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Resumen 
 

La disponibilidad comercial de bibliotecas combinatorias de péptidos aleatorios 

fusionados a proteínas de superficie están incrementando su uso para el 

desarrollo de vacunas,  de diagnósticos moleculares, la identificación de 

epítopos y mimótopos,  inhibidores de enzimas y ligandos de receptor. El 

objetivo de este trabajo fue seleccionar clonas a partir de una biblioteca 

combinatoria de despliegue de bacteriófagos para la obtención de clonas 

inmunodominantes contra IgG de animales infectados. La tarea fue buscar 

mimótopos de Fasciola hepatica. Al final del trabajo logramos identificar  32 

clonas mediante tres bioselecciones (biopaning) y determinamos que sólo 3 

posiblemente podrían funcionar en ensayos de diagnóstico y protección. 
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1. Introducción 
 

1.1. Fasciola hepatica 

 

La infección con especies de Fasciola que parasitan el hígado es conocido como 

fasciolosis. Es una enfermedad parasitaria que afecta aproximadamente a 2.4 

millones de personas en el mundo y representa un riesgo potencial para otros 

180 millones de individuos en el orbe y genera pérdidas económicas del orden 

de 4 mil 500 millones de pesos al año por los daños causados al ganado bovino 

y ovino, de acuerdo con datos de la Organización Mundial de la Salud (WHO, 

1995).  

Es sabido entre los productores de ganado que la fasciolosis afecta o 

compromete el crecimiento y productividad de animales de pastoreo; La 

fasciolosis presenta un serio problema en muchas partes del mundo, afectando 

a ganado bovino, caprino, porcino, ovino así como muchas especies de vida 

silvestre. También es conocido que afecta al humano por el consumo de ciertas 

plantas como berros, quelites, acelgas y espinacas, entre otras. México, en el 

estado de Tabasco ocasiona importantes pérdidas económicas (Rangel-Ruiz y 

Martínez-Duran 1994); en el estado de Sonora se encontró una prevalencia de 

24.4 +/- 1.2 usando pruebas de ELISA indirecto (Munguía-Xochihua J.A. et. al 

2007) 

 

1.2.  Biología de Fasciola hepatica 

 

La especie F. hepatica, pertenece al reino Animal, phylum: Platyhelminthes, 

clase: Trematoda, subclase: Digenea, Familia: Fasciolidae.  

F. hepatica actúa en parénquima y conductos biliares de bovinos, ovinos, 

caprinos, cerdos, equinos, conejos, venados, hombre y otros animales. Produce 

una enfermedad crónica y con dolencias habituales más comúnmente trastornos 

digestivos y de la nutrición. 

El parásito adulto mide 18 a 50 por 4 a 14 mm, el cuerpo es aplanado dorso 

ventralmente de forma foliácea y cubierto por pequeñas espinas; posee dos 
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ventosas, una en el extremo superior y la otra ventral. Debajo de la ventosa 

ventral se abre el poro genital; es hermafrodita. 

Los hospederos infectados por F. hepatica eliminan huevos del parasito al 

ambiente. Al momento de la puesta, los huevos no están segmentados, su 

desarrollo requiere la separación de la masa fecal, condiciones de humedad y 

temperatura adecuadas. En el interior del huevo se desarrolla una larva ciliada 

y con dos manchas oculares oscuras, llamada miracidio. La eclosión del 

miracidio depende de la luz, a 650 nm, que estimula la producción de una 

enzima proteolítica que debilita la unión del opérculo con la cáscara del huevo. 

Los miracidios pierden los cilios cuando penetran en el molusco (caracol del 

género Limnaea) y se transforma en esporoquiste. Del esporoquiste se forman de 

cinco a diez redias. Estas redias dan origen a más de 50 cercarías. El mecanismo 

celular por el que se forman las redias y las cercarías es partenogénesis 

diploide. Las cercarías emitidas por los caracoles se enquistan sobre hierbas y 

plantas acuáticas. Esta fase se denomina metacercaria. 

La infección tiene lugar durante la ingesta de hierbas que crecen alrededor de 

ríos, depósitos de agua, encharcamientos, forraje y agua contaminada. 

En el intestino se disuelve la membrana quística y queda libre el trematodo, 

penetra a través de la pared del intestino, alcanza la pared peritoneal; luego 

penetra en el hígado, perfora la cápsula de Glison y después llega al tejido 

hepático para finalmente asentarse en el conducto biliar. 

Las fasciolas jóvenes se nutren con sangre y tejido hepático, las adultas con 

sangre, bilis y tejido epitelial. 

