LM de T.spiralis 
clonado en el vector pGEX-3X, se realizó em- 
pleando unacolumna de Glutatión Sefarosa48 de 
acuerdo a lo reportado por Yépez-Mulia y coI.l5 

Resultados y discusión 

En principio se Ilevó a cabo la caracterización 
de los antigenos de superficie de los tres estadios 
del parásito, por medio de radiomarcaje de super- 
ficie c0n. '~~1 Estos estudios permitieron definir 
primeramente que los componentes de superficie 
de los tres estadios de vida de este parásito, que 
son accesibles al marcaje con el radioisotopo 
empleado, son pocos en número. Asi se identifica- 
ron, por SDS-PAGE: 4 antigenos para la LM de 
105,90,55 y 47 kDa; 3 componentes para el A de 
40, 33 y 20 kDa y finalmente 4 moléculas para la 
LRN de64,58,34 y 30 kDa (Figura 1). Es importante 
señalarque el número deantigenos radiomarcados, 
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aunque es reducido, puede variar, así como su 
migración electroforética, dependiendo del méto- 
do de marcaje y del agente solubilizante que se 
emplee en la extracción de estos componentes, 
como ha sido reportado por nuestro grupo y por 
o t rosa~tores .~ .~~ 

El hecho de que estos componentes de super- 
ficie sean pocos en número, facilitó su caracteriza- 
ción tanto por métodos bioquímicos como por 
ensayos inmunológicos. Considerando estos últi- 
mos. se prepararon AcM en contra deestosantige- 
nos. De estos se selecionaron aquellos que pre- 
sentaron reactividaden contra de lasmoléculas de 
superficie de los tres estadios y se designaron 
NIM-M1 y NIM-M2 para la LM, NIM-M3 y NIM-M4 
para el A y NIM-M5 y NIM-M6 para la LRN. En 
ensayos de precipitación de antigenos marcados 
de los tres estadios con los AcM seleccionados, se 
observó quelos AcM reconocieron especificamente 
los componentes marcados de cada estadio del 
parásito, sin presentarse reacciones cruzadas. 
Asimismo. se observó por IFI aue alaunos AcM . . 

reconocie~on epitopes ~ x p u e s t ~ s  en la superficie Figura 1. Análisis electroforético de antigenos de superficie de los 

del mientras que otros AcM, aun cuando tres estadtos de T. splraEs marcados con '25 I Los antigenos de LM, 
A y LRN se marcaron con Iernpleando cloraminta T y se analizaron 

precipitaron antigenos radiomarcados similares, por SDS-PAGE en condiciones reductoras (A) y no reductoras (8). 

no pacclonaron con la superflcle de par.$sitos LOS pesos rnoleculares de las proteinas usadas como marcadores 

vivos (Cuadro 1) se indican en la figura 

Cuadro l. Antígenos de superficie de Trichinella spiralis específicos de estadios 
y especificidad de los anticuerpos monoclonales 

PesoMolecular(X1O3) Anticuerposmonoclanales 
Estadio Antigenosdesuperficie Reconocimiento 

Nombre Especificidad desuperficie 

Lawamuscular 105, 90. 55 47 NIM-M1 105, 90, 55, 47 + 
NIM-M2 90, 47, 

AduRo 40. 33, a) NIM-M3 40, a) + 
NIM-M4 40, Ñ 

Lavareciennacida 64. 58, 34. 30 NIM-M5 M + 
NIM-M6 M 

3) Elreconocrmientodeant~genosdesupeIfi~~edecadaestad~oseanal~z~porrned~odeinmunofluorescencia~ndi~cta. 
Tomado de Ortega-Pierresycols. 1984b 
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Estos resultados sugirieron que se pueden ge- 
nerar respuestas inmunes hacia determinantes 
expuestos, o no, en la superficie del parásito. siendo 
quizá las primerasde más relevancia en la elimina- 
ción del parásito, Asimismo, éstas pueden estar 
dirigidas hacia determinantes de diferente natura- 
leza bioquimica, ya sea protéica o glucosídica 
dentro de la misma molécula. De hecho, la reacti- 
vidad con diferentes lectinas permitió determinar 
que algunosde los componentes de superficie son 
glicoproteinas, y que la porción de carbohidratos 
se encuentra expuesta sólo en algunos de los 
estadios del pa rá~ i t o .~ , l ~  

