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La caracterizacion de los antigenos de superficie
del nematodo parasito Trichinella spiralis: estudio
de su participacion en los mecanismos de
proteccion y su utilidad en el diagnéstico
de la triquinosis
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Resumen

Entre los aspectos mds importantes enel estudio de
la triquinosis, se encuentra el desarrollo de los métodos
dediagnostico especificosy confiables. que permitania
deteccion oportuna de la infeccion, asi como la identi-
ficacionycaracterizacion de antigenos del pardsito que
previenen la infeccion. En este contexto, la caracteri-
zacion de los antigenos de superficie esticosoma y de
excrecion secrecionde la larva muscular de Trichinella
spiralis, ha sido muy relevante, dada su alta inmuno-
genicidad prdcticamente en todos los huéspedes hasta
ahora estudiados. Asi. durante ¢l desarrollo de este
trabajo se ha logrado identificar y caracterizar las
moléculas de estos dos compartimentos de la larva
muscularde T. spiralis gue se han empleado tanto enla
deteccion especifica de la infeccion por T. spiralis
(particularmenie en cerdos), como en los ensayos para
evaluar su potencial en la induccion de proteccion en
modelos murinos.

Palabras clave: Trichinella spiralis. antigenos de
superficie esticosoma y de excrecion seerecion,
profeccion, diagnostico.

Summary

Among the most important aspects in the siudy. of
trichinosis are the development of specificand sensitive
diagnostic methods for the detection of the infection by
the parasite as well as the characterization of antigens
from Trichinella spiralis that induce protection in the
host. In this context, the characterization of surface
stichosomeand excretory secretoryantigens of T. spiralis
muscle larvae has been an important issue due 1o the
high immunogenicily of such components in most hosis
sofar studied. Inthis work, we have been ableio identify
and characterize molecules from both compartments of
muscle larvae. These components have been used in
assays for specific detection of T. spiralis infections
particularly inpigs. aswell asinassaysto evaluate their
role in the induction of protection in mice.

Key words: Trichinella spiralis. surface stichosomal
anligens, excrelory secrelory cComponenis, protection,
diagnosis.
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Introduccion

Anivel mundial, la incidencia de enfermedades
producidas por parasitos helmintos es muy alta.
Las cifras reportadas porla Organizacién Mundial
de la Salud son del orden de 600 millones.” En la
mayor parte de los casos, estos parasitos infectan
primates o humanos, lo que dificulta su estudio en
condiciones experimentales. Sin embargo, algu-
nos como la Trichinella spiralis, son capaces de
infectar a un gran nimero de huéspedes incluyen-
do aanimales de experimentacion. Elpoder contar
con modelos experimentales ofrece muchas ven-
tajas parallevar a cabo estudios sobre [arespues-
ta inmune del huésped hacia el parasito, la
interaccion de éste con los mecanismos efectores
del huésped, asi como de la biologia misma del
parasito 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 parasitos helmintos.

T. spiralis es un'nematodo que causa ia enfer-
medad denominada triquinosis. En seres huma-
nos, ésta tiene una amplia distribucion y la fuente
principal de transmision es la carme de cerdo
infectada con este parasito. En algunos paises se
considera endémica; sin embargo, en la mayor
parte de las areas geogréficas en donde se pre-
senta estainfeccion, ocurre enformaepidémica. 23

Especificamente en nuestropais, se hanrepor-
tado brotes de la enfermedad en diversos estados
de laRepublica, a pesar de las medidas de control
sobrelacomercializacion de la carne de puerco;+s
por lo tanto, resulta muy importante detectar las
fuentes de infeccion e implementar medidas de
control, para evitar la transmisién de la enferme-
dad en seres humanos.

El diagndstico clinico de la enfermedad resulta
dificil, ya que los sintomas pueden confundirse
con los de otros padecimientos.® Debido a esto,
resulta muy importante desarrollar métodos sero-
l6gicos de diagnéstico para detectar tanto los
anticuerpos, como los antigenos del parasito, afin
de conocer especificamente si el individuo se
encuentra parasitado por T. spiralis.

La respuesta inmune que se genera en contra
de este parasito, esta en gran medida dirigida
hacia los antigenos de superficie que se localizan
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en la cuticula del parasito, asi como hacia los
antigenos de excrecion/secrecion de este mismo.”?
Esto es debido, en gran parte, a que los antigenos
presentes en estos compartimentos del parasito,
constituyen el primer sitio de interaccién entre el
parasito y el huésped. Es por esto que la caracte-
rizacion de estos antigenos de T. spiralis reviste
gran importancia, ya que pueden participar en los
mecanismos de proteccion en contra de la infec-
cién y también ser utiles en el desarrollo de los
métodos de diagnostico especificos y sensibles
para esta parasitosis.