Los antígenos  de F. hepatica han sido considerados importantes inductores de la 

respuesta inmune humoral en la fasciolosis y tanto su especificidad como su 

utilidad diagnóstica han sido demostradas en numerosos estudios de fasciolosis 

humana y animal (Díaz et al. 1998). 
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1.3. Antígenos en F. hepatica 

 

Los antígenos de F. hepatica pueden diferenciarse en dos categorías, antígenos 

somáticos y antígenos metabólicos o de secreción-excreción (SE).  

Chemale G, et al. (2006), purificaron del citosol glutatión-S-transferasas (GST). 

Las GST son una familia de enzimas que catalizan la conjugación del glutatión 

endógeno a una variedad de compuestos electrofílicos, que protege a las 

proteínas y ácidos nucléicos de las consecuencias tóxicas de reacciones 

covalentes con carcinógenos y medicamentos, además ellos describieron 

algunas isoformas y el cADN de GST de la clase omega para F. hepatica. 

Estudios en productos SE, han demostrado la presencia de cisteín proteasas, 

leucín proteasas y otras proteínas como: actina, enolasa y la gliceraldehido 3-

fosfato deshidrogenasa que a diferencia de las proteasas, se encuentran en 

menor cantidad en la bilis del hospedero, lo que impide su detección en el 

diagnostico (Morphew et al. 2007). 

La leucina aminopeptidasa de F. hepatica (FhLAP) es una metaloenzima que se 

encontró en las células epiteliales de la periferia en torno a la zona alimenticia 

del nematodo, de lo que se deduce que participa en la digestión de las proteínas 

del anfitrión; con esta enzima producida en forma recombinante inmunizaron 

conejos y consiguieron obtener el 89% de protección (Acosta D. et al. 2008). 

Las catepsinas L1, L2 y B son cisteín proteasas que participan en la emigración 

del parásito a través del intestino y el hígado del anfitrión, la adquisición de 

nutrientes y muy probablemente la evasión inmune, ya que suprime la 

respuesta inmune Th1 en animales de laboratorio infectados y los hace 

susceptibles a infecciones bacterianas recurrentes (Beckham S.A. et al., 2006, 

Dixit A.K. et al. 2008). 

El tratamiento de la fasciolosis en los animales de ganado ha sido con fármacos 

como el triclabendazol, el  cual ha sido efectivo, pero el costo y la aplicación es 

alto, además, la utilización indiscriminada de este fármaco ha generado 

poblaciones resistentes (McConville M. et al. 2006).  
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1.4. Generación de antígeno 

 

Los bacteriófagos son virus que infectan bacterias. En biología molecular son 

importantes por ser utilizados para construir bibliotecas genómicas y ser 

buenos vectores de clonación, además son una herramienta molecular muy 

poderosa en la tecnología de despliegue de moléculas de superficie (phage 

display), que consiste en la incorporación de secuencias de péptidos fusionados 

a proteínas de superficie. Esto se logra al insertar secuencias de ADN en el 

genoma del bacteriófago que codifican para péptidos fusionados, al extremo 

amino terminal de una proteína de superficie para dar como resultado un 

péptido incorporado a la cubierta del fago, que puede tener actividad biológica. 

Esto permite que el péptido pueda ser seleccionado con moléculas receptoras 

(anticuerpos, ligandos, etc.), el cual va a estar asociado al segmento genético en 

el genoma del bacteriófago. Está tecnología puede ser útil en el estudio de la 

inmunoparasitología molecular, debido a la necesidad de generar suficiente 

cantidad de antígeno para lograr una protección exitosa. Con esto, se espera 

contrarrestar la falla de los métodos clásicos de control de parásitos, derivada 

de los altos costos de los medicamentos disponibles. Actualmente se pretenden 

hacer trabajos para la búsqueda de diagnósticos y vacunas (De Berardinis P, 

Haigwood N.L. 2004) que puedan prevenir completamente la infección o limitar 

los efectos patológicos de las enfermedades parasitarias sin tener efectos 

secundarios. 

 

1.5. Bacteriófago M13 

 

Diferentes tipos de bacteriófagos han sido usados como vehículos de phage 

display, incluidos los bacteriófagos del orden Caudovirales como λ y T7. Sin 

embargo, el más comúnmente usado en el sistema phage display es M13, 

bacteriófago filamentoso  de la familia Inoviridae. Los bacteriófagos filamentosos 

son buenos vehículos de clonación y expresión de péptidos ya que la inserción 

de ADN foráneo dentro del genoma está bien caracterizada. Puede utilizarse 
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como vector de expresión, la superficie del bacteriófago no es compleja debido a 

que no tiene componentes lipídicos y pueden liberarse de la célula sin lisarla, 

produciendo fagos continuamente. 

