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For medic de 1a ocromatografiz de afinidad con 21 anticuerpa
moncclonal HIM-M1 se purificzron cuatro aht{;en:s de 1la larva
infectiva de Trichinslia coiralic Dichos :Lt{ﬂ~nms, fusyron 1oz
primsros 2n 2y veconocidos: oor anticusirpos prasantes en los
suderos de ratonzs durantz 21 curzo de unza infeccion primariz. La
inmianizacidn de ratones con sstos antfgenc: induge un 74 o S2Y
de= pr?tecgiéﬁ 2n la infeceifn 2or 2] parasito. =1 grado de
protecsidn fud dependisnte de lz2 dozis d» antfgeno smplrada
Adehée, la inpunizacidn dz ratones ~on zntigsncs purificados
tambidn tuve un =fecto marcadeo en lz2 evpulsiin de pardzitos
adultos,

En =1 diagnﬁstieo do 1z iriguinosis cuperimentzl ss,
emplearon los antigencs purificados as?! como los anticusrpos
monoolonales =n s2ncayos de ELISA para la detececifn de 1a cindtic
e apericién de anticusrpos o 2n la detsccibn de antfgenos
circuiantes del paréﬁlto 2n sueros de animsles infectados
respectivamsnie. El empleso de los ahi{genos purificados =n =2csios
encavos parmitic obtaner una mayor 2specificidad cuse cuando ze
emplearon antigenos orudos. En cuanto 2 1oz e2nsayos realizadas
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cicloe de wvida o sn La totaiidad de =stis,

Nentrio de estos orcanismos los n2matodos son probabisasnis
el arupo mas exitoco de pardsitos (1 ), constituyendo un
problema de salud tantc a nivel médioc coame velerinavisc (2 ).
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molecular da 32,000 y A4,000; y dos pfate
Feso molscoular de 29,000 v 20,000, Tambisn midieron lz2 proteins
radicactiva liber=da por parte de2 pardsitos adultos v L.T.. Asbos
estadios liberan swvs respectives conponenies marcados 2n 21

sobrenadante a3l sor incubadeos. Duando se adicionarcon neutrffilos
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Estudios o reglientes seflalan que tales -ambios so cusdon
presentar desntro de urn misms sstadia 17.12 ), Coms osurre oon
la lL.R.N., gu=z duranic las primeras zeis hovras de wida i sitvao
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postoriorments 25 posible detectar las atvras tres proteinas ya
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mencionada:s . Eztos estudios sugisren gus la cutticonls ds =sics
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parasitos 25 una eeliructura dinamica =n 21 sentido de gyue puede
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presentar racambio antigenico. Rarkhouse  y Clark { 1% ) setisndsc
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las investigacionszz do antiganos a2ztadis sspecificons: a dos
componEnies mis de T. spiralis: seoraciches v constifyrentos
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totales del cuerpo. DObteniendc =n anmhos casos prot2ina: estadio
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especificas. Ademis de que aloun2:z parscen £2r inmunogenisca2:z =n
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infegceionss natitrales de vratones. En un anzlisiz adicional. lacs
g!u:aprmtefna: tatales de los paTéSitDS fuperyon rezsuseliss =1 ouna
electvroforesiz bhidimensional en a=sl, detsctadas por
sobrelapamisnto de 125~-Iodo—~conztanavalinzg & v subsecusnts
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Despommiser ¥ Mullsy { 20 3 zncontraron gue lac o2lulas deal
esticosoms de la L.I. de T. zpiralics pontiene doszs itipos
principaless de granulos, alfa v beta. Tada uno de estos contiszne
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de excrecidn-secrecion, y ademas son capaces de inducir inmunidad
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a presentar reactividad con la membrana del parasito,
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s lz2 presencia de unz veaccion inflamatorias. Estodios i witens

acerca de la inisracecidn sntre la superficie del parisito v

componentes ocelulares y humorales de ratonss infectados (22 )
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han demostrado gue 1os 2ccinofilos c2 adhisren mas rapis