Considerando lo anterior, inicialmente nos pro-
pusimos llevar a cabo la caracterizacién de los
antigenos de superficie de los tres estadios del
ciclo de vida de este parasito, que son: la larva
muscular (LM), el adulto (A)y lalarvarecién nacida
(LRN). Sin embargo, dada la importancia de los
antigenos de superficie del estadio de LM en Ia
induccion de inmunidad en el huésped infectado,
se enfatizo el estudio de éstos en su posible uso
para la induccion de proteccion, asi como en su
utilidad en el diagnéstico de la triquinosis.

Material y métodos

Parasitos. El ciclo de vida de Trichinella spiralis
se mantuvo en ratones BALB/c del Bioterio del
CINVESTAV-IPN. Las larvas musculares se obtu-
vieron por digestion en pepsina de musculo estriado
de ratones sacrificados, por lo menos 30 dias
después de la infeccién. Los parasitos adultos se
obtuvieron por incubacién de los intestinos de
ratas Sprague-Dale sacrificadas 6 dias después
de |a infeccion con LM. Las LRN se colectaron
después de incubar durante 18 h a 37°C los
parasitos adultos en medio DMEM adicionado con
10% de suero fetal bovino.®

Preparacion de los antigenos de T. spiralis.

Extracto total. Elextracto se obtuvo porhomoge-
nizacion de las LM o A en solucién amortiguadora
de Tris 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 usé el método de sonicacion para
romperlos parasitos.?




Antigenos purificados de superficie/esticosoma:
S/E. Estos antigenos de la LM se obtuvieron por
cromatografia de afinidad, empleando un anticuer-
po monoclonal preparado vs antigenos de S/E, de
acuerdo a o descrito por Ortega-Pierres y col.®

Antigenos de excreciones-secreciones de la
LM. Los antigenos de E/S fueron amablemente
proporcionados poreldoctor H.R. Gamble del De-
partamento de Agricultura de los Estados Unidos,
Beltsville MA, USA.

Marcaje de los antigenos de superficie y el
anélisis electroforético. El marcaje de componen-
tes de superficie de los tres estadios de T. spiralis,
se llevo a cabo empleando 251 y cloramina T de
acuerdo al protocolo reportado por Ortega-Pierres
y col.? Los antigenos asi obtenidos, se analizaron
por electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (SDS-PAGE).

Obtencién de anticuerpos monoclonales, ensa-
yos de inmunofluorescencia indirecta (IFl) y de
actividad biolégica de estos anticuerpos. La
obtencion de anticuerpos monoclonaies (AcM)en
contra de los antigenos de superficie de los tres
estadios de T. spiralis y los ensayos de IF| con
parasitos vivosy paralalocalizacion de reactividad
de los AcM en secciones fijadas de LM, se realiza-
ron de acuerdo a lo descrito por Ortega-Pierres y
col.2y por McLaren y col.’ Como ensayos de acti-
vidad de AcM con LRN, se emplearon citotoxicidad
mediada por anticuerposy transferenciapasivade
inmunidad.

Evaluacién de los antigenos de superficie de
LM en fa induccién de inmunidad protectora hacia
T. spiralisenratones. Los antigenos purificados de
superficie de LM se evaluaron en cuanto asu papel
en la induccion de la inmunidad protectora en
ratones BALB/c, determinando el nimerode LMy A
recuperados de animales inmunizados con los
antigenos de superficie de LM y retados con LM.®

Muestras de suero. Las muestras de suero
analizadas se obtuvieron de cerdos infectados
exprimentalmente, de cerdos de traspatio y de ani-
males sacrificados en rastros del Estado de Méxi-
co. Las muestras de sueros control se obtuvieron
de cerdos noinfectados con T. spiralis o de anima-
les infectados con Ascaris suum o con Trichuris
suis solamente. 213

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

purificados de S/E, antigenos de E/S, y el péptido
recombinante de la LM, seguin [a técnica escrita
por Arriaga y col.’?

Inmunoelectrotransferencia. Lainmunoelectro-
transferencia de las proteinas de lalarvamuscular
de T. spiralis y |la reactividad inmunolégica de las
muestras de suero de cerdos control e infectados,
se realizaron como lo describen Arriaga y col.12

Deteccién de LM en tejido muscular de anima-
les. La deteccién de LM en tejido muscuiar de
diafragma y lengua de cerdos infectados experi-
mentaimente y de manera natural con 7. spiralis
(cerdos derastro), sellevé a cabo portriquinoscopia
y digestion artificial de acuerdo a lo descrito por
Arriagay col.'®

Obtencién del banco de cDNA de T. spiralis,
seleccién y caracterizacion de clonas recombinates
y subclonacion delinserto de cDNA en el pldsmido
PGEX-3X Elbanco decDNA dela LM del parasito,
se prepar6 en el bacteriéfago lambda gt11 y las
clonas recombinantes se selecionaron, emplean-
do anticuerpos de ratdn preparados en contra de
antigenos purificados de superficie de LM.'* La
caracterizacion de las clonas recombinantes y la
subclonacién detinserto de cDNA de una de éstas
en el plasmido pGEX-3X, se llevd a cabo como [o
describen Yépez-Muliay col."®