El uso de los AcM permitió determinar asi- 
mismo algunas funciones biológicas de los mis- 
mos. Así, se determinó que los AcM NIM-M5 
funcionan como enlace para la destrucción por 
eosinófilos de larvas recién nacidas, en una reac- 
ción de citotoxicidad mediada por anticuerpos 
(Figura 2), mostrando asi por primera vez de 
manera directa, la participación de estas células 
en los mecanismos de destrucción del parásito, y 
por lo tanto, en el control de la infección que 
produce.ll Asimismo, el uso de estos anticuerpos 
monoclonales NIM-M5 permitió demostrar que 
cuando éstos fueron transferidos pasivamente a 
ratones, se obtuvo un alto grado de protección 
cuando los animales se infectaron con LRN. Esto 
ultimo se midió por la reducción en el numero de 
LM que se establecieron en tejido muscular de los 
animalesque recibieron pasivamente los AcM pre- 
vioala infeccióncon LRN.ll Asi sedemostró tanto 
in vivo como in vitro la importancia de la respuesta 
inmune humoral en el control del establecimiento 
de LRN en el hospedero infectado. 

El uso de estos reactivos monoespecificos 
permitió estudiar asimismo, la organización de 
componentes de la superficie del parásito. En el 
casodelaslarvas recién nacidas sedeterminó, por 
ensayos de IFI con el AcM NIM-M5 y por inmuno- 
precipitación deantigenos radiomarcados de LRN, 
que el antigeno de 64 kDa se encuentra expuesto 
en la superficie del parásito solamente durante las 
primeras etapas de desarrollo de este estadio 
(Cuadro 11). Posteriormente se detectan las otras 
moléculas de superficie y se pierde la reactividad 
con el AcM NIM-M5. Estos resultadosindicaron que 
ocurren cambios dinámicos con respecto a los 
antigenos de superficie durante el desarrollo de la 

LRN, lo cual puede tener implicaciones importan- 
tes en los mecanismos de evasión del parásitoa la 
respuesta inmune del hospeder~.~  

Figura 2 Microfatografia de LRN incubadas con el AcM NIM-M5 y 
eosinofilos. LasLRNfueron incubadasconel AcM NIM-5en presencm 
deeosinófilos Desou~sdeincubarlasdurante2ha37oC.sedeterminÓ 
el n n e r o  oe .9h n;lii?oa> por acc ?n oe eos no' os meo anñ por os 
AzY La microfoi~grat ar-esva -na-Rh rooeaoaoeeos no1 os y con 
s grios 3e "ario en a crt Tomadooe Orfcga-2 errcs y co 1584 ' 

Cuadro II. Reactividad del anticuerpo rnonoclonal 
lAcMl NIM-M5 con larvas recién nacidas de T. , , 
spiralis determinada por IFI y precipitación de 

antigenos de superficie. 

Tiempode Porcentaje PMCdel antigenode 
colectade deLRN superficie lodinado de LRN 
LRN' positivos por precipitadas con el AcM 

lFlb 

30 min 1W% 
4 h 1W% 
6 h 1W% 
8 h 2 0 1  

18h 0% 
24 h 0% 

al Las LRN se calectaran en los tremoos señaladas aar cen- 
rnfdqac o~ d tcrenc a apsrl!rdepar6smsaou ros culf vados 
enmeo oDVtAlao clonadocon ?O%desrierolera booino 

número deLRN quereacclonaron con ~~ACMNIM-MS~~~~FI 
de un número definrdo de LRNempIeadoenelensayo 

CJ Peso molecular en kDa del antlgeno de supemclicre marcado 
cont2'1e inmunoprecipitadoporelAcMNIM-M5 
Datos tomadosde Ortega-Rerresycol. 1984." 
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Con relación en la reactividad de AcM hacia 
componentes de superficie del A, se determinó que 
el AcM NIM-M3 reconoce especificamenteel órga- 
no copulatorio del macho adulto (Figura 3), sugi- 
riendo laespecialización regional en componentes 
de la superficie de este pa rás i t~ .~  

Figura 3 Reactividad por IFI del AcM NIM-M3con parasitas adultosde 
T spiralis La reactividad del AcM NIM-M3 con parasitos adultos se 
determinó, por IFI, las preparacionesseobcervaron en un microscopio 
óptico rnarcaZeiss equipadocanelsistemadeepifluorescencia. Tomado 
deOitega-Pierres y Parkhouse, 1985 