! - -
matc tismpo 3 1la supsrficie de las L.R.N. 2n presanciz de sused
normal no inzctivado o susro inmune, ssta adhsrenecia va soazuida
4 . N x
de degranulacisn de los mismos. Los macrdfagos tambisn as
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aclhieren en =resencia de los mismos componentes. Los negirafilos
’ & r a
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neutréfiloes se adhisrern a dichoe estadic larval eierciends un
afecto oitotéuics. Sate dafio fus depandisntz . Je la oresencia d=
anticusrpo: Igh estiadio ecpe:ffi:ns QA aparsoen a la2s tres
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samanzs de infeccifn., En estos 2nsayos, 21 complesmanto no raos
zumentar =) ofecto citotduics de los grantlacitos,
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parasitos aduliacs ¥ L.R.MNow Asi mismo, s2 detectaron anticuerpos

girigidos =2n zontra de antigensos de 13 L.T1., los cuaalees mediarn
adherencia de oflulas al pardsitc hasta o] dia 22 post-infecsidn
Postericrments 21 +{tulo ds 2stos desciends gradualments,
misntras qu= el t{tulo de antizuzress qus pre:'nltankgjmpmnsr*ee
de la superficie del parasito persiste. En ratones, 21 patrdén de
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Tris—acido clorkidrica
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Animalec:
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hzmbras o machos, eran 2melsadoss ar los divers
qus s2 llevaraon a2 cabo, asi coms 2n 21 manteniai
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la cepa Wistar de 2 2 5 mases de ed;d
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I ~ " =i ] =
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g2 tomarocn ZOO Hl del scbrenadants

wnicn de AcH = sefarcsa-~40. Postaricr = lz inow ifr sz 1;v;
nugvamsntz la resina ¥z conjuzgadzs con 21 AcM, Zon las siguisntes
solucion=ss: 403 ml de amortiguador des a-estatos 2.1 M pld £
de fArea 2 M con ol ro de sodio Q.85 M, 400 ml ds amovyticuadoy da
carbonatot 001 M pH 19 con olordre de sodio Q.5 M v 1Q? Ll de
& 8

amortiguador fosfato-salinoe .15 M pH 7. 2.

El 2=l conjugado con AcM fus almacenado en AFS pH 7.3 con
zida de sodioc 0.1% a 49LC.

Todos los amortiguadorz2:s s2 zveparsron de acusrdo a las

en Msthaode in enzimology 4 42 2.

FURIFICACICM DE ANTIGENDS SCILURLES POR CROMATGGRAFIA DE

- / ’
La purificaciin de los antsgencs d2 1a L.I. por oclumnas de
gl
&ol, e llevo 2 cabo con =1 ohbosto de samelear 2stos znilosnos 2n

o A= g : :
2l desarrolls de snsavos para 1 diaagpostics de la triguincsis

- f . .
nsayos de protaccidn 1o Vivo,
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proteina =2n las musstras oolectadss ss detsrrins mor ol mst
sz N . i ) N 5 :
Lowry. En algunos casos 32 requiric copcesrirar las mauesicas
b b ’ =
1z cuual se smplso acuactids.
ANALIZSIS ELECTROUFORETIOD DE ANTIGEMNGE PURIFICADOS
- - - - - b 4 — - - - - § - T - - - , T &
Parz dsterminar o] peso maleosylzsry de las praoteoinzs obt
- i A= ] g f : - 1 + g 1 i
2n c3da pico ds 2lurnicn, =2 hicizron geles werticales de
poliacrilanida al 10% en pressncia de SRS de asuerdo 21 5
Lasmli ( 44 Y}, Lose geles sg praspararosnh 2n slacas de widric
separadores de 1.5 mm, de zcusydo al siguisnte formato:
Gzl sspaciadaor: 10 ml de acrilamida-bicsacrilamidz &
‘r)‘
11.25 ml de tris—bases 1 M gH 2.2, 9.15 m]l d= S0T =21 20, &,
de 3gua deeminerali ifa
amonio al 10X, R
inmediataments A

qus &2 ourvara 1 g2l al polimerizar. La polimerizasicon so

b ] !/ B 2
coneluyos a los 20 minutc.

