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RESUMEN

Martinez G F, Bautista G C R, Ixtla R O, Aguilar F B R, Soria C 8, Cortés C A I, Téc. Pecu. Méx. Yol 36 No 3
1998 pp 179-186. Treinta ratones NIH, fueron inoculados por via oral con 250 larvas infectivas de Trichinella
spiralis/animal. Se obtuvieron muestras de los sueros para determinar los titulos de anticuerpos contra antigenos
somadtico (S} y de excrecidn/secrecion (E/S) de larvas de T. spiralis utilizando las téenicas de Inmunoensayo en Capa
Delgada (ICD) y de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Los animales infectados con 7. spiralis presentaron
titulos de anticuerpos contra antigenos E/S que oscilaron entre 5y 11 Log,. En este grupo, se observé que 26 de 30
ratones (86.6 %), mostraron titulos superiores a todos los testigos; mientras que los titulos mds altos observadoseh
dos de 30 ratones no infectados (6.6%) y en tres de 10 infectados con oxiuroideos e Hymenolepis sp {(15%) fueron
de 3 y 7 Log,, respectivamente. Mediante ICD se detecté un alto grado de reactividad cruzada contra antigenos 8
de T. spiralis en los sueros de animales parasitados con otros helmintos. Solamente dos de 30 ratones con 1. spiralis
(6.6%) mostraron titulos mds altos {> 9 Log,) que los del grupo con otros helmintos. Cuando se compararon los
titulos de anticuerpos de los sueros de animales infectados con T. spiralis (n=30) con los de los no infectados
{n=30), 1a sensibilidad para ICD con E/S (umbral de positividad 5 Log,), ICD con § (umbral de positividad 6 Log,)
e IFI (umbral de positividad 4 Log,) fue de 100%. Cuando se evaluaron los sueros de animales triquinelosos (n=30)
y los de ratones con otros parasites (n=10) la sensibilidad para ICD, con E/S (umbral de positividad 8 Log,), fue
del 86.6% y la especificidad del 100 %. De acuerdo a los resultados se concluye que el ICD, por su bajo costo y
facilidad de ejecucidn, es una técnica adecuada para la deteccidn de anticuerpos especificos en triquinelosis
murina.

PALABRAS CLAVE: Inmunoensayo en Capa Delgada, Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta, Trichinella
spiralis, Ratones.

INTRODUCCION

La infeccién por Trichinella spiralis €l consumo de carne de cerdo es comin,

(triquinelosis) en el hombre se encuentra 1as condiciones de crianza de éste animal

distribuida discretamente en México, pues ~ son deficientes -cc?rdos de traspatio- y la
matanza clandestina ocurre con mucha

frecuencia (1, 2, 3). Ademas es posible
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transmisién cerdo-cerdo ha sido
plenamente demostrada (5) y por el
contrario, la transmision de ratas al cerdo
ha sido objeto de informes contradictorios,
aunque no se descarta como mecanismo
de conexién entre el ciclo silvestre v el
doméstico (6, 7, 8).

La informacién existente, indica que el
cerdo es la fuente principal de infeccién
para el hombre, y por lo tanto, es
imperioso  desarrollar  medidas
encaminadas a la prevencién de ésta
enfermedad. En este contexto, se plantea
la necesidad de diagnosticar
oportunamente la infeccion en el cerdo y
para ello se pueden aplicar métodos de
diagnéstico ante y posmortem.

l.a técnica que mas se utiliza para el
diagnostico en la mayoria de los rastros de
nuestro pais, en el mejor de los casos, es
el método parasitoscédpico llamado
comunmente triquinoscopia la que presenta
una deficiencia considerable en cuanto a
sensibilidad (detecta tres larvas por gramo
de tejido muscular) permitiendo, por lo
tanto, que algunos cerdos con infecciones
ligeras pasen como animales sanos (9).
Esta situacién obviamente representa
riesgo para la salud en los individuos
consumidores de los productos carnicos
que se obtienen de estos animales.

En nuestro pais, con frecuencia, se
practica la matanza clandestina de cerdos,
los cuales se crian sin control sanitario
alguno, lo que representa el mayor riesgo
para la salud de los consumidores (2, 3).
Es indispensable, por lo tanto, realizar
estudios de campo que permitan conocer
la prevalencia de infeccién en cerdos de
traspatio, para que de ser posible se
prevenga la transmisién al hombre. Para
ello es necesario contar con técnicas de

diagnéstico aceptables en cuanto a su
sensibilidad, especificidad, bajo costo y
facilidad de realizacién en laboratorios
rudimentarios.