Purificacion del péptido de fusion. La purifica-
cién del péptido de fusién de la LM de T.spiralis
clonado en el vector pGEX-3X, se realiz6 em-
pleando una columna de Glutatién Sefarosa 4B de
acuerdo a lo reportado por Yépez-Mulia y col.’s

Resultados y discusion

En principio se llevd a cabo |a caracterizacion
de los antigenos de superficie de los tres estadios
del parasito, por medio de radiomarcaje de super-
ficie con.’?5] Estos estudios permitieron definir
primeramente que los componentes de superficie
de los tres estadios de vida de este parasito, que
son accesibles al marcaje con el radioisotopo
empleado, son pocos en numero. Asi se identifica-
ron, por SDS-PAGE: 4 antigenos para la LM de
105, 90, 55y 47 kDa; 3 componentes para el A de
40, 33 y 20 kDa y finalmente 4 moléculas para la
LRN de64, 58,34 y30kDa (Figura 1). Esimportante
sefialarque elnimero de antigenos radiomarcados,
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aunqgue es reducido, puede variar, asi como su
migracion electroforética, dependiendo del méto-
do de marcaje y del agente solubilizante que se
emplee en la extraccién de estos componentes,
como ha sido reportado por nuestro grupo y por
otros autores.® 10

Eihecho de que estos componentes de super-
ficie sean pocos en ntimero, facilité su caracteriza-
cion tanto por métodos bioquimicos como por
ensayos inmunolégicos. Considerando estos Ulti-
mos, se prepararon AcM en contra de estos antige-
nos. De éstos se selecionaron aquelios que pre-
sentaron reactividaden contradelasmolécutas 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-M8 para la LRN. En
ensayos de precipitacion de antigenos marcados
de los tres estadios conlos AcM seleccionados, se
observé quelos AcMreconocieron especificamente
los componentes marcados de cada estadio del
paréasito, sin presentarse reacciones cruzadas.
Asimismo, se observé por IFI que algunos AcM
reconocieron epitopes expuestos en la superficie
del parasito. mientras gue otros AcM, aun cuando
precipitaron antigenos radiomarcados similares,
no reaccionaron con la superficie de parasitos
vivos (Cuadro 1)
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Figura 1. Analisis electroforético de antigenos de superficie de los
tres estadios de 7. spiralis marcados con. '8 | Los antigenos de LM,
Ay LRN se marcaron con '* | empleando cloraminta T y se analizaron
por SDS-PAGE en condiciones reductoras (A) y no reductoras (B),
Los pesos moleculares de las proteinas usadas como marcadores

se indican en (a figura

Cuadro I. Antigenos de superficie de Trichinella spiralis especificos de estadios
y especificidad de los anticuerpos monoclonales

PesaMolecular (X10?)

Anticuerpas monoclonales

Estadio Antigenos de superficie Reconacimiento
Notnbre Especificidad de superficie
Larvamuscular 105, 90, 55, 47 NIM-M1 105, 90, 55, 47 +
NIM-M2 90, 47,
Adufto 40, 33 20 NIM-M3 40, 20 +
NIM-M4 40, 20
Lavareciénnacida 64, 58, 34, 30 NIM-M5 64 +
NIM-ME 64
1) L molecularesde los antig des ficie se deferminaron en condiciones reductoras
2) La o de los antic ! det 5 porcoprecipilacio anti de superft dos con

a5y

3

Tomado de Ortega-Pierres y cols, 1984b

A

Elreconocimiento de antfgenas de superficie de cada estadio se analizo por

wciaindirects.
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Estos resultados sugirieron que se pueden ge-
nerar respuestas inmunes hacia determinantes
expuestos, o no, enla superficie del parasito, siendo
quizalas primeras de masrelevancia enla elimina-
cion del parasito. Asimismo, éstas pueden estar
dirigidas hacia determinantes de diferente natura-
leza bioquimica, ya sea protéica o glucosidica
dentro de la misma molécula. De hecho, la reacti-
vidad con diferentes lectinas permitié determinar
que algunos de los componentes de superficie son
glicoproteinas, y que la porcién de carbohidratos
se encuentra expuesta sélo en algunos de los
estadios del parasito.®?