Gel concentrador: 1.7 ml de acrilapida-bicszacrilamids
C 200,353 3, « 2% ml de tris-bases 1 M pH A.2, 50 ul de SDE a2
7.5 ml de agua desmineralizada, 10 4l de TEMED vy S0 4l de

A g ’ .
persulfatc de amonio 2l 10%. Al fterunins de la palimervizacio
1 ! 3 1 1 !
gel szparador s2 lavo 21 isogropannl ¥ se2 ooloed sntrz los
- - - - - - ’

cristales un psine de 20 pozos. Enssguida se aplico la soln
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ciial se dejo polimneri
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menos diurantes 20 minutos.

El amortiguador para sl2ctroforssis consistio de 2,002
tris—hase, 14.41 or de glicina y S ml de S03 al 207 aforads
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individualmente a tubos eppendorf, los cuales contenian
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incluyeron los contrales positivo { Lol + Ack 11200 ¥ v
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los nivelse de anticusrpos on los suasyos de oerdos Infectadoz.
- - A' - -
Dichos niveles disminuysron sn los nueve dias subsiguisntsez: vy ose

incremesntaron nuevama2nte en 2! dia 22, llsgandc a sy maxino

I s
ap.;.1mddan =ntz por el d1ia S0. A tiempos mas avanzados, =2

4 < # -
chserve un ligsro descenso vy s2siabilizacion de los fituloc: de

1

e ouirvas ohtenidas con todas las dilucicnes
e:;::’-‘leaaas SigUlierian un mismo o L YRRy ldhu.r-nu_l, edlisdre A WeE Doag
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. ’ ’ i
dilucion hubo una mayoy detsccion de anticusrpos. Los susvos de
cerdos normales dieron lecturas hajas, mantsnisndozz asi durante

4. spiralis an
/ i ’ .
La deteccion de antigenos circulantss del gparasito =n =21

H'\

ti
\
]

r . # . - -
husspsd. o ; i g MSAy e ELIE

modificados con 2l zistisma avidina-hictipa ( ver metodo oo ELISA

s /
modificade 3. En estosz.la detecciop de zntigenos circulantes ==

= —hrTLanﬁH EHtfﬁmfr?DE

Aok NIM-M1 llevabas

-
i
ot

coplada 1s bictina, con 21 obj2io de gue se unisra al compisyo

av

avidina-perouidasa. Debido a qus la avidina presenta unz =finidad

extramadaments alta pour la hictinz,: se amplifica 12 reaccion

v

antigeno anticiisrpo, e rewyltados se ilustran en las figuras

4
antigenos circulantes obtenidas en difsrentes grupos

]

s / s
exparimentales. En los dos grupos se gncontro que los niveles de

Lt

(18]

nt o Lados,

o

ienns circulantss en el suero de ratoes inf

N y
presentaraon un ascenso sn 21 dia 7 y 22, corrs2lacicnandocse con la

adultos vy can =1 .

i
p—
w
L
=
L
[
o
[i1]
=
il
ul
=
-
T

maduracion de

: ; _ i o Fle i
enguuistamientcs de las L.I. =n 21 musculo ssqueletico

respactivaments. Sin s=mbargz, =2n la fig. 7 ze observa que despuas
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Deteocion de antizseno ciroulantzs de 12 LII. =n
suayos de ratonsz infectados: con 200 LI ds
T. spirziis. Lz detsrminacidn d= :nt{;enoz 20 é.
mu2stiras 02 SRy ms ;e trastlonss infectizados con =l
parasito s2 realizo maediante =21 anszzyo de ELITA
madificads, smpleands =1 siztemz avidinzs-hictinz ¥
AcM., Loz datos mostrados corrssponden al
un grups 2xpsrimsntal de 5 ratonss, dife
ia figura S ¥ a una dilucicn de zusro 1:

Tp— Sueraos inmunes
Todos los susros del grueco control disron lesturss
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TABLA IT |
EFECTO DE LOS ANTIGENOS PURIFICADOS SOBRE LA INFECTIVIDAD DE LA LARVA INFECTIVA
(L3) DE T. SPIRALIS

EXPERIMENTO INMUNIZACICN NO. DE LARVAS SIGNIFICANCIAC RENUCEION DE ”
" MUSCULARES (L3) LA INFECTIVIDAD
(MEDTA+SD) : (%)
a
1 50 pg b 25312 + 12091 = -
23904 ¥ 9131 : NS 5
a
2 100 pg v 57126 + 26341 - =
14400 ¥ 5361 P < 0.025 74
3 100 g > 30456 + 5827 . .
' 14560 F 3252 P < 0.005 52
4 150 ug b 21600 + 4449 & <
13920 F 7250 NS 36
*