 

El bacteriófago M13 no es lítico, es una partícula cilíndrica de aproximadamente 

880 nm de longitud y 6.6 nm de ancho. Este bacteriófago filamentoso infecta 

bacterias Escherichia coli vía pili F. El genoma del bacteriófago silvestre es una 

molécula circular de una sola hebra de 6407 nucleótidos de longitud; el virión 

(unidad estructural morfológicamente completa e infecciosa) de M13 consiste 

en un cromosoma que está cubierto por una membrana que contiene 

aproximadamente cinco copias de la proteína III, tres copias de la proteína IV, 

cuatro copias de la proteína VII, dos copias de la proteína VI, cinco copias de la 

proteína IX y dos mil setecientas copias de la proteína VIII codificada por el gen 

VIII lo que da una apariencia de filamento esta es la razón de que a M13 se le 

conozca como fago filamentoso. Todas las proteínas mencionadas pueden ser 

usadas para fusionar péptidos (Smith, 1985; Sidhu et al., 2000; Brichta J., 

Hnilova M. y Viscovic T. 2005 Mullen et al., 2006). Generalmente se clonan hasta 

1011 diferentes secuencias de péptidos fusionados a las proteínas de superficie 

de los bacteriófagos o también cADN,  producto de la extracción de RNA de 

Taenia crassiceps (Robles Y., et al. 2005) o el genoma de Anaplasma marginale 

digerido parcialmente (Ocampo, V. 2004). Una de las aplicaciones que esta 

herramienta permite, es que una vez obtenidas las construcciones con los 

insertos de interés en los bacteriófagos, se haga una selección de epítopos 

(regiones inmunológicamente activas de un inmunógeno), mimótopos 

(moléculas que imitan a los epítopos inmunogénicos) o parátopos (moléculas 

complementarias a los epítopos). 

 

1.6. Phage Display 

 

Bibliotecas de péptidos aleatorios (RPL por sus siglas en inglés: Random 

Peptide Libraries). 
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Las  bibliotecas RPL pueden usarse para el mapeo de epítopos por diferentes 

anticuerpos, para el aislamiento de mimótopos de proteínas, carbohidratos y 

estudios de diversa índole. Se construyen por la inserción de oligonucleótidos 

sintéticos al ADN del fago, con cada residuo de aminoácido codificado por un 

codón degenerado (ya sea NNK o NNS en donde N=A, C, T o G; K=G o T y 

S=G o C) e incluye codones para los 20 aminoácidos naturales, más un codón de 

paro. Las primeras bibliotecas presentaron péptidos lineales propiedad que 

confiere flexibilidad y configuraciones no estabilizadas. Un dato particular para 

las bibliotecas producidas por la compañía New England BioLabs USA, es que 

el contenido de cisteínas en los péptidos es bajo, ello para reducir posibles 

interacciones con las ocho cisteínas constitutivas de la pIII. Estas bibliotecas 

RPL también han sido denominadas primarias (Palacios-Rodríguez Y. 2007). El 

“Ph.D.-12TM Phage Display Library Kit” se basa en una biblioteca combinatoria 

que despliega 12 aminoácidos alineados de manera aleatoria (12-mers) 

fusionados a la proteína de superficie (pIII) del bacteriófago M13. 

 

1.7. Bioselección 

 

La selección de bacteriófagos por afinidad (biopaning), es un proceso de 

discriminación tan preciso como la selección inmune (Smith y Patrenko, 1997), y 

se lleva a cabo en tres pasos en donde se incluye al ligando para obtener 

variadas interacciones: 

1. Incubación de la biblioteca combinatoria con la molécula blanco. 

2. Rondas de lavados de los bacteriófagos no afines a la molécula blanco. 

3. Recuperación de las clonas inmunoreactivas para su amplificación. 

El empleo de una posible vacuna contra el helminto puede ser una opción 

eficaz y costeable para su aplicación al ganado, por lo que es significativo contar 

con una batería de anticuerpos que pueda ser empleada en la búsqueda de 

epítopos importantes y la caracterización de mimótopos aplicados a diagnóstico 

y protección. 
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2. Hipótesis 
 

El uso de una biblioteca combinatoria de despliegue en bacteriófagos permitirá 

identificar epítopos de productos secreción-excreción de Fasciola hepatica 

mediante la selección por afinidad de péptidos miméticos con IgG obtenidas de 

un conejo inmunizado con estos productos. 

 

3.  Objetivos 
 

El objetivo general de este trabajo fue seleccionar clonas que expresen 

mimótopos reconocidos por anticuerpos generados en conejos inmunizados con 

una fracción de productos secretados y excretados por F. hepatica, a partir de 

una biblioteca combinatoria de despliegue en bacteriófagos. 

 

3.1. Objetivos Particulares 

 

1. Obtención y evaluación de antígeno somático y productos de secreción 

excreción de F. hepatica.  