El Inmunoensayo en Capa Delgada (ICD)
(10) cumple con los requisitos anteriores,
por lo que en el presente trabajo se evalud,
en comparaciéon con la
Inmunofluorescencia Indirecta (IFT) como
técnica de referencia, para la deteccion
de anticuerpos especificos contra
Trichinelia spiralis en ratones infectados
experimentalmente con este nematodo.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 30 ratones hembra de la cepa
NIH, con un peso promedio de 25g, libres
de pardsitos. Adicionalmente se usaron 10
ratones infectados naturalmente con
Syphacea sp € Hymenolepis sp.

Parasito:

Se utiliz6 la cepa de Trichinella spiralis
del Departamento de Parasitologia de la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
del Instituto Politécnico Nacional, la cual
se mantiene por pases en ratas de la cepa
Wistar, mediante la ingesta de carne
infectada.

Antigenos

Antigeno somatico (S):

Las larvas de Trichinella spiralis obtenidas
mediante digestion artificial, se maceraron
en un homogeinizador de cristal (Ten
broeck), a una temperatura de 4 C,
adicionando inhibidores de proteasas
(TPCK y PMSF), en buffer de fosfatos pH
7.2. El extracto obtenido se centrifugé a
2000 x g durante 30 min. El sobrenadante
se colectd, distribuyd en alicuotas y se
congel6 -20 C hasta su uso.
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Antigeno de Excreciones/Secreciones (E
S):

Las larvas vivas, obtenidas por digestién
artificial, se mantuvieron por 48 horas en
medio de Rohrbacher (11) adicionado de
antibiéticos (Penicilina, 100UI-
Estreptomicina, 100 p g/ml) y antifingicos,
bajo una atmésfera hiimeda de CO, al 5%.
Después de este tiempo el medio fue
centrifugado a 2000 xg/15 min,
posteriormente se colectd el sobrenadante
al que se afiadieron inhibidores de
proteasas, se distribuyé en alicuotas y se
conservd a -20 C hasta su uso.

/

En ambos antigenos se determiné la
cantidad de proteinas mediante el método
de Lowry ef al (12) y se ajusté a una
concentracion de 180 p g/mi.

Inoculacién de  animales de
experimentacion y obtencion de sueros:
Los 30 ratones fueron inoculados por via
oral con 250 larvas infectivas (L1) de
Trichinella spiralis/animal. Se colectd
sangre de todos los animales para obtener
suero antes de la infeccién y 30 dias
después de ésta; los sueros fueron
distribuidos en alicuotas que a su vez se
almacenaron a -20 C hasta su uso.

Inmunoensayo en Capa Delgada (ICD):

Se llevé a cabo de acuerdo a Morilla ef
al., (13). Cajas de Petri de pléstico
“nuevas” de 8.5 cm de didmetro se lavaron
con 10 ml de etanol al 70%, se secaron al
aire y se sensibilizaron con una solucién
de antigeno somético o de excrecién-
secrecidn a una concentracién de 180 n g/
ml. Luego se incubaron en cdmara
hitmeda a 37 C durante 30 min para,
posteriormente eliminar el antigeno, lavar
tres veces con agua destilada y secar con
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un ventilador. A continuacién se
adicionaron 10 ul de cada dilucion del suero
a probar sobre la superficie de las cajas y
se incubd en cdmara himeda a 37 C por
60 min. Luego, las cajas se invirtieron
para exponer dicha superficie por 60
segundos a vapor de agua a 60 C, se lavd
tres veces con agua destilada y se secé con
un ventilador. Finalmente, se volvid a
exponer la superficie, de 45 a 120 segundos
a vapor de agua a 60 C, al término de los
cuales se llevé a cabo la lectura. Se
consideré como reaccion positiva aquel
sitio de aplicacién del suero en donde se
observaron gotas grandes de condensacion
de agua. Como reaccién negativa se
considerd aquel sitio de aplicacion del
suero en donde las gotas condensadas eran
pequenas, similares a las de las 4reas en
donde no se aplicé suero.