% de reduccidén de la infectividad = grupo .control L, - grupo experimental L,

3
grupo control

x 100

a :
Grupo control (5 ratones inmunizados tres veces a intervalos semanales con adyuvante completo
de Freund {nicamente).

b i ‘ ; »
Grupo experimental (5 ratones inmunizados tres veces a intervalos semanales con antigeno puri-
ficado + adyuvante completo de Freund).

c

Los valores de P fueron calculados utilizando la prueba de t'Student. Valores menores de 0.05
fueron considerados como significativos.

NS No significativo.



TRBLR I

EFECTO DE LCS ANTIGENOS PURIFICADOS DE LA LARVA INFECTIVA (L3)

SOBRE LA EXPULSION DE PARASITOS ADULTOS

2
INMUNIZACICN NO. DE PARASITOS SIGNIFICANCIA REDUCCION DE kA
' ADULTOS (MEDTA+SD) INFECTTVINAD
(%)
a
100 ug 12 + 6 - -
b
2 + 1 P < 0.005 82
1
U" e eyl - &
o - e .

7% de reduccidn

de la infectividad =

pardsitos adultos grupo control - pardsitos adultos grupo experimental < 100

grupo control

de Freund tGnicamente.

ficado + adyuvante completo de Freund).

Los valores de P fueron calculados utilizando la prueba de t'Student.

fueron considerados como significativos.

Grupo control (5 ratones inmunizados tres veces a intervalos semanales con adyuvante completo
Grupo experimental (5 ratones inmunizados tres veces a intervalos semanales con antigeno puri-

Valores menores de 0.05



V. DIZCUSICN

no de los aspsctios mas ralevantes en =] sstudic de 1z

. . oy . i _/ /.
inducir protsccion en oonitra de las infeccion oon =s2ste parasito.
-
: — L /
En 21 pressntz irabajo se purificsron cuatro antigenos de

&

; . ’
I. de T. spiralis, emplsando ovomatogrzfia

’ ‘-

=]

L
-
1

supsrficis dso

[
il

afinidad con anticusyrpos monoclonales. La inmunizacion de rztones
7 L : ' L .
con 2stos antigenos, dio ocono resultado una reduccion del b

] : , 7. :
de L.I. =n muiasculo y una supulsion acelgradz de parasitos adulics

de los intestinos de animales inpunes en una infeccion de desafio

ul

( Tablas II y III ),
!/
1

[ od
=t
-
u
m
]
o i
fu
W
T
]
=
(a8
n
o
iy

genos de T. spira

oy 4
La purificacion de an

il

d

i

diferenies mansras, snpleandos para =2sto diverzas tsonica:
. /. ./ = £ = =¥
bicquimircas de sgparaciaon ( 29, SO0 y S1 ). Zin embargo, =sn la
mayoria de los trabajos se han cbienido mezo
compleias o son muchos_los procesos requeridose para aislar una
s’ : 3
protesina. En ssts sstudic =e smplsarcon AcH especificos -pars
’

antigencs de superficies, los cual ofrece ventajas en 'cuanto a3

nplezdo, Ezlac

-

4 foogn 5
otyos meliodos de puyrificacion gus s2 han e

anticusrpos fueron obtenidos por Ortega y col. (12 3 y son del
isctipo IgM. El spitaops quse reconocio este anticusrpo s2

’ ' N ’
encontro presents ep cuatro oroteinas con una e de 4%, SZ, &9 vy

- 59 -



72 Ed ( fig. 2 ), ob

IIJ

te en condiciones reductoras.,

;-o-
IE.'I..
L)
I.EI
il
b
T
]
a

Los investigadorss antegricorments mencionados, han propussto gus

1
LL
s
'y
o |

2stas proteinas outicularses del parasito pusden ocriginars

!/
1

.
o
9]
N

solo gen, debido 2 la similitud =2n sus mapas pept 15,

\

1)
=
b

: T
en ocondicicnes no reductoras unicaments son detectzdas dos handa

m

s5tas proteinas pueden sufrir un procesamizonto diferencial antes

. /
de incorporarss 2 la cutioculzs, ya gqus zolamente unz de 2llzs

El metods de inmunopurificacion smplsada, produj
rendimiern®s ( 10% ) de purificscion de l'as prote

