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1. Introducciéon

Los nematodos son organismos multicelulares que incluyen a la
mayoria de los patégenos mas complejos de interés médico y
veterinario. Tienen una amplia distribucidon geogréafica, siendo las
zonas tropicales los sitios en donde ocasionan problemas severos
de salud publica (31). En este grupo de organismos se encuentra
clasificado el parasito Trichinella spiralis, el agente causal de la
triquinelosis. Esta enfermedad que se presenta en una gran
variedad de huéspedes, incluyendo el hombre, ha cobrado
importancia en afios recientes ya que las fuentes de transmision,
en varios paises, no han sido controladas adecuadamente. Asi se
informa acerca de brotes de la misma en diversas zonas del
mundo, incluyendo México (32, 42, 43).

Un aspecto importante en el control de la triquinelosis es
contar con métodos de diagndstico adecuados que permitan
detectar las fuentes de infeccion para el ser humano. Al respecto,
varios estudios han demostrado que una de las principales formas
de transmision de esta parasitosis al hombre, es el consumo de
carne de cerdo infectada con larvas viables de Trichinella
spiralis. Por tanto, gran parte de los esfuerzos para prevenir la
triquinelosis humana se enfocan a la deteccion, en los rastros, de
cerdos infectados con este parasito. Si bien la deteccion del
parasito en animales destinados al consumo humano se realiza, en
general, por métodos como triquinoscopia o digestién artificial,
dichos métodos resultan en ocasiones poco eficientes. Esto se
debe, en gran parte, a que la cantidad de tejido muscular
examinado no siempre es suficiente para poder detectar las larvas,
sobre todo, en animales con cargas parasitarias leves. De esta
forma, se propone como una alternativa para el diagnoéstico de la
triquinelosis porcina los métodos seroldgicos que utilicen
antigenos especificos del parasito.
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En este contexto, en anos recientes se han efectuado varios
estudios enfocados a identificar, purificar y caracterizar
componentes antigénicos de T. spiralis con la finalidad
principal, de estudiar su potencial diagndstico.

I1. Caracteristicas de los antigenos de la larva muscular
de Trichinella spiralis utiles en el diagndstico

T. spiralis presenta a su huésped, al igual que muchos otros
parasitos, un mosaico antigénico muy complejo, induciendo en
este ultimo respuestas inmunes tanto humorales como
celulares especificas. Las ultimas pueden amplificar y modular
mecanismos inespecificos, en los cuales participan una gran
variedad de tipos celulares y procesos fisioloégicos (36). Los
antigenos de este parasito que inducen y activan estas
respuestas inmunes se presentan en tres compartimientos: la
superficie, los productos de excrecion-secrecion y el soma. De
estos componentes aquellos que se localizan en la superficie o
que son excretados por el parasito revisten mayor importancia,
pues constituyen la interfase entre el parasito y el huésped.
Este hecho estimul6 la realizacién de una gran cantidad de
estudios tanto en relacidon con su caracterizacidén, como en
cuanto a la utilidad de los mismos en el diagndstico y
proteccion.

De los tres estadios que se desarrollan durante el ciclo de
vida de T. spiralis, el de la larva muscular ha sido estudiado
de manera mas amplia. Esto se debe, en gran medida, a que
varios informes demostraron que la respuesta inmune que se
genera en el huésped hacia este estadio del parasito genera una
inmunidad protectora y resistencia a la reinfeccion (7, 9). Por
otro lado, se considera que la alta inmunogenicidad de
componentes de la larva permite emplear algunos de ellos en
ensayos de diagnostico (1). Asi, varios componentes de este
estadio han sido caracterizados, aun cuando los atributos
funcionales de éstos no han sido completamente definidos, su
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utilidad en el diagnédstico de triquinelosis, asi como su papel
protector en contra de la infeccién por el parasito, han sido
ampliamente demostrados (4, 17, 18, 19, 22, 35, 38, 49, 50). En
relacion con los antigenos de superficie de la larva muscular,
estudios pioneros de Philipp et al. (41) permitieron definir,
mediante técnicas de radiomarcaje, que estos son pocos en
numero y con pesos moleculares de47, 55, 90y 105 Kd, estadio
especifico, y que pueden ser liberados activamente in Vitro en el
medio de cultivo en que se mantiene a los parasitos por
periodos limitados. Analisis de afinidad a lectinas y de
separacion electroforética de estas proteinas en condiciones
reductoras y no reductoras revelaron que el componente de 47
Kd es una glicoproteina, mientras que el antigeno de 55 Kd es
de naturaleza proteinica solamente (40). Ambas moléculas
forman dimeros, dando origen a un componente glicoproteinico
de 90 Kd y una proteina de 105 Kd respectivamente. Los
mapas peptidicos de las moléculas de 47 y 55 kd mostraron una
alta homologia 10 que sugirié la existencia de un polipéptido
comun para los cuatro antigenos de superficie de este parasito
(40).