2. Obtención de anticuerpos en conejo dirigidos contra antígeno somático y 

productos de secreción excreción para ser usados en el tamizaje de la 

biblioteca combinatoria. 

3.  Caracterizar anticuerpos dirigidos contra antígeno somático y una 

fracción de productos secretados y excretados por F. hepatica. 

4. Caracterizar inmunológicamente sueros de borregos infectados con F. 

hepatica y sueros de borregos negativos a F. hepatica. 

5. Seleccionar y caracterizar clonas inmunodominantes a partir de una 

biblioteca combinatoria Ph.D.-12TM  empleando anticuerpos dirigidos 

contra una fracción de productos de secreción-excreción. 
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4. Materiales y Métodos 
 

4.1. Obtención de fasciolas para la preparación de antígeno somático y 

productos SE 

 

Las fasciolas adultas se extrajeron de los conductos biliares de hígados de vaca 

decomisados en el rastro municipal de Toluca, Estado de México. Los parásitos 

que se extrajeron se dividieron en dos grupos, el primero para obtener antígeno 

somático y el segundo para obtener productos de excreción-secreción (SE). Para 

la preparación del antígeno somático,  las fasciolas se pulverizaron con 

nitrógeno líquido y se homogenizaron en mortero con amortiguador salino de 

fosfatos (PBS) adicionado con inhibidores de proteasas (Cat. Sigma P2714-

1BTL), se centrifugó y colectó el sobrenadante. El antígeno se fraccionó y se 

mantuvo a -70°C hasta su uso (Hoyle D.V. et al. 2003). Para la obtención de 

productos  de SE, a las fasciolas se les enjuagó con PBS  y se les incubó en RPMI 

1640  adicionado con antibióticos (penicilina y estreptomicina, 500 mg/ml) a 

37°C durante una noche, se centrifugó y recuperó el sobrenadante, se le 

agregaron inhibidores de proteasas (Roche; Cat. 11873580001) y se guardó a -

20°C, para su posterior uso (Smith A.M. et al.  1993).  

Para la inmunización de los conejos se utilizó un antígeno somático obtenido a 

partir de fasciolas congeladas (-20ºC), se les pulverizó con nitrógeno líquido en 

un mortero de porcelana, y se les homogeneizó con RIPA (150 mM de NaCl, 1% 

de NP40, 0.5% de DOC, 0.1 % de SDS y 50 mM de Tris base. Harlow, E. and 

Lane, D. 1988), adicionado con inhibidores de proteasas (Roche; Cat. 

11873580001), se centrifugó a 3200 RCF durante 15 min. a 4ºC, el sobrenadante 

se fraccionó en dos partes. Una de las fracciones fue centrifugada a 14 000 rpm, 

durante 10 minutos a 4ºC y se recupero el sobrenadante. La otra muestra de 

antígeno se guardó directamente. Los antígenos se fraccionaron y guardaron a -

20ºC. 
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4.2. Inmunización de conejos con productos SE de F. hepatica 

 

Con 9.6 mg de antígeno somático (Correa D. com. pers.), se inmunizaron dos 

conejos hembra, (conejo 1 [C1] y conejo 2 [C2]), de 2.5 Kg, siguiendo el 

programa de inmunización descrito en el anexo I (página 56). Los sueros de los 

conejos inmunizados se evaluaron en ensayos de ELISA y se guardaron a -20ºC 

para su conservación y posterior uso. 

 

Las IgG de un conejo dirigidas contra una fracción de productos de SE de F. 

hepatica fueron obtenidas de la inmunización con una fracción  de productos SE 

purificada por HPLC de intercambio iónico empleando una columna de 

sefarosa Q, las fracciones colectadas se concentraron valiéndose de una 

columna de filtración sobre gel (Superdex 75), de esto se obtuvieron dos 

fracciones de 27 y 29 KDa, con las cuales se inmunizó a un conejo New Zealand. 

Las IgG se purificaron usando una columna de proteína A-sefarosa (ICOPA 

2006). Estas IgG fueron proporcionadas por el Dr. Héctor Quiroz Romero del 

Departamento de Parasitología, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, 

Universidad Nacional Autónoma de México. 