suparficie, comparandolo con los trabajos antericrmants

mencionados, 2n los cusales s2 fraccionaron los com2onsentes deld

/
1

Dy |
b
“g

N
}oo
rd
12

= B

Para ito madiants bhiocquimicas de saparacic
la gran a2finidad desl Ack NIM-M1, laz protsinas a2izladas
prasentaron un alto grado de pursza vy espscificidsd, cono s2
demostrc{por loe sstudios slectraforeticos { fig. 2 ) y ds=
competencia por inmunofluorescencia ( Tabla I )Y, Otros -
g2nos del esticosams y d=2
productocs de excrssiocn—secracion de 1a L.1., siguiendo una
ectrategiz zimilar 2 lz smpleads en =22te estudiao, reportando

resultados semejantes a los aquil descritos ( S22 v 52 ).

s - o o: . -
En los syperimenios de inmuonopurificacion seo cbiuvieron 2 m3

s -
de antigencos purificados a partir de =20 mg del sutracto =oluble

u
L
Pt
o

total. Este alto rendimisnta pusde debevse a que 21 AcM nao
reconocs antiganos de supsrficis zindo que tambien prasenta

/
ltigo =5 un

reactividaed con 21 esi 35 { S2 J. Ya gue ests
r

constituyente mayvoritaric de 1a LI, ¥ los componentes

- 60 -
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2 enoontrarian en =21ta propored
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Fd
Estudios recientes han sugerido gus la cuticula de T,
-

- - - - - ,
cspirvalis =22 2na sctr-uctura importante =n lz intevraccion snt-z =

’ / )
huesesped v .21 paracsito. Mackenzie y col. 24 3. yveportaron

f/ 3 i LS 5 =

caracrterizticas importantes de la omticnla de los diferentes

)1
kY
(a
i
£
et
it
= om
0
|—4
Uy
1
N

=4

comeonentess de la superficis son capacss de activar =

4
complements, Io ouasl no ocourses con las LLRIN.. Asi mizme, =2
/ . ) ok /- ]
encontro gue cada estadio del ciclo de widzs del parasito oztimo
>

mismo =stadic, Estudiocs in wvit-a vealizados por lo: mismos

ia de 2estos anticusrpos

M]
e
e
ul
t
1
]
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1
14
=
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L
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W
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=
0]
=
m
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-
1
-1
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i
(U}
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i
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[4 z . 3 5 u i 3
oeliilas de una reaccicn inflamatoria, especialments eosinofilos
*
. /. — .
son ocapaces de unirsese al parasito v cauzarle 1z nuerie. E:tos
ectudias fusron extandidos por Driega vy ool ( 35 ), los cusles
; I R
demuestran gues un anticuerpo monoclonal dirvigido contya antigen
.. - N & . R .
dez superficie de lz L.B.N. fus capaz de mediar lz adhsrencia ds=

i : o " ' :
eosinofilos a las mismas. Uocasionando la muesrte y destruccion d
los parasitoz. Trabajos posisriorses sfectuados por una ssris de
5 . . - & G Y : 'y - -
investigadores ( 14, 17 v 12 ) demuestiran aue la ocuticula d= T,

zeiralis =2 una estructura gue supreza moleculas proteinicas qu
cambian cualitativamente =sntre los estadios y cuantitativaments

durants 21 orecimienta del parasito dentro de uan mizmo e2stzadiao.