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI):

Se efectud de acuerdo a Sadun er al., (14).
Se fijaron larvas de Trichinella spiralis con
una mezcla de acido acético- etanol V/V.
Sobre la preparacion antigénica, se
adicionaron las diluciones de la muestra
de suero a probar y se incubé a 37 C
durante 30 minutos en cdmara himeda, se
lavé con PBS pH 7.2 en tres ocasiones
durante 5 minutos; posteriormente se
adicion6 anti gamma globulina marcada
con fluoresceina, diluida 1: 30, se lavé con
PBS pH 7.2 en tres ocasiones durante 5
minutos; se adiciond Azul de Evans diluido
1: 200y se incub6 a 37 C durante 5 minutos
en cdmara huimeda; finalmente, las
preparaciones se observaron en un
microscopio de epifluorescencia.
Determinacidon de la sensibilidad y
especificidad de las pruebas

Estos parametros se evaluaron de acuerdo
con Palmer y Cavallaro (15)
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RESULTADOS

La distribucidn de los titulos de anticuerpos
(Log,) anti-7. spiralis por medio de ICD e
IFI en los sueros de los ratones normales,
infectados con 7. spiralis o con otros
parésitos se presenta en la Figura 1. Los
titulos de anticuerpos minimo y maximo
para ICD con antigeno E/S para los sueros
de animales normales, infectados con 7.
spiralis ¢ infectados con otros helmintos
fueron de 0-3, 5-11 y 4-12,
respectivamente; mientras que estos
valores para los mismos grupos de
animales con ICD pero con antigeno S
fueron de 0-4, 6-12 y de 6-9,
respectivamente. Cuando se utilizé IFI con
larvas completas como antigeno, se
obtuvieron valores de 0-1 y 4-12 para los
sueros de ratones normales y de animales
infectados con T. spiralis, respectivamente
(Figura 1). Para el caso de ICD con E/S,
en los sueros de animales normales,
infectados con 7. spiralis e infectados con
otros helminios, se obtuvieron titulos
promedio (+ D.E.)de 2.2 + 0.8; 8.9 +
0.5 y de 5.4 + 1.3, respectivamente
(Cuadrol).

Para ICD con S, en los sueros de animales
normales, infectados con 7. spiralis e
infectados con otros helmintos, se
obtuvieron titulos promedio de 3.5 + 0.5;
8.6 +1.0yde8.2 + 1.0, respectivamente
(Cuadro 1).

Para el caso de IFI, en los sueros de
animales normales y en los de ratones
infectados con T. spiralis se observaron
titulos promedio de 0.7 + 0.5y de 7.3 +
1.9, respectivamente (Cuadro 1). No se
dispuso de la cantidad suficiente de sueros
de animales infectados con otros paréasitos

para determinar los titulos de anticuerpos
con esta prueba.

Al comparar el promedio de los titulos de
anticuerpos anti-7-spiralis, obtenidos por
medio de ICD con antigeno E/S, se observd
una diferencia significativa (p < 0.05)
entre 10s sueros de ratones triquinelosos y
los de animales no parasitados, asi como
con los de ratones parasitados con otros
helmintos. Cuando el procedimiento
anterior se llevé a cabo por medio de ICD
con antigeno S, se observd diferencia
significativa (p < 0.05) cuando se
compararon los promedios del titulo de
anticuerpos entre animales triquinelosos y
ratones no infectados; sin embargo, no
existié diferencia significativa (p > 0.05)
entre el promedio del titulo de anticuerpos
de los sueros de los animales con 7. spiralis
y los de los ratones parasitados con otros
helmintos (Cuadro 1).

Cuando se compararon los titulos de
anticuerpos de los sueros de animales
infectados con 7. spiralis con los de los no
infectados, la sensibilidad para ICD con
E/S (umbral de positividad 5 Log,), ICD
con S (umbral de positividad 6 Log,) e IFI
(umbral de positividad 4 Log ) fue de 100%
{Cuadro 2). Cuando se evaluaron los sueros
de animales triquinelosos y los de ratones
con otros parisitos la sensibilidad para
ICD, con E/S (umbral de positividad > 7
Log,), fue del 86.6% y la especificidad del
100 %; sin embargo, con el antigeno S,
usando el mismo umbral de positividad,
se obtuvo una sensibilidad del 93.3% y una
especificidad del 20% (datos no
mostrados).
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Cuadro 1. Promedio + D.E. de los titulos de anticuerpos (Log)) contra Trichinella
Spiralis, determinados por Inmuneensayo en Capa Delgada (ICD) e
Inmuneofluorescencia Indirecta (IFI) en sueros de ratones infectados con 7. Spiralis,
no infectados e infectados con otros helmintos *