El uso de los AcM permitié determinar asi-
mismo algunas funciones biolégicas de los mis-
mos. Asi, se determind que los AcM NIM-M5
funcionan como enlace para la destruccién por
eosindfilos de larvas recién nacidas, en una reac-
cion de citotoxicidad mediada por anticuerpos
(Figura 2), mostrando asi por primera vez de
manera directa, la participacion de estas céfulas
en los mecanismos de destruccién del parasito, y
por lo tanto, en el control de la infeccion que
produce.’? Asimismo, el uso de estos anticuerpos
monoclonales NIM-M5 permitié demostrar que
cuando éstos fueron transferidos pasivamente a
ratones, se obtuvo un alto grado de proteccion
cuando los animales se infectaron con LRN. Esto
ultimo se midi6 por la reduccion en el nimero de
LM que se establecieron en tejido muscular de los
animales que recibieron pasivamente los AcM pre-
vio alainfecciéon con LRN."" Asi se demostroé tanto
in vivo como jn vitro laimportancia de la respuesta
inmune humoral en el control del establecimiento
de LRN en el hospedero infectado.

El usc de estos reactivos monoespecificos
permitid estudiar asimismo, la organizacion de
componentes de la superficie del parasito. En el
casodelaslarvasrecién nacidas se determind, por
ensayos de IFi con el AcM NIM-M5 y por inmuno-
precipitacion de antigenos radiomarcados de LRN,
que el antigeno de 64 kDa se encuentra expuesto
enia superficie del parasito solamente durante las
primeras etapas de desarrollo de este estadio
(Cuadro ). Posteriormente se detectan las otras
moléculas de superficie y se pierde la reactividad
con el AcM NIM-M5. Estos resultadosindicaron que
ocurren cambios dinamicos con respecto a los
antigenos de superficie durante el desarrolio de la

6

LRN, lo cual puede tener implicaciones importan-
tes enlos mecanismos de evasién del parasitoala
respuesta inmune del hospedero.®

Figura 2. Microfotografia de LRN incubadas con el AcM NIM-M5 y
eosindfilos, Las LRN fueron incubadas con el AcM NIM-5 en presencia
de eosindfilos. Después deincubarlas durante 2ha 37°C, se determind
eln.mero ae _RN a3faoas por ace 2n 0e eos Nof 0S mea aaa por 0s
AN Lamucrofotograt amr westra na RN rooeaaaae eos not osycon
$0nos ge nano en acut cuia Tomado ae Ortega-P eries yco 1684

o N

Cuadro II. Reactividad del anticuerpo monocional
(AcM) NIM-M5 con larvas recién nacidas de T.
spiralis determinada por IFl y precipitacion de

antigenos de superficie.

Tiempode Porcentaje PMC del antigeno de
colectade de RN superficieiodinade de LRN
LRN? positivos par precipitados con el AcM
IFIe
30min 100% 54
4h 100% B4
6h 100% B4
8h 20% 64
18h 0%
24h 0%

a} Las LRN se colectaron en los tiempos sefialados. bor cen-
tnfugac ordferenc a apartirde parésitosagu [os cult vados
enmea o DMEA aa clonado con 10 % de suerofeta bobno

b} El% deLRN conreaclividad flucrescente, se reporta como el
nidmero de LRN gue reaccionaron con el AcMNIM-MS poriFi
de un niimero definido de LRN empleado enelensayo.

c) Pesomolecular en kDa de/ antigento de superficie marcado
con'?] e inmunoprecipitado por el AcM NIM-M5.

Datos tomados de Orfega-Pierres y col. 1984."!
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Con relacion en la reactividad de AcM hacia
componentes de superficie del A, se determiné que
el AcM NIM-M3reconoce especificamente el érga-
no copulatorio del macho adulto (Figura 3), sugi-
riendo laespecializacion regionalen componentes
de la superficie de este parasito.?

Figura 3. Reactividad por IF1 del AcM NIM-M3 con parasitos adultos de
T. spiralis. La reactividad del AcM NIM-M3 con parasitos adultos se
determind, por IF|, las preparaciones se observaron en un microscopio
optico marca Zeiss equipadocon el sistema de epifiuorescencia. Tomado
de Ortega-Pierres y Parkhouse, 1985.%

Cuando se emplearonlos AcM en ensayos de IFI
para determinar su reactividad in situ empleando
secciones fijadas de los tres estadios del parasito,
se comprobo que éstos reconocen antigenosenla
superficie de los tres estadios, asi como en el
6rgano copulatorio del macho adulto.’® Se determi-

no que los AcM NIM-M1 y NIM-M2 dirigidos contrala
LM, reconocieron también una estructura interna
delparasito denominada esticosoma, el cuales un
organo en donde se producen los antigenos de E/
Sdelparasito. De estos dos AcM séloel AcM, NTM-
M1 reconocié antigenos expuestos en la superficie
(Figura 4 A y B). Asi se demostrd que estos
compartimentos de ia LM comparten determinan-
tes antigénicos y que los componentes de superfi-
cie quiza se generen en el esticosoma; los meca-
nismos por lo cuales estos se transportan a la
superficie aun se desconocen. Porotrolado, no se
descarta [a posibilidad de que los antigenos de
superficie se produzcan a otro nivel y sélo compar-
tan determinantes antigénicos con los productos
deE/S. Considerandoestos hallazgos, los antigenos
reconocidos por el AcM NIM-M1 se denominaron
antigenos de superficie/esticosoma (S/E).