Estudios posteriores de Ortega-Pierres et ai. (37)
permitieron, mediante el empleo de anticuerpos monoclonales,
caracterizar mas ampliamente los antigenos de superficie de
este estadio del parasito. Cuando se empled un anticuerpo
monoclonal designado NIM-M1, se observd que reconocia 4
moléculas de superficie marcadas con 125 con pesos molecu-
lares de 47, 55, 90 Y 105 Kd, mientras que otro anticuerpo
monoclonal denominado NIM-M2 reconociélos componentes
de 47 y 90 Kd, los cuales se encuentran glicosilados. El analisis
por inmunofluorescencia de estos anticuerpos puso de
manifiesto que el anticuerpo monoclonal NIM-M1 reconocio
antigenos expuestos en la superficie del parasito, mientras que
el anticuerpo monoclonal NIM - M2 no presentd reactividad
hacia éstos; ello sugirié que los determinantes reconocidos por
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este ultimo anticuerpo no se encuentran expuestos en la
superficie. Si bien dichas moléculas fueron consideradas como
componentes de superficie, estudios realizados por Silberstein y
Despommier (49), Capo et 01. (12) y McLaren et al. (33),
pusieron de manifiesto, por medio de ensayos inmuno-
citoquimicos, que los anticuerpos monoclonales dirigidos contra
la superficie también reconocian componentes del esticosoma.
Estudios mas recientes de Takahashi et al. (57) demostraron que
el origen de los antigenos de superficie son los granulos n de los
esticocitos que constituyen, con los granulos B y v, el esticosoma
organo secretor de la larva muscular que ocupa la parte media
anterior del cuerpo del parasito. Se demostré asi que los
componentes de superficie/esticosoma comparten determinantes
antigénicos con productos de excrecidon secrecion de este estadio
del parasito.

Otros grupos de trabajo informan la caracterizacion de
moléculas semejantes. Asi, Silberstein y Despommier (49),
mediante técnicas de cromatografia de afinidad y anticuerpos
monoclonales, purificaron moléculas de 48 y 50-55 Kd. El
componente de 48 Kd se localizo en los B esticocitos y la
superficie de la larva muscular; el componente de 50-55 Kd se
detect6 en los nesticocitos y sélo eventualmente en la cuticula.
Gamble y Graham (18), con las mismas técnicas, lograron
purificar dos componentes de 49 y 53 Kd a partir de productos de
excrecion-secrecion. Dado que los pesos moleculares de los
componentes aislados por los diferentes grupos de investigacion
eran muy semejantes, se propuso que se trataba de moléculas
similares. Con el objeto de estudiar tal posibilidad, recientemente
se realizd un taller para el analisis de diversas preparaciones
antigénicas de T. spiralis y de anticuerpos, tanto monoclonales
como policlonales, dirigidos contra antigenos de los tres estadios
del parasito. En dicho evento participaron varios grupos de
investigacion, los cuales proporcionaron y analizaron
independientemente los dife-
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rentes reactivos bioldgicos. Los anticuerpos fueron analizados
empleando técnicas de ELISA, inmunotransferencia, inmu-
noprecipitacion y electroforesis en doble dimensién. En la
caracterizaciéon de los antigenos de la larva muscular se
emplearon extractos totales del parasito, productos de
excrecion-secrecion y antigenos de superficie/esticosoma
marcados radioactivamente. Los resultados de estos analisis,
mostraron que la mayoria de los anticuerpos monoclonales y
policlonales reconocieron moléculas muy similares en las
diferentes preparaciones antigénicas estudiadas (2). Se propuso
denominar a este grupo de antigenos TSL-1, cuyos pesos
moleculares estan comprendidos entre 40-50 Kd y 45-100 Kd
en condiciones reductoras y no reductoras respectivamente. En
el Cuadro 1 se incluyen los distintos grupos de antigenos
clasificados segin su reconocimiento por los diversos
anticuerpos monoclonales empleados en este estudio.

Considerando que casi todos los anticuerpos monoclonales
y policlonales analizados hasta ahora presentan un
reconocimiento especifico hacia los antigenos del grupo Ts LI,
se sugiere que estas moléculas son inmunodominantes. Debido
a esto, los antigenos de superficie/esticosoma y de excreciones-
secreciones clasificados en este grupo pueden ser considerados
como reactivos utiles y especificos en el diagndstico de
triquinelosis. En la siguiente seccion, se describen los estudios
realizados sobre el uso de estos componentes en el desarrollo
de métodos para el diagndstico de triquinelosis porcina.

I11. Diagnoéstico de la triquinelosis porcina

Los métodos tradicionalmente empleados para diagnosticar la
triquinelosis en cerdos son la triquinoscopia y la digestion
artificial con pepsina, los cuales permiten la deteccion directa
del parasito en los tejidos. En México, las normas del
Programa Nacional de Vigilancia de la Contaminacion
Quimica y
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Biolodgica de los Alimentos establecen que en los rastros se debe
usar un triquinoscopio o, por 10 menos, un microscopio para la
deteccidon de T. spiralis en los tejidos de los animales que son
sacrificados (48). Empero, en la mayoria de el10s no se efectua
ningun examen debido a que se carece del equipo necesarioy a 10
laborioso de los métodos.

Otro enfoque en el diagndstico de triquinelosis porcina es el
empleo de pruebas serologicas. Estas, generalmente mas sensibles
que los métodos de deteccion directa del parasito, permiten
estudiar un numero elevado de muestras en corto tiempo, por 10
que pueden ser de mucha utilidad no sélo en los rastros, sino
también en estudios epidemioldgicos.