Prueba Antigeno Suero de ratones: Valor p
Infectados con  No infectados Infectados con otros No Infectados Infectados
T. spiralis (n=30) (n=30) helmintos (n=10) con otros
helmintos
ICD E/S 89405 22408 54413 < 0.05 < (.05
ICh S 86+ 1.0 3.5+0.5 824+1.0 < 0.05 > 0.05
IFI LC 73+ 1.9 0.7+0.5 ND < (.05 ND

a Syphacea sp ¢ Hymenolepis sp.
E/S: Antigeno de excreciones/secreciones de Iarvas infectivas de 7. spiralis; S: Antigeno somdtico
de larvas infectivas de T. spiralis; LC: Larvas infectivas completas de T. spiralis.

ND: No determinado.

Cuadro 2. Numero de ratones que mostraron anticuerpos contra Trichinella Spiralis
por medio de la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y el Inmunoensayo
en Capa Delgada (ICD) y sensibilidad de las pruebas.

Presencia de T. spiralis + -
30 30
Antigeno: E/S S LC E/S S LC

Serologia positiva por medio de:

FI® ND ND 30 ND ND 0

&> 30 30 _ND _ 0 _0__ND_

Porcentaje de sensibilidad <

IFI ND ND 100

ICD 100 100 ND

E/S: Antigenc de excreciones/secreciones de larvas infectivas de T, spiralis.

S: Antigeno somitico de larvas infectivas de 7. spiralis.

LC: Larvas infectivas completas de T. spiralis

ND: No determinada

a Se consideré como positivo un suero con un titulo > 4 Log,

b Se consideré como positivo un suero con un titulo > 5 Log, con E/S y > 6 Log, con §

¢ % de sensibilidad = No. de ratones infectados con 7. spiralis positives a la prueba X 100
No. total de ratones infectados con 1. Spiralis
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Ficura 1. Distribucion de titulos de anticuerpos anti-Trichinella spiralis en sueros
de ratones normales (N), infectados con T. spiralis (I) e infectados con otros
helmintos (SH) por medio de Inmunoensayo en Capa Delgada (ICD) con Antigéno
de Excreciones/Secreciones (ES) y Somatico (S) e Inmunofluorescencia Indirecta

(IF]) con larvas.*

12 T L] w
1.5 ’
e
11— EEEuN L
105 — e
10 — n |
9.5 —
ENSNEEN BMENEN
9 EERRAER ANE AEREN
L ERNEER B sAasEN .
8.5 —
(AR NY] ENNEE -—
8 - s nEn
i " ammmm | mEmmw
o~ 7.5 ¢ : : o
il
2 7 - | ] . ERNN m-em »
[17] 65 — {
o]
s § — - ] [T RN = =
b
o 55 —
é 5 [ E & &
- ] L]
b [ "m
- 4.5
4 — 1 L] LR R ]
35 L]
3_ i
[ B ] [E R T
2.5
2 - - w
1.5 -
NENENAW .
1 - EmERNER :
os | BIIEERNEIIIEED mrrms: |
AnEEnnN amERNN AEEEN
o rxm s LN WA S e ;
ICD-ES-N ! ICD-8-N ICD-ES4 | 1CD.S4 IFLLARVAS' ICD-ES-SH | 1cp.g.sH

IFLLARVAS-N

* Cada punto representa un animal; la linea horizontal representa el titulo promedio de anticuerpos.

DISCUSION

En el caso del antigeno somético de 7.
spiralis, se observd un mayor grado de
reactividad inespecifica con los sueros de
los ratones del grupo testigo infectado con
otros parésitos. En el 23.3 % de los
animales no infectados se observaron
titulos hasta de 4 Log,, sin embargo, los
ratones infectados con otros helmintos
presentaron titulos hasta de 9 Log, por lo

que la linea de corte tendria que ser
superior a este titulo de anticuerpos y, por
lo tanto, una prueba auténticamente
positiva seria a partir de 10 Log,, pero la
sensibilidad de la prueba se reduciria
considerablemente; por lo que, bajo estas
condiciones, no es recomendable la
utilizacién de antigenos somaticos crudos
para el diagnéstico de la triquinelosis en
animales.
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La prueba de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI), utilizando como antigeno
ala larva infectiva de 7. spiralis (L1), tuvo
una sensibilidad de 100 % y la especificidad
respecto a los animales no infectados fue
también del 100 %; sin embargo, no se
evalué con sueros de animales infectados
con otros helmintos.