Otro aspecto importante del uso de los AcM
dirigidos encontrade losantigenos de S/IEdela LM,
fue purificarlos empleando columnas de afinidad
con Sefarosa4Byel ACMNIM-M1. Asi se obtuvieron
cuatro antigenos con pesos moleculares de 72,65,
52y47kDa (Figura 5). Considerando varios repor-
tes relacionados con el hecho de que los estadios
de LMy pre-adulto de T. spiralis inducen respues-
tas inmunes protectoras mas eficaces que los
otros estadios del parasito,'? se decidi6 evaluar e!
potencial de los antigenos de S/E para generar
proteccién en contra de la infeccion con T. spiralis
en un modelo experimental murino.

Figura 4. Reactividad por IF| del AcM NIM-M1 con LM vivas y con secciones fijadas de éstas. La reactividad del AcM NIM-M1 se analizé con
LM vivas y con secciones fijadas de éstas empleando IF). Las preparaciones de la LM asi procesadas, se observaran en un microscopio dptico
marca Zeiss equipado con el sistema de epifiucrescencia. Las microfotografias muestran LM vivas (A) y secciones de éstas (B.) tefiidas con
el AcM-NIM-MI. Tomado de ScLaren y col, 1987. (I0).
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Figura 5. Andlisis electroforético de los antigenos de superficie/
esticosoma de la LM purificados con el AcM NIM-M1. El extracto total
de la LM se paso por una columna de Sefarosa 4B a la que se acopié
el AcM NIM-M1 para purificar los antigenos de S/E. Los compaonentes
de S/E asi purificados, se analizaron por SDS-PAGE. a) Componentes
del extracto total. b) antigenos de S/E purificados. Tomado de Ortega-
Pierres y col., 1989. °

Los estudios realizados mostraron que la
inmunizacion de ratones con los antigenos purifi-
cados de S/E de la LM, activé una respuesta
inmune en estos animales, capaz de conferir pro-
teccién ante un reto de los animales con el parasi-
to0.® Esto ultimo se midi6 tanto por la reduccion de
LM gue se establecieron en tejido muscular, como
por una expulsion temprana de parasitos adultos
enlos animales inmunes comparado con animales
control (Figuras6y7). Estos hallazgos sonde gran
importancia, ya que los componentes de S/E aisla-
dos, pueden tener un uso potencial en métodos
inmunoprofilacticos y de control de esta enfermedad.

Otroaspectodegranrelevanciaenelestudio de
la triquinosis, ha sido el desarrollo de métodos de
diagnostico que permitan, de manera eficaz, de-
tectar al hospedero infectado. En nuestro pais,

resulta particularmente importante la implemen-
tacion de métodos sensibles y especificos parala
triquinsis porcina, debido a que los cerdos se
consideran la fuente principal de infeccion para
seres humanos en los brotes de la enfermedad,
reportados en los Ultimos afios en diversos esta-
dos de la Republica Mexicana.

% Reduccidn en Larvas Musculares

Dosis de inmunizacidn {ug)

Figura 6. Determinacion del porcentaje de reduccion en el nimero de
LM obtenidas de ratones inmunizados con los antigenos purificados
de S/Edelal 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-infeccién se sacrificaron os animales y se
determind el porcentaie de reduccion en e! nimero de LM recuperadas
ae estosanima es _as barras representan e numero de exper mentos
fea zaaos para cada aos s. Tomado de: Ortega-P erres y co. 19899

B

< LN
- \‘
\

o 2 4 3 g 10 12 14 0] ]

Dias post-infeccion

N2 de adultos recuperados

Figura 7. Determinacién del nimero de adultos recuperados de
ratones inmunizados con los antigenos purificados de S/E de la LM.
Ratones BALB/c fueron inmunizados con 100 ug de antigenos de S/
€ purifcados de .M Como controes se ncuyeron ratones de a
msma cepa inyectados con PBS. Todos los animales se infectaron
con_Malosa'as4 6 8 10 12 14 16y 18 pos- nfecc on ios animales
se sacrificaron y los adultos se recuperaron del intestino de éstos.
Adultos recuperados de animales control (8 —e) y de ratones
inmunes (4 —— 4 ). Tomado de Ortega-Pietres y col., 1989.%
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Considerando esto Uitimo, llevamos a cabo en
principio, un estudio longitudinal encerdosinfecta-
dos experimentalmente con LM del parasito, para
determinar qué antigenos de este estadio eran
reconocidos mas frecuentemente porlos animales
infectados. En este estudio se determind que los
componentes de la LM reconocidos durante la
infeccion experimental, tuvieron pesos mole-culares
similares a los antigenos de S/E purificados por el
anticuerpomonocional NIM-M1 (Figura 8). Estos com-
ponentes no fueron reconocidos por muestras de
suero control. Conbase en estos datos, se decidié
evaluar la eficacia de los componentes purificados
de S/E dela LM para eldiagnostico dela triquinosis
en cerdos de traspatio de varias localidades de la
Republica Mexicana. Esto sellevé acabo emplean-
do ELISAy en estos ensayos se compard etuso de
los antigenos de S/E con el empleo de extractos
totales y antigenos de E/S del mismo estadio del
parasito (Figura 9).