Cuandose emplearonlos AcM en ensayosde IFI 
para determinar su reactividad in situ empleando 
seccionesfijadas de los tres estadios del parásito, 
se comprobóque éstos reconocen antigenos en la 
superficie de los tres estadios, asi como en el 
órgano copulatoriodel machoadult~.~~Sedetermi- 

nó que los AcM NIM-M1 y NIM-MZdirigidoscontra la 
LM, reconocieron también una estructura interna 
del parásitodenominada esticosoma, el cual es un 
órgano en donde se producen los antigenos de E/ 
S del parásito. De estosdos AcM sóloel AcM, N1 M- 
M1 reconoció antigenos expuestos en la superficie 
(Figura 4 A y B). Asi se demostró que estos 
compartimentos de la LM comparten determinan- 
tes antigénicos y que los componentes de superfi- 
cie quizá se generen en el esticosoma; los meca- 
nismos por lo cuales estos se transportan a la 
superficieaún se desconocen. Porotro lado, no se 
descarta la posibilidad de que los antigenos de 
superficiese produzcan a otro nivel y sólo compar- 
tan determinantes antigénicos con los productos 
de E/S. Considerandoestos hallazgos, losantigenos 
reconocidos por el AcM NIM-M1 se denominaron 
antigenos de superficie/esticosoma (SIE). 

Otro aspecto importante del uso de los AcM 
dirigidosencontrade losantigenos deS/E de la LM, 
fue purificarlos empleando columnas de afinidad 
conSefarosa4By el AcM NIM-MI. Asi seobtuvieron 
cuatro antigenoscon pesosmolecularesde72,65, 
52 y 47 kDa (Figura 5). Considerandovarios repor- 
tes relacionados con el hecho de que los estadios 
de LM y pre-adulto de T. spiralis inducen respues- 
tas inmunes protectoras más eficaces que los 
otros estadios del parásito,lS se decidió evaluarel 
potencial de los antigenos de S/E para generar 
protección en contra de la infección con T. spiralis 
en un modelo experimental murino. 

Figura 4. Reactividad por IFI del AcM NIM-M1 con LM vivas y con secciones fijadas de estas La reactividad del AcM NIM-M1 se analizó con 
LM vivas y con seccmnes fijadas de éstas empleando IFI. Las preparaciones de la LM asi procesadas, se observaron en un microscopio óptico 
marca Zeiss equipado con el sistema de epifluorescencia. Las microfotografias muestran LM vivas (A) y secciones de éstas (6  ) tenidas con 
el AcM-NIM-MI. Tomado de ScLaren y cal. 1987. (10). 
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Figura 5. Análisis eledroforético de los antigenos de superficie1 
esticosoma de la LM pudficados con el AcM NlM-M1 El extracto total 
de la LM se pasó por una columna de Sefarosa 48 a la que se acopló 
el AcM NIM-M1 para purificar los antigenos de S/E. Los componentes 
deS/Easi purificados, seanalizaron porSDS-PAGE.a) Componentes 
del extracto total. b) antigenos de SIE purificados. Tomado de Ortega- 
Pierres y col., 1989 

Los estudios realizados mostraron que la 
inmunización de ratones con los antigenos purifi- 
cados de SIE de la LM, activó una respuesta 
inmune en estos animales, capaz de conferir pro- 
tección ante un reto de los animales con el parási- 
t ~ . ~  Esto último se midió tanto por la reducción de 
LM que se establecieron en tejido muscular, como 
por una expulsión temprana de parásitos adultos 
en los animales inmunes comparadocon animales 
control (Figuras6 y 7). Estos hallazgossonde gran 
importancia, ya que los componentes de SIE aisla- 
dos, pueden tener un uso potencial en métodos 
inmunoprofilácticosy decontrol deesta enfermedad. 

Otroaspecto degran relevancia en el estudio de 
la triquinosis, ha sido el desarrollo de métodos de 
diagnóstico que permitan, de manera eficaz, de- 
tectar al hospedero infectado. En nuestro país, 

resulta particularmente importante la implemen- 
tación de métodos sensibles y específicos para la 
triquinsis porcina, debido a que los cerdos se 
consideran la fuente principal de infección para 
seres humanos en los brotes de la enfermedad, 
reportados en los últimos años en diversos esta- 
dos de la Republica Mexicana. 