()

Iebido a la importancia de los ant

interesants detarminar la inmunogsnicidad de sstos componsntec

i

duranie 21 curso de uana infeccion natural, 2n pariliculiar de las

« BT =

s

on

o5

el
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L.I.. Cuando 32 esiudio la cineticsz de reconocimiento an
S ¢ g
por susros de ratones infesctados, z2 rmostro gqus las cuaters
profleinas que son veconoridas inizislmente ¥ por mzs tiznpo

( fig. 7 )} 2n unz respussta primaria, ore2sentan una Mr omwy

m
"
)
t

g e e [ . - T T 2

respaecto poy Fhilip 2t al (55 =211 donde reportzn guse 2nouna
’ _ X

yeaorion primaris hasia T, spiralis, =2 detectan en los susras

ratonss infectados, anticusrpos gus precipitan :Dmpanqntez da

]

L.
1T

[

sups=srficis de la L.l. marcada con I-125. Este tipo de anticusrpos
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inmunidad 2n unz reinfeccion {37 3 Jo. El numerno de larwvas
/ Z . N

s2 establecen 2n 21 musculs de animales inmunizados depsrde d2

vario: factorss ( 27 3}, muchos ds los ous
. L _

controlades por el acsrvo genetico de los husspedes (5% ), En

- - / -
2etudic realizado en estie trabaioc, so demostro gue los cuatro
/ NS - A caa
antigenos purificados por columnas de sefarosa 4B--AcM MIM-M1,

iveles zltos de proteccion

=24

fusron capaces des inducir
- " L - ’ - -
{ Tabla I ), reduciendo 21 numero de larvas infectivas que

’
alranzan =1 esnouiszstzmisnts en o2lulas muscialares ocuands se

Y

inocularaon con a2dyuvante completo de Freund., La inoculacion de

-,
2stos antigenocs no induce? una raspussta inmune anti-T. spiralil
cutando e administran sin 21 adyuvante ( Parkhouse,.comunicaci

persocnall. Esios datoes sugieren la necesidad ds invesiligar el
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de adyuvantez aplicables 2l humano como potenciadoies d2 1z
. o i /
respuasta inmune, 2n combinacion con antigenoe velevantess del
/. . X 2 ’
parzcsito, £l grado de proteccion inducido por los antigenco:
] y] :
purificados resulio ser dozis—dependisnts { Tzabla X1 ), sisndo
una de sus manifestaciones a nivel intestinal, acelesrando lz
. / Lo 5 SE
gxpulsion de parzsitos adultos { Tzabla III .
/
) Estudics anteriores han detsctado antigenos protesciorss
/
esticosoma v de productos de exorscion—secrscion de 13 LoI.,
& ’ - -’ = * - e ] -y
aislados por tecnicas biocquimicas { &0, &1 y £2 ), por colu
de afinidad -on anticuerpos policlonalss 1 A2 ) o ﬁmn;gntiru

monoclonales (4% y S2 . Los anti
columnas de anticusreos monoclonales
da Tﬁf?f Hd, moy similar a ia Mr d
con o2l AcM MNMIM-ML., Animaless inmuni
precentan wuna 2¢pulsion acslsrada de

dichos an tienen un

las hembras de 7. =pivalis.
Mo se oconace oon suwactit
/! -
ecticoenma ¥y antiosnos outicyg
/
qu2 l1=2: prolsinzs
Ejoe 1 1 Ak
esticosoma, lo oual podirrias
A
las groteinas ds ambas

/

manciono com o anterioridsd, =1
’ -
celulas del ssticosoma « 52 )
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una respissta afezcta a otro estadio, corrslaciona con
los rezsultados ohienidos por varios investigadores { 27 v 32 0
los cusles zatablecisran gue Jos 2stadices de LoI. preadults zon
-
mas =ficaces en induciry unz respusstia s-otectora, acelerande 'a
. 4 ) ;
expulsicn de parasitos adultos del intestino de rateones
infectaios v disminuyernds la fecundidad de lacs bembras.
. / -
Fosiblements, la 2urulzion acelsrada de los parasitcs adultos
= R ST IR - 1 - , - ¥ - ! >3 ~
estimulada por 1z inpunizacion oon los antigencs purificados,
antes que s¢tar diricida gspescificamente contra =21 setacdic sdulte
.t . ¢ . . .
sste dadazeor uns alieracicn on la fisiologix ( &4 vy AT ) de laos
o
intestinos de animales infectados, ocasicnando un microambients
2o ) b} /. -
ne propicio para =1 estabiscimizsnts de los parasitoszs. En
- " . -
contraposicion, o1 =2fescto reductor de 1s fecundidad ra2poriado en
2 e
otros tyabaios ( 47 v 52 ) con antigencs purificados ws mas
*
. - b .
factible Sue sea una respuzssta s=spescifica. Estudios
- - "‘ ~4 C Lo S 1
inmunocitoguimicoss realicados por Mo Laren 4 532 ), mosiraron oue
- A a2 AN " -,
21 AcM NIM-MiI reconoce antigenos de los intestinos y del
‘. ) ’
esticosoma de 1os parasitos adulios, 2 sstos gnitigenrnos se
secretarzn podrizan esv 2l blanco de la respuesta =stimulada por
1 I.! - - . -
ne antigsnos de 1a LoI.
El sstudio de los_scomponsntes aislados de 7. =zpiralis,