 

4.3. Cromatografía de afinidad 

 

En la purificación de IgG a partir de sueros inmunes, se emplearon dos 

métodos, uno automatizado que consistió en hacer uso de un equipo 

ÄKTAprime plus (GE Healtcare) y uno manual. El principio y el procedimiento 

es el mismo. Se utilizaron las mismas soluciones en ambos casos. En el proceso 

de la purificación de IgG se empleo una columna de proteína A  (proteína de 

pared celular de  Staphylococcus aureus) acoplada a sefarosa y otra de proteína G 

(proteína de pared celular de Streptococci) acoplada a sefarosa, productos 

comerciales HipTrapTM de 5 ml. Se siguieron los pasos establecidos en el 

manual de instrucciones del equipo. 
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Para la obtención de IgG especificas contra productos SE de F. hepatica, se 

prepararon dos columnas en  unos cartuchos para empaquetar sefarosa NHS 

(NHS-activated sepharose 4 Fast Flow, GE Healthcare). Primero, se lavó 1 ml de 

sefarosa con 15 volúmenes de HCl 1mM, inmediatamente se agregó:  a la 

primera columna 10 mg de antígeno somático y a  la segunda 10 mg de 

productos SE disueltos en amortiguador de acoplamiento (NaHCO3, 0.5 M 

NaCl, pH 8.3),  se incubó a 4ºC toda la noche. Al siguiente día se lavó con 15 

volúmenes de PBS y se bloqueó con una solución de ethanolamina 0.5 M, NaCl 

0.5 M a pH 8.3 durante 2 hrs a 4ºC. Se lavó con 15 volúmenes de PBS, se agregó 

un ml de suero de conejo 2  a cada una de las columnas y se incubó a 4ºC 

durante 2 horas. Se lavó con PBS hasta que la densidad óptica fuese cero. Se 

eluyó con 14 a 19 ml de glicina 100 mM pH 2.5 y se colectaron las fracciones de 

1 ml, se estabilizó el pH con 100 µl de Tris-HCl 1M. Después se concentraron las 

fracciones seleccionadas (muestras con mayor densidad óptica), en unos tubos 

para dializar y concentrar por filtración (Amicon Ultra 15 Cat. UFC910024 ), en 

estos tubos  se centrifugó a 4000 x g durante 10 minutos, tres veces con 5 ml de 

PBS, al final se resuspendió el producto en 200 µl de PBS con azida de sodio al 

0.1 %, se cuantificó la concentración de proteína por el método de Bradford 

(Bollag D. M. 1996) en  placas de 96 pozos, utilizando 40 µl del reactivo de 

Bradford (Biorad Cat. 500-0001); la curva patrón se realizó con diferentes 

concentraciones de BSA (5, 10, 15, 20 y 25 µg),  las muestras se diluyeron 1:10, 

1:50 y 1:100 en un volumen final de 200 µl. La lectura se hizo a 595 nm y se 

comprobó la integridad de las IgG en un gel de poliacrimida. 

 

4.4. Obtención de sueros positivos de borrego 

 

 El muestreo se realizó en el municipio Chapa de Mota, estado de Hidalgo.  Se 

obtuvieron muestras de heces y sangre de 7 borregos pelibuey. Las heces se 

trataron con el método de sedimentación, descrito en el anexo I (página 48), que  

permite ver de manera cualitativa la presencia o ausencia de huevos de Fasciola 

en heces. La sangre se obtuvo con  una punción en la yugular, utilizando el 
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sistema vacutainer.  El suero se fraccionó y fue mantenido en congelación a -

20°C hasta su uso. 

 

4.5. Obtención de sueros  negativos de borrego 

 

Los 42 sueros negativos se obtuvieron de borregos pelibuey que en ningún 

momento de su historia de monitoreo encontraron que hubiesen tenido 

contacto con F. hepatica; éstos fueron proporcionados por el Dr. Antonio 

Figueroa del Departamento de Parasitología, Facultad de Medicina Veterinaria 

y Zootecnia, Universidad Nacional Autónoma de México. 

 

4.6. Evaluación  de las IgG y sueros contra antígeno somático y productos 

de SE por ELISA indirecto 

 

Se sensibilizaron placas de 96 pozos (Nunc-Immuno Plate F96, Cert, Maxisorp), 

utilizando 100 µl/pozo con 5 y 10 µg/ml del antígeno, en amortiguador de 

carbonatos 0.1 M  pH 9.6 y se incubó toda la noche a 4ºC; al día siguiente, las 

placas fueron lavadas 3 veces por 5 minutos con 200 µl de solución salina 

amortiguada por fosfatos (PBS), Tween-20 al 0.05%. Se bloqueó por 30 minutos 

a 37ºC con 200 µl por pozo de una solución de albúmina sérica bovina (BSA) al 

5%, Tween 20 al 0.05% en PBS. Se quitó esta solución de bloqueo y se repitieron 

los lavados. Se adicionaron los anticuerpos primarios, 5 a 10 µg/ml de IgG o las 

diluciones de sueros establecidas (1/100, 1/200…, 1/1000, 1/2000…, 1/12000) 

previamente preparadas en solución diluyente de muestras (125 mM de NaCl, 

25 mM de Tris-HCl, 0.1% de Tween 20 y 1% de leche descremada svelty), se 

incubó 1.5 h a 37ºC; pasado el tiempo se lavó 4 veces con 200 µl, una vez con 

PBS-Tween al 0.05% y las siguientes tres con PBS, cada lavado fue de 5 minutos. 