Dosis de inmunización (,ug) 
Figura 6. Determinación del porcentaje de reducción en el número de 
LM obtenidas de ratones inmunizados con los antigenos purificados 
de S/E de la I M Ratones BALB/c fueron inmunizados con diferentes 
dosis (5, 10,50, 100 y 150 ug) de antigenos purificados de S/E de la 
LM. A los 30 dias pos-infección se sacrificaron los animales y se 
determinó elDorcentaiede reducciónenelnúmerodeLM recuoeradas 
oeeslosanima es -aSDarraSrepresenfane numerodeexper mentos 
rea zaoos para cada 00s s Tomado ae Ortega-P erres y co 1989 

0 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8  

Dios post-infección 

Figura 7. Determinación del número de adultos recuperados de 
ratones inmunizados con los antigenos purificados de S/E de la LM. 
Ratones BALBlc fueron inmunizados con 100 uo de antioenos de SI  
E p.rdcaaos de -M Como controes se ncuyeran ratones oe a 
msma cepa inyeciados con PBS Toaos los animales se infeclaron 
con-Malosoas4 6 8 10 12 14 1 6 ~ 1 8 ~ 0 s - n t e c c o n  losanimales 
se sacrificaron y los adultos se recuperaron del intestino de estos 
Adultos recuperados de animales control (m -.) y de ratones 
inmunes (A - A ) Tomado de Ortega-Pierres y col 1989 
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Considerando esto último, llevamos a cabo en 
principio, un estudio longitudinal encerdos infecta- 
dos experimentalmente con LM del parásito, para 
determinar qué antigenos de este estadio eran 
reconocidos másfrecuentemente por los animales 
infectados. En este estudio se determinó que los 
componentes de la LM reconocidos durante la 
infecciónexperimental, tuvieron pesos mole-culares 
similares a los antigenos da SIE purificados porel 
anticuerpomonoclonal NIM-M1 (Figura8). Estos com- 
ponentes no fueron reconocidos por muestras de 
suerocontrol. Con baseenestosdatos, sedecidió 
evaluar la eficacia de los componentes purificados 
deSIE dela LM para eldiagnósticode la triquinosis 
en cerdos de traspatio de varias localidades de la 
República Mexicana. Estosellevó acaboemplean- 
do ELlSA y en estos ensayos se comparó el uso de 
los antigenos de SI€ con el empleo de extractos 
totales y antigenos de EIS del mismo estadio del 
parásito (Figura 9). 

Figura 8. Antígenos de LM de T spiralis reconocidos por sueros de 
cerdos infectados experimentalmente con el parásito Los 
componentes del extracto total de LM se separaron por SDS-PAGE 
y se transfirieron a papel de nitrocelulosa (PNC). Las tiras de PNC se 
incubaron con sueros de cerdos infectados experimentalmente con 
LM y coledados a diferentes intervalos después de la infeccion (a) 
y con sueros de cerdos no infectados (b). Los pesos moleculares de 
las proteinas empleadas como marcadores se indican en la figura. 
Tomado de Arriaga y col. 1989." 

Los resultados de este estudio mostraron que 
con el uso del extracto total se determinaron un 
gran número demuestras desuero aparentemente 
positivas (Figura 9a). Sin embargo, al emplear los 
antigenos purificados de SIE (Figura 9b) o de EIS 
(Figura 9c), el número de muestras positivas dis- 
minuyó considerablemente, sugiriendo que el ex- 
tracto total da reacciones inespecificas. Los sue- 
ros control incluidos enestos ensayosdieronvalo- 
res altos de absorvancia con el extracto total y 
valores negativos con los antigenos de S/€ y EIS 
(12). Estos reslutados sugieren que los antigenos 
de SI€ y de €/S, permiten la detección especifica 
de la infección en cerdos de traspatio con mayor 
sensibilidad que los extractoscrudos de la LM. Asi 
mismo, se empleó el ensayo de inmunoelectro- 
transferencia para identificar a los antigenos de la 
LM que son reconocidos por los sueros de cerdos 
de traspatio, que presentaron valores positivosen 
ELlSAcon antigenos de SIE y EIS. Los resultados 
mostraron queestos sueros presentaron un recono- 
cimiento de antigenos de SIE con pesos mole- 
culares de 72,65,52 y 47 kDa similaral observado 
en los cerdos infectados experimentalmente (Fi- 
gura 10). Las muestras de sueros control no pre- 
sentaron reactividad con los antigenos de la LM. 
Estos datos mostraron que lo santigenos de SIE de 
la LM de este parásito son reactivos específicos 
que permiten la detección, con altasensibilidad, de 
cerdos infectados naturalmente con T. spiralis.12 