1. Pruebas de diagnéstico inmunolégico

Algunas pruebas serologicas empleadas para el diagnostico de
la triquinelosis porcina son fijacién de complemento, aglutinacién
de particulas de latex, hemoaglutinacién pasiva,
inmunofluorescencia y, mas recientemente, métodos inmuno-
enzimaticos como el ensayo de ELISA y la inmunotransferencia
(3, 6, 43, 46). De éstas, el ensayo de ELISA se emplea con mayor
frecuencia en los ultimos afios, debido a su alta sensibilidad y
facilidad de realizacion.

Los primeros estudios en los que se empled6 un ensayo
inmunoenzimatico para el diagnostico triquinelosis en cerdos
fueron realizados por Ruitenbergetal. (44). La prueba mostro ser
mas sensible que la inmunofluorescencia y la deteccidon directa
del parasito (29) aunque se observo un elevado numero de falsos
positivos (45). Esto se atribuyd, en algunos casos, a que
fracciones del suero de cerdo pudieron interferir con la prueba
(13). Otra posible explicacion es la presencia de reacciones
cruzadas con otros parasitos. En este aspecto, algunos autores
(45,58) no encontraron que la presencia de otras parasitosis
interfiriera con la especificidad de la prueba.



80 DIAGNOSTICO DE LA TRIQUINELOSIS

Sin embargo, estudios posteriores demostraron que hay
epitopos en antigenos de T. spiralis, compartidos con otros
parasitos que se encuentran comunmente en los cerdos, como
Trichuris suis o Ascaris Suum (18). De ahi que la presencia de
alguno de ellos en el animal pueda afectar los resultados de la
prueba de ELISA, en particular cuando se utilizan antigenos
crudos de T. spiralis (4). Debido a esto, se ha puesto énfasis en
el uso de antigenos purificados del parasito, de forma tal que su
empleo ha incrementado la especificidad del ensayo de ELISA.
Seawright et al. (47) compararon un antigeno crudo
deslipidizado, un antigeno soluble de una fraccién de la larva
muscular enriquecida con granulos secretorios del esticocito,
denominada S3, y una preparacion antigénica purificada
obtenida al pasar la fraccion S3 por una columna de afinidad
cargada con anticuerpos anti-T. spiralis. De las pruebas
realizadas se concluyd que la utilizacion de la fraccion S3
purificada, en ensayos de ELISA, permitia detectar con mayor
especificidad los cerdos infectados que cuando se emplea el
antigeno crudo. Este mismo antigeno purificado se us6 para
determinar, por ELISA, la prevalencia de triquinelosis en
cerdos del estado de Luisiana, Estados Unidos de América (24).
Para ello, se obtuvieron muestras de suero y de diafragma de
1225 cerdos sacrificados en 21 rastros pequeiios del sureste del
estado. En estos ensayos se detectd un solo animal positivo por
digestion artificial, mientras que cuatro (0.33%) resultaron
positivos en ELISA, 10 cual refleja la mayor sensibilidad de la
prueba.

Por otro lado, Gamble et al. (17) observaron una mayor
especificidad de la prueba de ELISA empleando antigenos de
excrecion-secrecion que cuando se usé un extracto crudo del
parasito. Una ventaja en el uso de antigenos de excrecion-
secrecion es que ¢éstos contienen un menor numero de
componentes que el extracto crudo, como se demostré por
electroforesis en geles de poliacrilamida. El empleo de estos
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antigenos en ensayos de ELISA permitié eliminar los falsos
positivos. No obstante, se encontraron algunos sueros falsos
negativos de animales infectados en el campo con cargas
parasitarias de menos de O.1 larvas/g de tejido. Una
explicacion a esta observacion fue que el desarrollo de
anticuerpos, en animales con cargas parasitarias ligeras, puede
tardar varias semanas después de la infeccidén, como se observo
en este mismo trabajo en cerdos infectados experimentalmente
con dosis bajas de larvas musculares.

En otro estudio, Gamble y Graham (18) purificaron dos
componentes de excreciones-secreciones por cromatografia de
afinidad con el anticuerpo monoclonal 7C2C5 y los utilizaron
en ensayos de ELISA para deteccion de triquinelosis en cerdos.
Los resultados de estos ensayos mostraron un incremento en la
especificidad del ELISA al utilizar los antigenos purificados.

Posteriormente, Murrell et al. (35) emplearon los antigenos
de excrecidn-secrecion en un estudio de campo con muestras
séricas de 168 cerdos, provenientes de hatos donde
previamente se habia diagnosticado esta parasitosis. Los
resultados mostraron una sensibilidad de 92 a 93% y
especificidad de 92 a 95%, que fueron determinadas
empleando dos criterios para establecer el punto de corte de los
animales positivos. Asi, usando el criterio mas estricto de 5
valores de densidad optica arriba del promedio de los testigos
negativos, 11 animales con infecciones leves de menos de 5
larvas/g fueron considerados falsos negativos. Sin embargo,
cuando el punto de corte se consider6 como 4 veces la
densidad optica de los testigos, s6lo 6 cerdos que tenian menos
de llarva/g dieron valores negativos. Por otra parte, se
considerdé que los cerdos al parecer falsos positivos podrian
haber estado infectados, aunque no se detectaron larvas en los
tejidos. Este seria el caso de animales con infecciones recientes
en las que las larvas no se han establecido todavia en los
musculos, o animales con infecciones
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cronicas, los que podrian tener larvas en el musculo en proceso
de calcificacion, poco resistentes a la digestion con pepsina.
Considerando 10 anterior, Murrell et al. (35) concluyeron que el
ensayo de ELISA era de gran utilidad para estudios
epizootiologicos y potencialmente aplicable a la deteccion de
cerdos infectados con T. spiralis en los rastros.