La incubación con los anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de 

rábano (HRP), diluidos 1:2000 en  PBS Tween-20 al 0.05% fue 1.5 h a 37ºC. Se 

lavó 3 veces por 5 minutos con 200 µl de una solución de Tween 20 al 0.05% en 

PBS. Se adicionaron 100 µl/pozo de substrato, solución que contenía  4 µl de 
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peróxido de hidrógeno (30%, w/v), 4 mg de ortho-

phenylendiaminehydrochloride (OPD), en  10 ml de amortiguador de citratos 

0.1 M pH 5, y se incubó en oscuridad a temperatura ambiente hasta que los 

controles negativos viraran de color. La reacción fue parada adicionando 50 µl 

por pozo de ácido sulfúrico 1M. La absorbancia fue medida a 492 nm en un 

lector de placas de ELISA (Beckman Coulter DTX 880). 

 

4.7. Ensayo de Western Blot (inmuno blot). 

 

La cuantificación de proteínas se hizo con el método de Bradford. Los 

productos SE y antígeno somático fueron separados en geles de poliacrilamida 

bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE) al 12%, por el 

método de Laemli (1970), descrito en el anexo I (página 43). Se utilizaron 5 µg 

para cada carril. Se transfirió a una membrana de fluoruro de polivinilideno 

(PVDF, Biorad), usando una cámara semiseca (Trans-Blot®SD, Biorad) durante 

45 min. a 100 V. El bloqueó se hizo con Blotto B (leche descremada al 1%, BSA 

1%, Tween-20 al 0.05% en amortiguador TBS  (Tris-base 10 mM, NaCl 150 mM, 

pH 8) toda la noche a 4ºC. Se lavó la membrana en 3 ocasiones por 5 minutos 

con Tween-20 al 0.05% en TBS. Posteriormente la membrana fue incubada por 

1.5 horas con el anticuerpo primario  (5 µg/ml de IgG y en el caso de los sueros 

se utilizó una dilución 1:100)  en Blotto B. Después de lavar, se incubó con el 

anticuerpo secundario unido a peroxidasa a una dilución de 1:3000 en Blotto B 

durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación constante. La unión de la 

inmunoglobulina fue revelada utilizando 3, 3'-Diaminobenzidina (DAB). Se 

utiliza una tableta de DAB y una de urea con peróxido de hidrógeno (Sigma fast 

D4418)  disueltas en 15 ml de agua destilada. 

 

4.8. Sistema phage display  

 

La biblioteca Ph. D.-12 (Phage Display Peptide Library kit Cat. E8110S; Biolabs, 

New England, USA.) es de tipo pIII: el péptido artificial de 12 aminoácidos se 
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encuentra unido a la región N-terminal de la proteína III de la cápside del 

bacteriófago, hay de 1 a 5 copias por fago y no requiere de un bacteriófago 

ayudador para ser infectiva. La biblioteca contiene  aproximadamente 2.7 x 109 

clonas del fago, cada una de las cuales presenta un péptido de 12 aminoácidos 

diferentes fusionados a una secuencia que codifica para tres glicinas y una 

serina. La biblioteca fue amplificada por el fabricante para obtener 55 copias de 

cada secuencia en 10 µl. Los experimentos de panning se hicieron según el 

fabricante (Biolabs). 

 

4.9. Biopanning 

 

Para los experimentos de biopanning se utilizó IgG de conejo dirigida contra 

una fracción de productos de SE de F. hepatica. 

Para desarrollar esta estrategia se empleó una matriz de afinidad de anticuerpos 

inmovilizados, a la que es expuesta la biblioteca Ph. D.-12, con la cual son 

capturados los fagos reactivos. Este método no discrimina entre una afinidad 

moderada y alta (Cwirla et al, 1990). 

Debido a la poca cantidad de IgG donada (6 µl con una concentración de 5.81 

mg/ml), se optó por la siguiente estrategia: a los 34.88 µg de IgG se les diluyó 

en 200 µl de PBS, este volumen se repartió en tres pozos de una placa de 

poliestireno de 96 pozos marca Immulon (4 flat bottom plates). A un pozo se le 

agregó 100 µl (17.44 µg) de la dilución de IgG para la primera ronda de 

biopaning, para la segunda ronda, otro pozo recibió 8.72 µg y para el tercer y 

cuarto pozo destinados a la última ronda, se les administró, 7.5 y 3.7 µg de IgG. 

El volumen se completó a 100 µl con PBS. Los microlitros restantes se 

guardaron a -20ºC para su posterior uso. 