Con la finalidad deevaluarel ELlSAempleando 
antigenos de SIE y el método de inmunoelec- 
trotransferencia desarrollado para triquinelosis 
porcina, llevamosa cabovariosestudiosen donde 
se realizaron en forma paralela y en el mismo 
animal, los ensayos mencionados, empleado 
muestras de suero, asi como los métodos de 
digestión artificial de tejido musculary la detección 
de larvas por triquinoscopía. Los resultados de 
estos ensayos mostraron una correlación directa 
entre la detección de larvas en tejido muscular por 
los métodos empleados, la positividad en ELlSA y 
el patrón de antigenos de SE reconocidos por las 
muestras de sueros de animales infectados, natu- 
ralmente determinado por inmunoelectrotrans- 
ferencia. (Figura 11). Así, se propone que los mé- 
todos serológicos desarrollados, ofrecen mejores 
posibilidades para llevara cabo estudios epidemio- 
Iógicosconfiables sobretriquinosis p~rc ina. '~  
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Fbura 9 Valores de densidad botica (0.0.) de muestras de cuero 
oecerao ae traspai o ooien a n  en ensalos de EL SA 21 zanao 
exiracio iolal de .M ia an* gpnos p-riflcaoos oe SIE (o o aniiqenos 
de EIS (c) Como controles se utilizaron muestras de suero de cerdos 
no infectados y de cerdos infectados experimentalmente con T 
spfrairs (1). Ascaris suum (A s ) o Trlchuris surs (T S) Los sueros 
provenian de Toluca Edo de Mexico (T) Paso de Ovejas Ver (PO) 
y de Paracho Mich (P) Tomado de Arriaga y col 1989 ' O  

Figura 10. Antlgenos de LM de T. spiralis reconocidos en 
inmunoelectro-transferencia por muestras de suero de cerdos de 
traspatio Los componentes del extracto total de LM se separaron por 
SOS-PAGE y se transfirieron a papel de nitrocelulosa (PNC). Lastiras 
de PNC se incubaron con diferentes muestras de suero. Carril 1: 
Muestra de suero de cerdo infectado experimentalmente. Carriles 2 
al 8- muestrasde suero decerdos de trasoatio oositivosen ELlSAcon 
os aniigenos p,rif caoos o? Si- Larr les 3 a 17 m-eslrasae s4ero 
do ceroos no infeclauns Carr 13 m..esrrii oe s&ra infectaau can 
T. suis Carril 14 muestra de suero de cerdo infectado con A suum 
Los pesos moleculares de las proteinas usadas como marcadores 
se indican en la figura Tomado de Arriaga y Col , 1989.'2 

F gdra 11 Anr genosoe a LM ne T spiral s reconoc aos por muesiras 
J e  bwro oe 'eraos bd~d icaaos  en rastros aei Eoo de Mexco -0s 
corrponen~esiieexiiacloioia oe.hFse~epararonpor SDS PAGEvse 

con m.xsiras3e sreroaecerflooe rasi'osae Eslaooae Mexco Carril 
1 ni owaorq  .frooacrrno n'eciaooexpei menla meniecon T spiral s 
Carril2suerodecerdonoinfectado Carriles3al5muestrasdesuerode 
cerdosenlosaueseencontraron oordiaestion artificial5.741 v483 LM 
en eldrafragma, respectivamente: ~ a r r i e s 6  y 7.muestrasd&uerode 
cerdosnegativosendigestibnartificialy negativosen ELlSAcon antigenos 
puriflcadosdeS1E. Lospesosmolecularesdelasproteinasusadascomo 
marcadores se indican en la figura Tomado de Arriaga y col. 1989 l 1  