Smith (51), en un primer estudio empleando antigenos de
excrecion-secrecion, encontrd que cinco de 1009 cerdos
examinados fueron negativos en ELISA, aunque por digestion
artificial estos animales mostraban cargas parasitarias muy
ligeras (0.01 a 0.046larvas/g). Las observaciones hechas por
este autor y por otros (17) en animales infectados
experimentalmente, sugieren que los resultados falsos ne-
gativos pueden deberse a que los cerdos con infecciones ligeras
tardan mas tiempo en presentar seroconversion o a variaciones
en la capacidad de los cerdos en responder a la infeccion por T.
spiralis. Sin embargo, todas las infecciones de mas de 1larva/g
fueron detectadas. Posteriormente, Smith et al. (52) utilizaron la
prueba de ELISA con los componentes de excrecidon-secrecion
para determinar la prevalencia de triquinelosis en cerdos
canadienses. Los resultados mostraron que 4 de 15,318 cerdos
(0.026%) fueron positivos. Dicho porcentaje es mucho mas
bajo y seguramente mas exacto que el 2.5% encontrado por
Faubert et al. (16), quienes utilizaron en el ELISA un extracto
crudo, 10 que pudo haber influido al observar un numero
elevado de falsos positivos. Dadas las ventajas de este ensayo
empleando los antigenos de excrecidon-secrecion, algunos
autores han tratado de implementarlo en los rastros. Asi,
Isenstein et al. (27) evaluaron el uso de un "kit" comercial de
ELISA * para el diagndstico de triquinelosis en muestras
séricas de 3211 cerdos de rastro. En este estudio, se analizaron
también muestras de 5 g de diafragma de estos

* Idetek, Inc.



CIENCIA VETERINARIA 6-1994 83

mismos animales, las cuales fueron analizadas por digestion
artificial. Los resultados mostraron que ninguna de las
muestras de tejido examinadas fue positiva en digestion
artificial, mientras que en ensayos de ELISA se obtuvieron
entre 0.5 y 8.8% de sueros seropositivos, utilizando tres
distintos puntos de corte. Ademas, todos los cerdos con mas de
1 larva/g fueron detectados en el ELISA. De este estudio, se
concluyo que la confiabilidad de la prueba era por 10 menos
equiparable a la de los métodos de digestion utilizados en
Europa, ofreciendo ademas la ventaja de su facilidad de
realizacion.

Asimismo, Oliver et al. (39) utilizaron también ensayos de
ELISA para deteccion de triquinelosis en cerdos sacrificados
en un rastro de gran volumen de Carolina del Norte, E.U.A. En
este estudio se examinaron 20,987 sueros de cerdo por medio
del ELISA con antigenos de excrecion-secrecion,
encontrandose una prevalencia de 1.37 %. Los resultados de
este ensayo se compararon con los obtenidos en pruebas de
digestion de tejido muscular y se encontré6 que cuando se
utilizaron muestras de 5 g de diafragma no se detectaron cerdos
positivos. Sin embargo, al emplear mayor cantidad de tejido en
las digestiones se encontraron larvas de T. spiralis en 2 de los
288 animales positivos en ELISA. En estos estudios, también
se incluyeron 93 sueros de animales infectados en el campo y
35 sueros de cerdos infectados experimentalmente con T.
spiralis. Todas estas muestras fueron seropositivas, excepto una
de los cerdos infectados experimentalmente, con solo 3 larvas/
g. Por tanto, se concluyo que era factible utilizar este método
para deteccion de la triquinelosis porcina en rastros de gran
volumen, ya que el proceso puede ser automatizado y permite
identificar por 10 menos el 98% de los cerdos que pudieran
infectar al ser humano.

Recientemente, Cowen etal. (14), en un estudio realizado en
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el mismo estado encontraron mediante ensayos de ELISA una
prevalencia de 0.38%, la cual difiere de la encontrada por
Oliver et al. (39). Es probable que las diferencias se deban a
que el punto de corte utilizado en los dos estudios fue
diferente, ya que en el ultimo se usé un criterio mas estricto.
Asimismo, en este estudio no se encontré diferencia en el
indice de prevalencia entre cerdos de granjas de ciclo completo
y cerdos de desecho. Tampoco hubo diferencia entre la edad de
los animales seropositivos y los negativos, aunque si se
encontré6 mayor numero de machos positivos que de hembras y
mayor numero de animales seropositivos provenientes de
explotaciones pequefias. Otro aspecto que se sefala en este
trabajo es que la localizacion de las explotaciones puede influir
en la prevalencia de la triquinelosis, como 10 sugiere Campbell
(10), ya que aparentemente esta parasitosis se encuentra en
focos localizados.

Al igual que los productos de excrecion-secrecion, los
componentes de superficie/esticosoma de la larva muscular de
T. spiralis presentan gran potencial antigénico, ya que son los
que se exponen mas directamente al sistema inmune del
huésped. A este respecto, Arriaga et al. (4) evaluaron la
utilizacion de estos antigenos para el diagndstico de la
triquinelosis en cerdos.