 

Esta placa se incubó toda la noche con agitación suave a 4ºC. Al día siguiente se 

lavó con Tween-20 al 0.1% en PBS por  4 ocasiones con un volumen de 200 µl 

por 2 minutos en una campana de flujo laminar, inmediatamente después, se 

bloquearon los pozos con 300 µl de BSA al 1% en PBS por 1 hora a 4°C sin 
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agitación. Se retiró la solución de bloqueo y se lavó con Tween-20 al 0.1% en 

PBS 6 veces con un volumen de 200 µl por 2 minutos en la campana de flujo 

laminar. Se cubrió con parafilm y se hizó una pequeña ventana en el pozo para 

la primer ronda, a éste se añadió la biblioteca Ph.D.-12: 2 x 1010 bacteriófagos en 

190 µl de PBS Tween-20 al 0.1% e incubó por 1 hora a temperatura ambiente con 

agitación constante.  Se lavó 10 veces con 200 µl de Tween-20 al 0.1% en PBS por 

2 minutos en la campana de flujo laminar. Se añadieron 100 µl de glicina HCl  

0.2 M pH 2.2  y se incubó 10 minutos a temperatura ambiente. Se  recuperó el 

eluído y se neutralizó añadiendo 15 % de Tris base 1M pH 9.1, se tituló; para la 

segunda ronda se manipulo el 30 % del eluído de la primera ronda, se diluyo en 

70 % de PBS y para la tercera ronda se utilizo el 25 % del eluído de la ronda 

anterior, se diluyo en 75 % de PBS. 

 

4.10. Amplificación de clonas seleccionadas 

 

Se tomó una colonia  de células E. coli ER 2738 de una caja LB-tetraciclina y se 

sembró en un matraz con 100 ml medio de cultivó 2xYT, se cultivo durante la 

noche a 260 rpm y se mantuvo a 37°C.  Se tomaron 20 ml para cada matraz de 

150 ml, a los que se les adicionó 15 µl de los eluídos virales de la primera y 

segunda ronda, se incubaron durante 4.5 horas, a 37ºC en agitación constante 

(260 rpm). Las células se eliminaron por centrifugación (11000 rpm). Al 

sobrenadante se le agregó ¼ del volumen de PEG/NaCl (20% de 

polietileneglicol 8000 en cloruro de sodio 2.5 M, esterilizado en autoclave), se 

homogeneizó e incubó en hielo, transcurrida 1 h se centrifugó a 4ºC durante 10 

min a 10000 rpm. A la pastilla se le resuspendió en 100 µl de PBS con 0.1% de 

azida de sodio. Por último se centrifugó a 10000 rpm 2 minutos y el 

sobrenadante se guardó a 4ºC para hacer futuros tamizajes. 

 

De la tercera ronda de biopanning, los bacteriófagos se crecieron sobre un 

césped de bacterias en placa de LB-Xgal. Se amplificaron 18 clonas 

seleccionadas al azar de cada caja (las que se veían azules a contraluz). Se 
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picaron con una punta de micropipeta y se sembraron en tubos de 15 ml que 

contenía 3 ml medio 2xYT  y 10% de un cultivo de toda la noche de E. coli ER 

2738.  Se incubó a 37ºC a 270 rpm. Pasadas  4.5 h se tomó un ml para obtener 

ADN y el resto se centrifugó a 4ºC, durante 8 minutos a 10000 rpm. El 

sobrenadante se colectó y centrifugó a 10000 rpm durante 10 minutos a 4ºC, se 

repitió la colecta del sobrenadante y el centrifugado. El sobrenadante se 

transfirió a  un microtubo de 1.5 ml que contenía 50 µl de PEG/NaCl, se 

homogeneizó e incubó en hielo; transcurrida 1 h se centrifugó a 4ºC durante 10 

min a 10000 rpm. A la pastilla se le resuspendió en 100 µl de azida de sodio  al 

0.4% disuelta en PBS. Por último se centrifugó a 10000 rpm 2 minutos para 

retirar impurezas y el sobrenadante se guardó a 4ºC para hacer los ensayos de 

titulación y ELISA. 

 

4.11. Titulación de clonas recuperadas 

 

Para la titulación del primero, segundo y tercer panning, se hicieron 3 

diluciones (10-3, 10-6, 10-9) de los fagos eluídos en 1 ml de medio de cultivo LB, 

se tomaron 10 µl de cada dilución y 200 µl de un cultivo de E. coli (cepa ER 

2738) crecido previamente durante la noche; esta mezcla se incubó 5 minutos y 

se agregó a un tubo de 15 ml que contenía 4 ml de medio agarosa Top (1% de 

bacto triptona, 0.5% de extracto de levadura, 5 g de cloruro de sodio, 1 g cloruro 

de magnesio, 7 g agarosa por litro de agua destilada) mantenido a 45ºC, se 

mezclo por inversión y se transfirió a una caja de petri con LB/agar (1.5% de 

agar en medio LB). Para determinar las placas líticas, se forma un césped de 

bacterias, se cuentan los puntos en donde no hay bacterias a simple vista (placas 

de lisis) y se determinan las unidades formadoras de placa (UFP).  