a b

PM i
X10°> '

| .4-- ox
94— :
87— ﬂill':ll
s =aBalaes
30—

714 2230364252 5870 7 36 TO
Dias Post-infeccidn

Figura 8. Antigenos de LM de 7. spiralis reconocidos por sueros de
cerdos infectados experimentalmente con el pardsito. 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 ¢on sueros de cerdos infectados experimentaimente con
LM y colectados a diferentes intervalos después de ia 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."
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Los resultados de este estudio mostraron que
con el uso del extracto total se determinaron un
grannumero de muestras de suero aparentemente
positivas (Figura 9a). Sin embargo, al emplear los
antigenos purificados de S/E (Figura 9b) o de E/S
(Figura 9c), el numero de muestras positivas dis-
minuy6 considerablemente, sugiriendo que el ex-
tracto total da reacciones inespecificas. Los sue-
ros control incluidos en estos ensayos dieron valo-
res altos de absorvancia con el extracto total y
valores negativos con los antigenos de S/E y E/S
(12). Estos reslutados sugieren que los antigenos
de S/E y de E/S, permiten la deteccién especifica
de la infeccién en cerdos de traspatio con mayor
sensibilidad que los extractos crudos delaLM. Asi
mismo, se empleé el ensayo de inmunoelectro-
fransferencia paraidentificar a los antigenos dela
LM que son reconocidos por los sueros de cerdos
de traspatio, que presentaron valores positivos en
ELISA con antigenos de S/E y E/S. Los resultados
mostraronque estos sueros presentaronun recono-
cimiento de antigenos de S/E con pesos mole-
cularesde 72,65, 52 y 47 kDa similar al 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 quelos antigenos de S/E de
la LM de este pardsito son reactivos especificos
que permiten la deteccién, con alta sensibilidad, de
cerdosinfectados naturaimente con 7. spiralis.2

Conlafinalidad de evaiuarel ELISA empleando
antigenos de S/E y el método de inmunoelec-
trotransferencia desarrollado para triquinelosis
porcina, llevamos a cabo varios estudios en donde
se realizaron en forma paralela y en el mismo
animal, los ensayos mencionados, empleado
muestras de suero, asi como los métodos de
digestion artificial de tejido muscular y la deteccion
de larvas por triquinoscopia. Los resultados de
estos ensayos mostraron una correlacion directa
entre la deteccién de larvas en tejido muscular por
los métodos empleados, la positividad en ELISAy
el patron de antigenos de SE reconocidos por las
muestras de sueros de animales infectados, natu-
ralmente determinado por inmunoelectrotrans-
ferencia. (Figura 11). Asi, se propone que los mé-
todos serologicos desarrollados, ofrecen mejores
posibilidades parallevar a cabo estudios epidemio-
l6gicos confiables sobre triquinosis porcina.™
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Figura 9. Valores de densidad optica. (0.D.) de muestras de suero
ge cerao ae traspat o ootenaos en ensayjos de EL SA it zanao
extracto total de _M (@ ant genos p.rificacos ae S/E (o o antigenos
de E/S (c}. Como controles se utilizaron muestras de suero de cerdos
no infectados y de cerdas infectados experimentalmente con T.
spiralis (1), Ascaris suum (A.s.) o Trichuris suis (T.s). Los sueros
provenian de Toluca, Edo de México (T), Paso de Ovejas, Ver, (PO)
y de Paracha, Mich. (P). Tomado de Arriaga y col. 1989.*
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Figura 10. Antigenos de LM de 7. spiralis reconocidos en
inmunoelectro-ransferencia por muestras de suero de cerdos de
traspatio. 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 diferentes muestras de suero. Carril 1:
Muestra de suero de cerdo infectade experimentalmente, Carriles 2
al 8: muestras de suero de cerdos de traspatio positivas en ELISA con
0s antigenos punf cagos ge Sr=. Carres 9a 12: m.estras ge s.ero
de ceraos no infectaoas Carr 13 muestra ae suero infectaco con
7. 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. Tormado de Arriaga y Col., 1989.2
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Fgura11 Ant'genosace alLMae T sprral s reconoc aos por muestras
9e sLero oe ceraos sacrificagos en rastros ael Eao. de Mexco _os
componentes J¢ extractotota ae .M se separaronpor SDS-PAGE y se
transfirieron apapel denitrocelulosa (PNC). lastiras de PNC se incubaron
€ONMLesIras g s.ero e cerao oe rast'os ae Estaaoae Mexico. Carril
1 m.estraqe s .eroae ceran n'ectaco exper.menta mentecon T spral's.
Carril2suero de cerdonoinfectado. Carriles 3al S muestras de suero de
cerdos enlos que seencontraron por digestion artificial 5, 741 y 483 LM
en el diafragma, respectivamente. Carriles 6y 7 : muestras de suero de
cerdos negativos en digestion artificial y negativosen ELISAcon antigenos
purificadosde S/E. Los pesos moleculares detas proteinasusadas como
marcadores se indican en la figura. Tomado de Arriaga y col. 1989 #