! ' . 5 : o
ademas de proporoiconar perspectivas para la oresacion de metodos
: A\‘ : : - - / ¥
inminoprofilacticos, bharcs posible 21 ostudio mas detallads de 1as

components: parasitarics, en funcion de los mecanismos inmunes

=

’
2n 21 hueeped. Una perspectiva interessante, =g =21

!
1y

g2 geEneryan

e

2nalisizs cde las o=zlulasz inpmunes gu= son estimuladas por los
< g ! y . i " ;
difereniegs antiusnos zislacos, asi como de los Taciore2s que =
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producen durznte 2esta estimulaciaon v su efectio en los mecanismoss

3]

]

de 2liminacion del parasito. Este anfogque pernitiriz 1a disee

L]
[
&
3

de 1a vespucesta inmune dirigida contra T. spiralis. VY, 1oz datos

qus se pudieran cbhtensry smpleando como modelo skxpsrimental =z zzis

- o Rk ryen - - -
2 lilev=s = 2200
Con =sstos

i
e

de 1z z2nfermedad. Actualmente sze han propussto tezcnicas

inmunosnzimaticaes gus podrian ser altamente aprovechablez { &£ ).
- Pl / ’
I 2enzayo de ELIZA o5 unz tecnicz innunosnzimaticz qgue ha

resultado ser muy sensible en =1 diagnostico de la triguinosis 2n
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purificados de la LuoI. -2n enzaros de ELIZA, pars la detscoccion des
anticuargoe an zueros de animales infectzdos syperimentalosnte

] ) ’
con T. spirzslis. El 1iex de los antigenos purificados dio unz

mayor especificidad sn =21 diagneostico de 1a friguinocsis

experimental en ratonss, disminurendo los falsos positivos 2n
]

suaros de ratones novmzles  fig, 2 ), Mo obstante, =25 mas

g

’
impartante svaluar la utilidag de 1z tecocnica en 24 principsl



oyganisms transmi

ST medad hacia =21 hombra, 21 cevdo.
Tomando en 2uentz ssto, se llevaron a cabo 1oz snsavios
praliminares de ELISA, smplezands s2xtractcs scluble: de
-
T. spivalis v susros aobtenidos de oerdos infectados
gxperimentalmente con T. spiralis, tenisndo como centrol susros
ohtenidos de animalecs normaleszs,. Mediznte sstas prushas =2
’ o /
demostro nusvamantz la a3lta sspecificidad de la ftscnicz, vz gue
s - - - .’ s = -
sz obiuvisron bajos nivelss deVdetscocion de anticusrpos oon 1og
- ! £ 5 i} ‘!
su2y=s fde osrdos no infectados ( fig. & ) en comparacion oon
_ . . . . \ ./
aquellos d=2terminados 2n los cerdos infeciados, La regocion
e )
detectada 2n los cerdos sanos, se pudo deber a que 2n sueros
\ -
procsdentess de animsales no infectados ss pusden encontrar =21
N . o = . i ) . _ o 2
menos dos classs de inmunoglobuulinas®qgue yz2accionan con =2ntigesnos
Z 5 ; = : 5
del parasitoc ( 740 ), proporcionando falsos positivios en 1oz
*
’ .
ensayos de deteccion de anticusreos. Trabajos postericorss
realizados =n o2l laboratorio oon sueros de ocerdos normalscs =
infectados indicaron wuna sspecificidad aun mayor cuando 1os
o AW . s / . :
eneayos de ELIZA se vealizaron coon los antigenos purificsd-z. 2n
/ Tkt 4a1 F OTE Y At
comparacion con 21 uso del sxtracto soluble total {71 ). Asi
. /
mismo, gara wvesrificar gus los antigenos purificados no
/ y .
presentzban reaccion uzada n suu2ros ohtenidos de animzles
I".!.
infectados con otros parssitos, se analizaron susrvo: de osrdos 20
. L ;
los cualss s2 detecto lz infeccicn con Histrongylus rub;urz,
Acscariszs suis, ZEstrongylioides mansoni, Trichuris suiszs y
Oesophacostorun dertatun. Lss Ilsciurzs de D.0O. obtenidas 2n los
/
2nsaycs con ostos susros; vesultaron ser oconziderablemsnts mss