Dentro de las técnicas seroldgicas que méis
se emplean en el diagndstico de esta
infeccion se encuentra el inmunoensayo
enzimdtico (ELISA) el cual, es altamente
sensible y cuya especificidad depende
también de la calidad del antigeno
empleado como lo demostraron Arriaga
et al. (16) quienes obtuvieron con esta
técnica alta sensibilidad y especificidad
cuando utilizaron un antigeno purificado
con anticuerpos monoclonales, proveniente
de superficie/esticosoma de larvas de T
spiralis. Por otro lado, los antigenos de
excrecidn/secrecion también han resultado
altamente eficientes en esta técnica (17).
En estos antigenos se encuentran epitopos
inmunodominantes, reconocidos por una
amplia variedad de huéspedes,
sobresaliendo el carbohidrato tivelosa, el
cual, es un candidato excelente para
mejorar la especificadad de las pruebas
diagndsticas ya que solamente se ha
localizado en Trichinella spiralis y no en
otros parésitos helmintos; sin embargo, la
tivelosa se encuentra en la pared de
bacterias como Escherichia coli y
Salmonella typhi las cuales, se localizan
frecuentemente en cerdos y en el hombre,
lo que plantea su posible pérdida de valor
para el diagnostico especifico (17). Por lo
tanto, mientras no se produzcan antigenos
altamente especificos que puedan
utilizarse en técnicas sencillas,
relativamente econdémicas, y que puedan

llevarse a cabo en laboratorios con escasa
infraestructura, como es el caso de
muchos laboratorios en l4éxico, se puede
recomendar el uso de técnicas como el
ICD, el cual con antigenos apropiados,
como los de excrecién/secrecion, funciona
adecuadamente, por lo que se sugiere su
evaluacion en encuestas epidemiolégicas,
principalmente en el diagnéstico de
triquinelosis de cerdos de traspatio en su
lugar de origen, para detectar
oportunamente zonas endémicas y
establecer medidas de prevencion de la
enfermedad en el hombre.

COMPARISON OF THIN LAYER
IMMUNOSSAY WITH INDIRECT
IMMUNOFLUORESCENCE TEST
TO DETECT ANTIBODIES AGAINST
Trichinella spiralis IN EXPERIMEN-
TALLY INFECTED MICE.

SUMMARY

Martinez G F, Bautista G C R, Ixtla R O, Aguilar F B
R, Soria C S, Cortés C A 1. Téc. Pecu. Méx. Vol 36 No
3 1998 pp 179-186. Thirty NIH mice were orally
inoculated with 250 Trichinella spiralis infective larvae/
animal. Serum samples were obtained to determinate
antibody titers against somatic (S) and excretion/
socretion (E/S) antigens T. spiralis larvae. Thin Layer
Immanoassay (TTA) and Indirect Immunofluorescent
Test (IFT). T. spiralis-infected animals, showed antibody
titers against E/S antigens which oscillated from 8 to 11
Log,. In these group, 26 out of 30 mice (86.6 %) showed
titers above all controls; whereas the highest titers
observed in two out of 30 uninfected mice (6.6%) and
in three out of 10 infected with oxyurid nematodes and
Hymenolepis sp (15%) were of 3 and 7 Log,, respectively.
By using TIA it was detected a high degree of cross
reactivity to 7. spiralis S antigens in sera from animals
parasitized with other helminths. Only two out of 30
mice infected with T. spiralis (6.6%) showed higher
titres (> 9 Log,) than those observed in animals
parasitized with other helminths. When antibody titers
from T. spiralis-infected mice and from uninfected
animals were compared, the sensitivity for TIA with
E/S antigen (positivity threshold 5§ Log), TIA with S
antigen (positivity threshold 6 Log,) and IFT (positivity
threshold 4 Log) was of 100%. When sera from T.
spiralis infected animals (n=30) and those from mice
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infected with other parasites (n=10), the sensitivity
for TIA with E/S antigen (positivity threshold 8 Log,)
was of 86.6% and the specificity was of 100%.
According with the results it is concluded that TIA,
due to its low cost and simplicity is an appropiate
techuique for detection of specific antibodies in murine
trichinellosis.

KEY WORDS: Thin layer immunoassay, Indirect
Immunofluorescent Test, Antibodies to Trichinella
spiralis, Mice.
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