Considerando la eficacia en el diagnéstico, de
epitopes inmunogénicos en los componentes
protéicos de los antigenos de S/E de la LM, una
estrategia Util para su produccion a gran escala,
puede abordarse mediante el empleo de téchicas
de DNA recombinante. Para ello decidimos clonar
los genes que codifican para estas proteinas y
expresarlas en sistemas bacterianos. Se constru-
yo6 un banco de cDNA de este estadio del parasito
en el vector lambda gt11.’4 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 ratén en contra de
antigenos de S/E de este estadio. Las clonas
recombinantes aisladas se caracterizaron con re-
lacion al tamafio del inserto de DNA clonado, de
acuerdo a la proteina de fusién que expresaron y
por hibridacion del DNA clonado con RNA del
parasito, para determinar el tamafio del o de los
transcritos. Se aislaron tres clonas recombinantes

Gac Méd Méx Vol.131 No.1




denominadas Ts-1, Ts-2 y Ts-3, las cuales expre-
saron proteinas de fusion de 118 y 121 kDa. Los
fragmentos de DNA clonados tuvieron un tamafio
de 1500y 500 pb yla hibridacion de éstos con RNA
total del parasito, mostré tres bandas de RNA cuyo
tamafio fue de 950, 1350 y 2130 nucleétidos.+

Con el objeto de expresar y de purificar de
manera mas eficaz uno de los péptidos recombi-
nantes, el inserto de 1500 pb de la clona Ts-3 se
subclond en el vector pGEX-3X, obteniéndose el
péptido del parésito fusionado alaenzima glutatién
transferasa. Una vez purificado el péptido de fusion
delaclonaTs-3(Figura 12) se procedio a emplear-
loenELISA paraevaluar supotencialenel diagnés-
tico de la triquinosis en cerdos. Los resultados de
estosensayosmostraronvalores positivosen ELISA
para muestras de cerdos infectados tanto de ma-
nera experimental, como aguellos que se infectan
naturalmente (Figura 13). Las muestras de sueros
control no presentaron reactividad positiva, de-
mostrando la especificidad del método. Por lo que
se propone que el péptido recombinantedelaLMde
T. spiralis puede ser til en estudios epidemioldgicos
paratriquinosis porcina.'®

Conclusiones

Enfuncién de los avances obtenidos durante el
desarrollo de este trabajo, y considerando los re-
sultados obtenidos por otros grupos de investiga-
cion referentes a la caracterizacion de antigenos
de superficie esticosoma y de excrecidn/secre-
cién, 202! se tiene actualmente un concenso res-
pecto ala altainmunogenicidad de los componen-
tes mencionados, asi como de su utilidad en el
diagnostico de triquinosis. Asi mismo, se ha de-
mostrado su participacion en el desarrollo de los
mecanismos que inducen proteccion en el hués-
ped. Esto ultimo ofrece perspectivas del uso de
estos componentes del parasito en la implemen-
tacién de métodos inmunoprofilacticos.

Con relacion a la utilidad de los antigenos de
superficie/esticosoma en la deteccion de la infec-
cién, y considerando que actualmente se han
desarrollado métodos de diagndstico sencillos y
de facil aplicacién, se puede proponer el uso de
estos ensayos a gran escala, para evaluar la
incidencia real de la enfermedad en el ganado
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porcino en nuestro pais. Esto dltimo permitiré con-
tar con elementos indispensables para establecer
programas de control efectivos, que permitan pre-
venir y eventualmente erradicar fuentes de infec-
cion para este padecimiento de parasitosis en
México.
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Figura 12. Andilisis electrofarético de la proteina de fusion de Ts-3
cuyo cDNA se clond en el vector pGEX-3x. EIl cDNA de la clona Ts-
3 se suibclond en el vector pGEX-3x y |a proteina de fusion se purificd
por crematografia de afinidad empleande una columna de Glutation
-Sefarosa 4B y posteriormente se analizo por SDS-PAGE. Carril 1
glutation S-Transferasa purificada de la clona parental; Carril 3
péptido recombinate de 7. spiralis purificado. Los pesos moleculares
de las proteinas usadas como marcadores se indican en la figura.
Tomado de Yépez-Mulia y col. 1994.'%
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Figura 13. Valores de densidad dptica (O.D.) de muestras de suero
de cerdo infectados experimental o naturalmente con T. spiralis
analizados en ELISA empleando el péptido recombinante de la LM
clonado en el vector pGEX-3x. Las sueros de los cerdos infectados
se emplearon a una ditucion 1:100 y el péptido recombinante a una
concentracion de Sug/ml. Gomo control se emplearon muestras de
suero de cerdos infectados con T. suis (T.s.) A. suum, y Cysticercus
cellulosae C.c.; C muestras de suero de cerdos no infectados; SCI.
muestras de suero de cerdos infectados. Tomado de Arizmendi, N.
1994.2
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Comentario