Inicialmente, para determinar cuales de estos componentes
son importantes durante la activacion de la respuesta inmune y
ser potencialmente utiles en el diagnostico, se analizaron
muestras séricas de cerdos infectados experimentalmente
empleando ensayos de inmunotransferencia. En estos ensayos,
los componentes del extracto total se separaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa, las que luego se incubaron con las
muestras de sueros de cerdos infectados, colectadas a
diferentes tiempos después de la infeccion experimental con T.
spiralis.
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Los patrones obtenidos en dicho estudio mostraron que cinco
componentes de la larva muscular con peso molecular de
105,72.67,52 Y 47 Kd son reconocidos especificamente por los
cerdos (Figura 1). De éstos, cuatro antigenos con peso molecular
de 72, 67,52 y 47 Kd son los mismos que reconoce el anticuerpo
monoclonal NIM-MI (Figura 2), obtenido por Ortega-Pierres et
al. (37). Esto permitiéo emplear dicho monoclonal para purificar
por cromatografia de afinidad los antigenos de
superficie/esticosoma. Los componentes asi purificados se
usaron en ensayos de ELISA para el diagnostico de triquinelosis
con sueros de cerdos de traspatio. En esta evaluacion, se
compar¢ el uso de los antigenos purificados con la utilizacion de
extractos totales del parasito y antigenos de excrecidn secrecion.
Los sueros analizados provenian de animales de traspatio de los
Estados de México, Veracruz y Michoacan. Los resultados
(Figura 3) mostraron que con el extracto total se obtenia un
numero elevado de sueros aparentemente positivos. Sin
embargo, al emplear los antigenos purificados o los de
excrecion-secrecion, el numero de sueros positivos fue
considerablemente menor, 10 que sugiere que muchas de las
reacciones positivas obtenidas con el extracto total eran
inespecificas. Estas ultimas pudieron deberse a reacciones
cruzadas, pues el examen coproparasitoscopico mostré que los
cerdos de traspatio estaban muy parasitados, principal mente con
Hyostrongylus spp,Ascaris suum, Trichuris suis e Eimeria spp.
En relacién con esto ultimo, se observdo que cuando se
incluyeron en el ensayo de ELISA sueros de cerdos infectados
experimental mente con Ascaris suum o Trichuris suis, los
valores de densidad oOptica obtenidos fueron elevados usando el
antigeno crudo, mientras que estos disminuyeron al utilizar los
antigenos purificados de superficie/esticosoma y los de
excrecion-secrecion. En este mismo estudio, se empled el ensayo
de inmunotransferencia; los resultados mostraron que los sueros
de cerdos de traspatio con valores positivos en
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ELISA, usando los antigenos purificados, reconocian
especificamente los mismos antigenos de la larva muscular de
T. spiralis, detectados por cerdos infectados
experimentalmente con el parasito.

En un estudio posterior de Arriaga et al. (5), se tomaron
simultaneamente muestras de tejido muscular de diafragma y
lengua, asi como muestras séricas de cerdos de traspatio
sacrificados en algunos municipios del Estado de México.
Estos se analizaron por digestion artificial y ensayos de
ELISA respectivamente; se encontréo de nuevo que el empleo
de antigenos purificados permite detectar de manera especifica
a los cerdos detraspatio infectados por T. spiralis. Esto se basa
en el hecho de que hubo asociacion entre la presencia de
larvas en los tejidos y los valores positivos en ELISA.
También se demostré por inmunotransferencia que los
animales infectados tuvieron el mismo patron de
reconocimiento antigénico que los cerdos infectados
experimentalmente con T. spiralis (Figura 4).

En un estudio reciente, se compararon los resultados
obtenidos con los métodos de compresion de tejido, digestion
artificial, ELISA e inmunotransferencia en el diagndstico de
triquinelosis en cerdos sacrificados en rastros del estado de
Michoacan. En éste se analizaron 250 muestras de tejido, las
cuales fueron negativas en triquinoscopia y digestion artificial.
Empero, cinco de estos cerdos mostraron valores positivos en
ensayos de ELISA utilizando los antigenos de superficie/
esticosoma purificados. Los resultados de este ensayo se
confirmaron por inmunotransferencia, ya que los sueros
positivos mostraron patrones de reconocimiento antigénico
caracteristicos de cerdos infectados por T. spiralis (Figura 4).
Los resultados demuestran que los métodos mas sensibles
como el ELISA o la inmunotransferencia permiten un
diagnostico mas certero de la triquinelosis porcina, porque es
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posible detectar animales con infecciones ligeras que no
pueden ser identificados por métodos directos.

El empleo de pruebas como la prueba de ELISA requiere de
equipo especial que dificilmente se tiene en todos los rastros de
México, por 10 que actualmente se estan desarrollando otras
modalidades de ensayos inmunoenzimaticos como el Dot-
ELISA, de facil aplicacion en el campo y los rastros. En esta
prueba, el antigeno es fijado a papel de nitrocelulosa y la
realizacion del ensayo es semejante al del ELISA estandar, pero
con la ventaja de poderse leer directamente. En este contexto,
Su y Prestwood (54) utilizaron este ensayo para deteccion de
triquinelosis en sueros de cerdos y 10 compararon con el ELISA
estandar y la inmunotransferencia. Los resultados mostraron
que la prueba , utilizando antigenos de excrecion-secrecion, era
tan sensible como el ELISA o la inmunotransferencia y tan
especifica como la ultima. Recientemente, se han desarrollado
ensayos tipo Dot-ELISA empleando antigenos purificados de
superficie/esticosoma, los resultados preliminares mostraron
que estos permiten discriminar los sueros de cerdos infectados
experimentalmente de sueros de cerdos testigos no infectados.
Hoy dia, se evaltia la utilizacion de esta prueba para la
deteccion de animales infectados en el campo.