Considerando la eficacia en el diagnóstico, de 
epitopes inmunogénicos en los componentes 
protéicos de los antigenos de SIE de la LM, una 
estrategia útil para su producción a gran escala, 
puede abordarse mediante el empleo de técnicas 
de DNA recombinante. Para ello decidimos clonar 
los genes que codifican para estas proteinas y 
expresarlas en sistemas bacterianos. Se constru- 
yó un banco de cDNA de este estadio del parásito 
en el vector lambda gt1 1.14 De este banco se 
seleccionaron clonas recombinantes que expre- 
saron péptidos que comparten determinantes 
antigénicos con proteinas de superficie de la LM, 
empleando anticuerpos de ratón en contra de 
antigenos de SIE de este estadio. Las clonas 
recombinantes aisladas se caracterizaron con re- 
lación al tamaño del inserto de DNA clonado, de 
acuerdo a la proteína de fusión que expresaron y 
por hibridación del DNA clonado con RNA del 
parásito, para determinar el tamaño del o de los 
transcritos. Seaislaron tres clonas recombinantes 
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denominadas Ts-1 , Ts-2 y Ts-3, las cuales expre- 
saron proteinas de fusión de 118 y 121 kDa. Los 
fragmentos de DNA clonados tuvieron un tamaño 
de 1500 y 500 pb y la hibridación de éstos con RNA 
totaldel parásito, mostró tres bandas de RNAcuyo 
tamaño fue de 950, 1350 y 2130 nu~ leót idos .~~ 

Con el objeto de expresar y de purificar de 
manera más eficaz uno de los péptidos recombi- 
nantes, el inserto de 1500 pb de la clona Ts-3 se 
subclonó en el vector pGEX-3X, obteniéndose el 
péptido del parásitofusionadoa laenzimaglutatión 
transferasa. Una vez purificado el péptido de fusión 
de la clonaTs-3 (Figura 12) se procedióa emplear- 
lo en ELlSA paraevaluar su potencial en el diagnós- 
tico de la triquinosis en cerdos. Los resultados de 
estosensayosmostramnvalores positivosen ELlSA 
para muestras de cerdos infectados tanto de ma- 
nera experimental, como aquellos que se infectan 
naturalmente(Figura 13). Las muestrasde sueros 
control no presentaron reactividad positiva, de- 
mostrando la especificidad del método. Por lo que 
seproponeque el péptido rewmbinantedelaLM de 
T. spkalispuede ser útil en estudios epidemiológicos 
paratriquinosis porcina.15 

En función de los avances obtenidos durante el 
desarrollo de este trabajo, y considerando los re- 
sultados obtenidos por otros grupos de investiga- 
ción referentes a la caracterización de antigenos 
de superficie esticosoma y de excreción/secre- 

se tiene actualmente un concenso res- 
pecto a la alta inmunogenicidad de los componen- 
tes mencionados, así como de su utilidad en el 
diagnóstico de triquinosis. Así mismo, se ha de- 
mostrado su participación en el desarrollo de los 
mecanismos que inducen protección en el hués- 
ped. Esto último ofrece perspectivas del uso de 
estos componentes del parásito en la implemen- 
tación de métodos inmunoprofilácticos. 

Con relación a la utilidad de los antígenos de 
superficie/esticosoma en la detección de la infec- 
ción, y considerando que actualmente se han 
desarrollado métodos de diagnóstico sencillos y 
de fácil aplicación, se puede proponer el uso de 
estos ensayos a gran escala, para evaluar la 
incidencia real de la enfermedad en el ganado 

porcino en nuestro país. Esto último permitirá con- 
tarcon elementos indispensables para establecer 
programas de control efectivos, que permitan pre- 
venir y eventualmente erradicar fuentes de infec- 
ción para este padecimiento de parasitosis en 
México. 

Figura 12. Análise electroforético de la proteina de fusión de Ts-3 
cuyo cDNA se clonó en el vector pGEX-3x. El cDNA de la clona Ts- 
3 se subclonó en el vector pGEX-3x y la proteina de fusión se purificó 
por cromatografla de afinidad empleando una columna de Glutatión 
-Sefarosa 48 y posteriormente se analizo por SDS-PAGE Carril 1 
glutatión S-Transferasa purificada de la clona parental, Carril 3 
~ e ~ t i d o  recombinate de T soiralis ourificado. Los Desos moleculares 
de'las proteinas usadas cómo marcadores se indican 
Tomado de Yepez-Mulia y col 1994 

la figura. 
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analizados en ELlSA empleando el péptido recombinante de la LM 
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Comentario 

Ana Flisser 

El trabajo de ingreso de la doctora Guadalupe 
Ortega, muestra ante todo la amplia gama de 
experienciascientificas que ha adquirido la autora 
durante los años que le llevó realizar el trabajo. 
Incluye aspectos de inmunologia, tales como 
estandarización de técnicas para diagnóstico, 
preparación de anticuerpos monoclonales, 
demostración del efecto de anticuerpos y células 
sobre el parásito de su interés, asi como aspectos 
bioquimicos tales como marcaje de proteínas de 
superficie, purificación de dichas proteinas y su 
caracterización y también incluye aspectos de 
biologia molecular, como obtener una genoteca, 
seleccionar clonas positivas, subclonarlas en un 
vector adecuado y demostrar que la proteina 
recombinante es reconocida por anticuerpos diri- 
gidos en contra del parásito. 