AnaFlisser

El trabajo de ingreso de la doctora Guadalupe
Ortega, muestra ante todo la amplia gama de
experiencias cientificas que ha adquiridola autora
durante los afios que le llevo realizar el trabajo.
Incluye aspectos de inmunologia, tales como
estandarizacion de técnicas para diagnodstico,
preparacion de anticuerpos monocionales,
demostracion del efecto de anticuerpos y células
sobre el parasito de suinterés, asi como aspectos
bioquimicos tales como marcaje de proteinas de
superficie, purificacion de dichas proteinas y su
caracterizaciéon y también incluye aspectos de
biologia molecular, como obtener una genoteca,
seleccionar cionas positivas, subclonarias en un
vector adecuado y demostrar que la proteina
recombinante es reconocida por anticuerpos diri-
gidos en contra del parasito.

La doctora Ortega ingresa a la Academia
Nacional de Medicina paraintegrarse y reforzar el
grupo de Parasitologia, area que cada vez tiene
mayor reconocimiento por su importancia para
México, e ingresa con un frabajo sobre un parasito
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 publica en nuestro pais, si ocasiona
brotes en diversas entidades, y es frecuentemente
diagnosticada en algunos estados como Zacatecas.
Me llama la atencién que el enfoque del trabajo de
la doctoraQOrtega, es hacia el control dela triquinosis
porcina, lo cualapoyalaimportancia delas zoonosis,
que son infecciones del hombre adquiridas de
animales vertebrados. En su trabajo, ia doctora
Ortega abarca tanto al cerdo, que es el huésped
que nos transmite al para-sito cuandoingerimos su
came, como alratdon, modelo experimental de gran
utilidad para adquirir los conocimientos basicos de
estarelacion huésped-parasito.

La doctora Ortega corrid con mucha suerte al
encontrar que Unicamente se marcaban pocos
antigenos de superficie, lo que muy probablemente
facilité la produccion y la seleccion de anticuerpos
monoclonales. Estos reactivos, a su vez, permi-
tieron demostrar su participacion como eslabones
para que los eosindfilos del raton pudieran destruir
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a las larvas de la triquinela y mostraran tener
capacidad parainducir proteccion pasiva.

El empleo de técnicas que permiten visualizar
con detalle a los componentes del parasito, como
el marcaje iodinado y la inmunofluorescencia,
favorecieron la identificacion de los antigenos de
superficie y del sitio de su produccion, el esticosoma,
asicomo de los antigenos que el parasito secreta.

Estos son los componentes de los agentes
patégenos que mas interesa estudiar, pues
constituyen el arma principal de atague y por lo
tanto, suconocimiento 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.

Laobtencién de antigenos puros yla demostra-
cion de su capacidad para inducir proteccion en
contra de la infeccién con parasitos vivos, es el
inicio de la produccién de una vacuna, lo que
probablemente, ladoctora Ortegaretomaraemplean-
dotécnicas de DNA recombinante. Porahora, este
tipo detecnologiala ha utilizado con gran éxito para
laproduccion de proteinas recombinantes parauso
diagnostico. Este es uno de losideales de cualquier
parasitolégo dedicado alinmunodiag-nostico, pues
es, en teoria, un medio de produccion ilimitada de
antigenos, los que frecuentemente constituyen el
aspecto mas complicado del inmuno-diagndstico.
Para esto, inicialmente demostré que es posible
detectar anticuerpos en cerdos y en ratones
infectados, empleando alos antigenos de superficie
y esticosoma y también a los de secrecion.

LadoctoraOrtega abordd con éxitola produccion
de unbanco de cDNA y la identificacion de clonas
positivas empleando anticuerpos contra los
antigenos de superficie y esticosoma, para
finalmente obtener proteinas recombinantesa partir
de un vector adecuado. La demostracion del éxito
reside enque estas clonas reaccionaronen ELISA
con los sueras de los cerdos. Ahora seguramente
ensayara este sistema enlos rastros paraidentificar
cerdosinfectados, y con esto, evitarlaingestion de
carne contriquinelas, y porlo tanto, el surgimiento
de brotes de triquinelosis humana.

Bienvenida Guadalupe.