Otro método que permite establecer inequivocamente la
infeccion con T. spiralis es la deteccion de antigenos circulantes
del parasito en el suero del animal infectado. Tal aspecto se ha
abordado en estudios de triquinelosis en seres humanos y
animales experimentales (11, 20, 21). En estos estudios, en los
que se emplearon tanto anti cuerpos policlonales como
monoclonales en ensayos de ELISA, se detectaron antigenos
circulantes en ratas y en seres human os desde los seis y los
diez dias posinfeccion, respectivamente. Es importante sefialar
que en estas pruebas, se presentan diferencias en cuanto a la
efectividad de captacion de antigenos circulantes por los
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diferentes anticuerpos monoclonales, como 10 sefialaron Gémez-
Garcia et al. (20), ya que uno de los dos anticuerpos
monoclonales utilizados permitié la deteccidén de antigeno
circulante en mayor numero de sueros de ratas infectadas
experimentalmente. Ivanoska et al. (26), empleando el anticuerpo
monoclonal 7C2C5 (18) en ensayos inmunorradiométricos,
detectaron antigenos circulantes en el suero de 29/62 (47%)
personas con triquinelosis clinica y 5/39 (13%) pacientes que
habian sido expuestos a la infeccion, pero no presentaban signos
clinicos de la enfermedad. En este mismo estudio se determind,
con la técnica de inmunofluorescencia, que los 62 sueros de las
personas con signos clinicos y 18 de los 39 sospechosos tenian
anticuerpos contra T. spiralis. El que se detectaran antigenos
circulantes so6lo en algunos de los pacientes seropositivos pudo
deberse, como 10 sugieren los autores, a la baja concentracion de
antigenos T. S. en circulacion o a la formacion de complejos
inmunes. Se han realizado ensayos preliminares empleando el
anticuerpo monoclonal NIM-M1 en Dot-ELISA, los resultados
hasta ahora obtenidos permiten detectar antigenos circulantes en
el suero de cerdos infectados experimentalmente con el parasito,
asi como también en sueros de animales infectados en el campo.

Al considerar los Gltimos avances en cuanto a la aplicacion de
los métodos seroldgicos arriba mencionados, es posible proponer
el empleo de éstos para efectuar muestreos serologicos en los
distintos estados de la Republica Mexicana, 10 que permitira
conocer la incidencia de la triquinelosis porcina en el pais y
detectar las zonas endémicas, ello contribuira al control de esta
parasitosis.

2. Perspectivas de la aplicacion de metodologias de ADN
recombinante en el diagndstico

De acuerdo a 10 expuesto en la seccion anterior, es evidente
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que el uso de antigenos purificados de la larva muscular de T.
spiralis ofrece perspectivas positivas reales en el diagndstico de
la triquinelosis porcina. Dado que estos ensayos se realizan a
gran escala, su implementacion requiere de una produccion
adecuada, rapida y no costosa. En este contexto, se puede
recurrir al empleo de métodos bioquimicos e inmunoquimicos
para llevar a cabo la purificacién de estos componentes. Sin
embargo, el costo y rendimiento de tales métodos puede
presentar dificultades para su obtencidn constante y en
cantidades necesarias para su uso a gran escala. Otras
alternativas, que pueden presentar ciertas ventajas, son la
preparacion de péptidos sintéticos y la obtencion de moléculas
recombinantes por medio de la clonacién de genes que codifican
para antigenos de interés diagnostico.

En el caso de antigenos de T. spiralis, se han clonado y
expresado diversos componentes de la larva muscular de este
pardsito mediante la aplicacion de técnicas de ingenieria
genética. Algunos de el10s se han valorado en cuanto a su
potencial en el diagnéstico de la enfermedad.

En estos estudios, el bacteriofago lambda gtll ha sido el
vector de clonacion mas empleado en la preparacion de bancos
de expresion de T. spiralis. La seleccion de clonas
recombinantes a partir de estos bancos se realiza empleando
sueros policlonales 0 anticuerpos monoclonales dirigidos contra
componentes de excrecion -secrecion y de superficie/esticosoma
de la larva muscular de este parasito. Por otro lado, la
identificacion de las proteinas nativas del parasito que comparten
epitopos antigénicos con las proteinas de fusién producidas por
las clonas recombinantes de lambda gtll se realiza mediante
ensayos de inmunotransferencia. En dichos ensayos se emplean
extractos crudos de la larva muscular del parasito y anticuerpos
seleccionados con las proteinas expresadas por las clonas
recombinantes (34). Siguiendo estas estrategias, se informa la
obtencion de proteinas de
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fusion, las cuales tienen el péptido de interés unido a una
proteina codificada por el vector.