bajas gque las lecturas deter

2n los 2nsayos re2alizadoss con



susros de cerdos infectados con T, spiralis (72 ).

La utilidad de los antigenos surificzadozs =n 21 diagn

/
de la trigquincsiz tambien hz sido evidsesnoiada por otros
. !
Gamble y Graham ( 72 ¥ estudiarcon 2inas del sstic

{ 52 y 4% Ed ), obtenidas por oromatograf
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5
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anticusrepos monoclon

de 1z triquinosiec. El uso de sstos antigencs elimino los
/ : ,
pasitivos y detecto a todos los osrdzss infz2ctzdos. Fesold
cimilarss han side abisri2s 2n microensavo: inmunosnzims
N oS B 4 C.
con antigenos purificados por oromatoc-afia de =finidad o

’
antieo “rp:e, no provesn informacion acerca de 1l pressnci
ausencia de la infeccicn. Debido a2 1z antericor, = import

tratamisnto con meodicamsnios, dirigido 32 la sliminacion d

Tomando 2n ocusnta las caracter

homogensidad d

in

1 AcM MNIM-M1, en combinacicon con la gran &
gz tiene la avidina por la bioctina, estos s= emplzaron g
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cdemostraron la presencia de antigencs ocirculantes de LI, eonm
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La deteccicon de niveles bagaos de ant

v
=

los sueros de ratones infesctados, == pudo debesry princircalments =
dos factorss: srimsya, 2 1a o g2 compleios inmunss = 1o
’ll
- -ms SErm ST ESer STl uns interioras ST S Jadaani o HAs
sSUSrOs Y OO CORNSEoUENTIE unas INlsyier2Sncla 2N 12 dsiaecCflin Oe
A 1 " 1 = = ¢ - t _ ¥ e = 3
antigens circualants libre ( 74 3 y 3=sgundo, = la alts
: N % £y f SR R ;
inmunogenicida d2 los antigenos gus reconoce 21 AcM PIM-M1I { fig
S o
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i S 20 B e Bl B kw5 o =AY s A
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de la circulacicn con gran rapidez. =2zt3 mansyra se parmitivia
. . g
sy detsccion oon mavor facilidad,

pae

dentro de oun mismo grupo 2xpsrinental hubeo nusha dizpar

i

loe wvalores abtenidos para cada raton. Esto s2 pudo deber 2 una

respuesta muy heterogenea entre los distintos individuos

smpleadas. Adicionalments, en loe doz grupos de ratones snsayvados

{ fig 5 v & ) se cuantifico un auments 2n 1oz niveles de antigen
: 1 3 'I_ 7 - s e T oy gy oy o e e - - e o s
circulantes a los dias y 2%, correlacicnandoss con la recients

maduracicn de 12s L.I. al sstadio adultlc

I B} N _ )
LI, 21 la eo2liilzs musoular respesctivamsenis, &gn la fig. & =
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VI. COMNCLUSIONES

de columnas de afinidsd con anticusrpons

22 2n Iz purificacien de anticanos parzzitar
roun metodo sficients en 1o Faspsnia 3l
o ¥ pureza de antigenos sspecificos.

ros de
b - -
alment i i
cursn de la infsooion.

antigenos purificados en snzayos de ELTISS ma
on s anticuerpos oivrzulantes afrece caniaja
a sspecificicdad on vslacicon al swpleo de
orudos.

die oanticusress monoclonzles en contra de T
n snsayoas de ZLISA pernites 1a detecoion de
irsalants 2n animalses infactados, sxistindo
n =atre 2! tiempo de deleccion y 2l ourso d2
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