La doctora Ortega ingresa a la Academia 
Nacional de Medicina para integrarse y reforzarel 
grupo de Parasitologia, área que cada vez tiene 
mayor reconocimiento por su importancia para 
México, e ingresa con un trabajo sobre un parásito 
poco estudiado en nuestro medio, Trichinella 
spiralis. La triquinosis es una enfermedad, que si 
bien no es endémica y no constituye un problema 
de salud pública en nuestro pais, si ocasiona 
brotes en diversas entidades, y es frecuentemente 
diagnosticada en algunos estados como Zacatecas. 
Me llama la atención que el enfoque del trabajo de 
la doctoraortega, es hacia el control delatriquinosis 
porcina, lo cual apoya la importancia delaszoonosis, 
que son infecciones del hombre adquiridas de 
animales vertebrados. En su trabajo, la doctora 
Ortega abarca tanto al cerdo, que es el huésped 
que nos transmite al pará-sito cuando ingerimos su 
carne, como al ratón, modelo experimental de gran 
utilidad para adquirirlos conocimientos básicos de 
esta relación huésped-parásito. 

La doctora Ortega corrió con mucha suerte al 
encontrar que únicamente se marcaban pocos 
antigenosde superficie. loque muy probablemente 
facilitó la producción y la selección de anticuerpos 
monoclonales. Estos reactivos, a su vez, permi- 
tieron demostrar su participación como eslabones 
para que los eosinófilosdel ratón pudieran destruir 

a las larvas de la triquinela y mostraran tener 
capacidad para inducir protección pasiva. 

El empleo de técnicas que permiten visualizar 
con detalle a los componentes del parásito, como 
el marcaje iodinado y la inmunofluorescencia, 
favorecieron la identificación de los antigenos de 
superficie y delsitiodesu producción, el esticosoma, 
asi como de los antigenos que el parásito secreta. 

Estos son los componentes de los agentes 
patógenos que más interesa estudiar, pues 
constituyen el arma principal de ataque y por lo 
tanto, su conocimiento permite entenderlos meca- 
nismos que ejerce el huésped para su defensa; en 
este caso, participan tanto mecanismos de la 
respuesta inmune humoral como los de la celular. 

La obtención de antigenospuros y lademostra- 
ción de su capacidad para inducir protección en 
contra de la infección con parásitos vivos, es el 
inicio de la ~roducción de una vacuna. lo aue 
probablemente, IadoctoraOrtegaretomará emplean- 
dotécnicasde DNArecombinante. Porahora, este 
tipodetecnologia la ha utilizadocon granéxito para 
la producción de proteinas recombinantesparauso 
diagnóstico. ~ste'es uno de los ideales de &alquier 
parasitológo dedicado al inmunodiag-nóstico, pues 
es, en teoria, un medio de producción ilimitada de 
antigenos, los que frecuentemente constituyen el 
aspecto mas complicado del inmuno-diagnóstico. 
Para esto, inicialmente demostró que es posible 
detectar anticuerpos en cerdos y en ratones 
infectados, empleandoa losantigenosde superficie 
y esticosoma y también a los de secreción. 

La doctora Ortega abordó con éxito la producción 
de un banco de cDNA y la identificación de clonas 
positivas empleando anticuerpos contra los 
antigenos de superficie y esticosoma, para 
finalmenteobtenerproteinas recombinantesa partir 
de un vector adecuado. La demostración del éxito 
resideen que estas clonas reaccionaron en ELlSA 
con los sueros de los cerdos. Ahora seguramente 
ensayará estesistemaenlos rastrospara identificar 
cerdosinfectados, y con esto, evitar la ingestión de 
carne con triquinelas, y por lo tanto, el surgimiento 
de brotes de triquinelosis humana. 
Bienvenida Guadalu~e. 
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