Sugane y Matsuura (56) clonaron el gen que codifica para
un componente de excrecion-secrecion de la larva muscular de
T. spiralis, con peso molecular de 46 Kd. La proteina de fusion
obtenida reacciona especificamente con sueros de animales
infectados por T. spiralis y no con sueros de otras infecciones.
Zarlenga y Gamble (61) informaron sobre la clonacion del gen
que codifica para otra proteina de excrecidn-secrecion con peso
molecular de 54 Kd. Estos autores, empleando el péptido
recombinante, determinaron la presencia de anticuerpos
dirigidos contra T. spiralis en ratones infectados experimen-
talmente a partir del dia 14 pos-infeccion, alcanzandose un
titulo maximo de anticuerpos para el dia 28 pos-infeccion.

En este mismo contexto, Yépez-Mulia etal. (60) clonaron y
expresaron varias proteinas hibridas que comparten
determinantes antigénicos con los componentes de superficie/
esticosoma de la larva muscular de T. spiralis. En estudios
preliminares en donde se empled una de las proteinas de fusion
purificada se demostré que ésta es reconocida por sueros de
cerdos infectados experimentalmente con T. spiralis. En dichos
ensayos se incluyeron como testigos sueros normales de cerdo,
ademas de sueros de cerdos infectados con Ascaris suum y
Trichuris suis, obteniéndose baja reactividad de estos sueros
con la proteina hibrida.

Una observacion interesante hecha por Yépez-Mulia et al.
(60) en sus estudios sobre clonacién de antigenos de superficie/
esticosoma, es que estos componentes parecen ser codificados
por una familia multigénica. Esto ultimo 10 sugieren los re-
sultados obtenidos en ensayos de hibridacion tipo Northern,
donde se encontré que el ADNc de las clonas recombinantes
aisladas en este estudio hibridoé con cuatro distintas especies de
ARN mensajero de la larva muscular.
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Recientemente, Su et al. (55), mediante técnicas recom-
binantes, sintetizaron oligonucledtidos a partir de la secuencia
conocida de aminoacidos del antigeno de 49 Kd de la larva
muscular de T. spiralis. Con estos oligonucleotidos y con la
técnica de amplificacion de ADN (PCR) se prepard el ADNCc al
gen que codifica para esta proteina. EI ADNc asi obtenido se
clono y expres6 como proteina de fusién en E. coli. Esta ultima
fue reconocida por sueros de cerdos infectados con T. spiralis
en ensayos de inmunotransferencia.

En conjunto, los resultados de los estudios descritos antes
demuestran la posibilidad de usar péptidos recombinantes en el
inmunodiagnoéstico de la triquinelosis porcina. Una ventaja
adicional de estos péptidos recombinantes es que pueden ser
subclonados en vectores de expresion eficientes que permitan
su obtencion en grandes cantidades, asi como su facil
purificacion. A este respecto, recientemente se ha utilizado el
vector pGEX para la subclonacion de péptidos de diferentes
parasitos (53). Este vector expresa el péptido de interés
fusionado a la enzima glutatién transferasa, la cual permite la
purificacion de la proteina hibrida mediante cromatografia de
afinidad, empleando el sustrato de la enzima. Los péptidos
recombinantes obtenidos de esta manera han sido probados
ampliamente en ensayos de proteccion y de diagnostico de
diferentes enfermedades parasitarias (8, 23, 25, 28, 30). Luego,
resulta de interés el empleo de este vector en la produccion de
péptidos recombinantes de T. spiralis, porque ofrece
posibilidades reales para su uso en el diagnéstico de la
triquinelosis porcina en los rastros y el campo.

Otro aspecto en el diagndstico de animales infectados
cronicamente con T. spiralis, implicaria la deteccion del
parasito en tejidos del huésped empleando sondas de ADN
especificas de éste. En el mismo contexto, Dupoy-Camet etal.
(15) emplearon oligonucledtidos complementarios a una
secuencia repetida de ADN de T. spiralis (1.7 kb) y la técnica
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de amplificaciéon de ADN para demostrar la presencia de T.
spiralis en ratones infectados experimentalmente. Los resultados
obtenidos en este estudio mostraron que la sonda empleada
detecta infecciones con T. spiralis y no las que ocurren con otras
especies de Trichinella, como T. nativa. En consecuencia, el
empleo de esta sonda de ADN podria ser de utilidad en el
diagndstico de triquinelosis porcina.

Los estudios sefialados manifiestan el potencial real del uso de
péptidos recombinantes para la deteccion especifica y sensible de
cerdos infectados por T. spiralis. Por ultimo es importante
considerar que la implementacion de estudios epidemioldgicos a
gran escala, utilizando estos péptidos recombinantes, requerira de
un estudio sobre costos y beneficios en la aplicacion rutinaria de
los ensayos, tanto en rastros como en el campo.

IV. Conclusiones

Los conocimientos actuales en relacién con los antigenos de la
larva muscular de T. spiralis permiten tener un panorama mas
completo respecto a su composicion y utilidad en métodos de
diagnostico. Asimismo, con los resultados obtenidos por varios
grupos de investigacion en el analisis de estos componentes, se ha
llegando a un consenso respecto a la alta inmunogenicidad y
dominancia de los antigenos purificados de superficie/esticosoma
y excrecion-secrecion en relacion con la activacion de
mecanismos inmunes en los diferentes huéspedes que parasita T.
spiralis. Dadas las caracteristicas de estos componentes, un
aspecto de vital importancia es definir, de manera mas amplia, las
atribuciones de éstos respecto a la funcién biolégica que
desempenan en la relacion huésped -parasito.

En cuanto a la utilidad de estos componentes en el diagnostico
de infecciones por T. spiralis, se ha demostrado
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ampliamente, como se discutid en este trabajo, que su uso
aumenta la especificidad y sensibilidad de los ensayos. Tales
caracteristicas, aunadas al hecho de contar actual mente con
ensayos diagnosticos sencillos y de aplicacion a gran escala,
permiten considerar de manera real el uso a corto plazo de
antigenos purificados de la larva muscular de T. spiralis en el
diagnoéstico de la triquinelosis porcina, tanto en rastros como en
estudios epidemiologicos.

Los estudios sobre obtencion de péptidos recombinantes de la
larva muscular con potencial diagnostico ofrecen amplias
perspectivas en el mejoramiento de métodos para la deteccion de
T. spiralis en poblaciones abiertas. Los métodos de diagnostico
descritos contribuiran a la identificacion de focos de infeccion, asi
como al conocimiento de la prevalencia real de la triquinelosis
porcina en México. Esto ultimo permitird contar con elementos
indispensables para establecer programas de control efectivos para
la erradicacion de esta parasitosis en la Republica Mexicana.
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Fig. 1. Antigenos de la larva muscular de T. spiralis reconocidos por
sueros de cerdos infectados experimentalmente con el parasito. Los
componentes del extracto crudo se separaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS y se transfirieron a papel de
nitrocelulosa. Las tiras de nitrocelulosa se incubaron con sueros de
cerdos infectados con T. spiralis, colectados a diferentes intervalos
después de la infeccién (a) y sueros de cerdos no infectados (b). Los
pesos moleculares de las proteinas empleadas como marcadores se
indican en la figura. Tornado de Arriaga et al. (4).
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Fig. 2. Analisis electroforético de los antigenos de superficie de la
larva muscular. EI extracto total de la larva muscular de T. spiralis
se pasd por' una columna de Sepharosa 4B a la que se acopld el
anticuerpo monoclonal NIM-MI, para purificar los antigenos de
superficie/esticosoma. (a) Componentes del extracto total. (b)
Antigenos purificados. Los pesos moleculares de las proteinas
empleadas como marcadores se indican en la figura. Tomado de
Ortega-Pierres et al. (38).
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Fig.3. Valores de densidad optica (O.D.) de sueros de cerdos de
traspatio obtenidos en ensayos de ELISA con el extracto crudo. (a)
Los antigenos de superficie/esticosoma purificados (b) o los antigenos
de excrecion-secrecion y (c) de la larva muscular de T. spiralis. Como
testigos se utilizaron sueros de cerdos no infectados (C) y sueros de
cerdos infectados experimentalmente con T. spiralis (1), A. suum (A.s.)
o T. suis (T.s.). Los cerdos de traspatio provenian de Toluca, Edo. de
México (T), Paso de Ovejas, Veracruz (PO) y Paracho, Michoacan

(P). Tomado de Arriaga et al. (4).




CIENCIA VETERINARIA 6-1994 97

PMx10~° -
— - -
94
a7 o v 4
7 ok s =
e w» * e
et - s e
33
30

Fig.4. Antigenos de la larva muscular de T. spiralis reconocidos en
inmunotransferencia por sueros de cerdos infectados natural y
experimentalmente con el parésito. (1) Suero de cerdo infectado
experimentalmente. (2) Suero de cerdo testigo infectado. (3-4) Sueros
de cerdos positivos en digestion artificial yen ELISA con los antigenos
purificados de superficie/esticosoma. (5 y 9) Sueros de cerdos negativos
en digestion artificial y en ELISA. (6-8) Sueros de cerdos negativos en
digestion artificial y positivos en ELISA con los antigenos purificados
de superficie/esticosoma. Los pesos moleculares de las proteinas
empleadas como marcadores se indican en la figura.
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CUADRO 1
TAMANO Y LOCALIZACION DE ANTIGENOS
IDENTIFICADOS POR ANTICUERPOS MONOCLONALES Y
POLICLONALES DIRIGIDOS CONTRA Trichinella spiralis

Localizacion Peso molecular Anti- Clasifi-
R NR cuerpo cacion

Extracto de LM PES de LM 40-50 45-100 Tsp 1~30  TSL-1

7C2C5

NIM-M1

£1D4

£IEG

18H

Mab-1

E10
Extracto de LM PES de LM 40-50 45 ~305 TSL-2
Extracto de LM PES de LM 45 1GH TSL-:3
Extracto de LM 45 :35-45 Mab-2 TSL-4

Ts2
Extracto de LM PES de LM ~30-3G 3G GD8 TSL-5
Extracto de LM PES de LM 17 Mab-5 TSL-6
Extracto de LM 32-45 :32-45 GEl TSL-7
Extracto de LM 40-45 43 Mab-G TSL-8
Extracto de adulto 40 10E8 TSA-1

LM = Larva muscular.

PES= Productos de excrecidén-secrecion.

N = Peso molecular estimado en condiciones reductoras.

NR = Peso molecular estimado en condiciones no reductoras.
Tornado de Appleton et al. (2)
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