 

Para determinar el número de bacteriófagos recuperados, después del proceso 

del segundo y tercer biopanning se hicieron 3 diluciones (10-3, 10-6, 10-9) de los 

fagos eluídos en un mililitro de medio de cultivo Luria (LB), se tomaron 10µl de 

cada dilución y 200 µl de un cultivo de E. coli (cepa ER 2738) crecido 
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previamente durante la noche, esta mezcla se incubó 5 minutos y se agregó a un 

tubo de 15 ml que contenía 4 ml de medio agarosa Top mantenido a 45ºC, se 

mezcló por inversión y se transfirió a una caja de petri con 10 ml de LB/agar 

adicionado con 0.1% de IPTG/Xgal (1.25 g de isopropil β-D-tiogalactosido y 1 g 

de 5-bromo 4-cloro 3-indolil β-D-galactosido en 25 ml de dimetil formamida), se 

dejaron 10 minutos a temperatura ambiente y se incubaron toda la noche a 

37ºC. Al siguiente día se contaron  las placas y se multiplicaron por el factor de 

dilución, lo obtenido fueron unidades formadoras de placa (UFP) en 10 µl, se 

multiplica por 100 para determinar el título por mililitro.  

 

4.12. Evaluación de la antigenicidad de las clonas inmunodominantes por 

ensayo de ELISA indirecto  

 

Se sensibilizaron placas de 96 pozos, utilizando 1 x 1011 ufp de cada clona 

amplificada en PBS. Se incubó toda la noche a 4ºC, al día siguiente las placas 

fueron lavadas 3 veces por 5 minutos con 200 µl de PBS, Tween-20 al 0.05%. Se 

bloqueó por 30 minutos a 37ºC con 200 µl por pozo de una solución de BSA al 

5%, Tween 20 al 0.05% diluídos en PBS. Se quitó esta solución de bloqueo y se 

repitieron los lavados. La incubación con los anticuerpos primarios (suero) fue 

durante 2.30 h a 37ºC o a 4ºC toda la noche. Se procedió a lavar las placas, 3 

veces por 5 minutos con 200 µl de una solución de Tween-20 al 0.05% en PBS. Se 

utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a HRP (peroxidasa de rábano), 

diluidos 1:2000 en  PBS/Tween-20 al 0.05%, se incubaron 1.5 h a 37ºC. Se lavó 3 

veces por 5 minutos con 200 µl de una solución de Tween 20 al 0.05% en PBS. Se 

adicionaron 100 µl/pozo de substrato, solución que contenía 4 µl de peróxido 

de hidrógeno, 4 mg OPD en  10 ml de amortiguador de citratos 0.1 M, y se 

incubó en oscuridad a temperatura ambiente hasta que los controles negativos 

viraran de color. La reacción fue interrumpida adicionando 50 µl por pozo de 

ácido sulfúrico 1M. La absorbancia fue medida a 492 nm en el lector de placas 

ELISA. 
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4.13. Evaluación de la reactividad antigénica de las clonas seleccionadas 

por ensayo de ELISA directo 

 

Se sensibilizaron placas de 96 pozos, utilizando 100 µl por pozo con 5 µg de IgG 

como anticuerpo primario, 0.2% de BSA y Tween-20 al 0.2% en PBS. Se incubó 

toda la noche a 4ºC o 2 h a temperatura ambiente.  Se lavó 4 veces por 5 minutos 

con 200 µl de PBS/Tween-20 al 0.01%. El bloqueo se hizo con 200 µl de BSA al 

1% en PBS durante 1 h a 37ºC. Se lavó 4 veces por 5 minutos con 200 µl de PBS 

Tween-20 al 0.01%. Se adiciono la clona (1010 fagos por pozo) diluida en 100µl 

de una solución  de Tween-20 al 0.02%, BSA al 0.02% en PBS y se incubó 2.5 h a 

4ºC con agitación constante a 4ºC durante la noche. Se lavó 6 veces con Tween-

20 al 0.01% en PBS. El anticuerpo secundario, dirigido contra pIII de M13 

acoplado a peroxidasa se diluyó 1:5000 en solución de bloqueo y se agregaron 

200 µl por pozo, se dejó 1.5 h a temperatura ambiente. Se lavó 6 veces por 3 

minutos con 200 µl de PBS Tween-20 al 0.01%. El revelado fue realizado 

agregando 100 µl del substrato (5 µl de peróxido de hidrógeno y una pastilla de 

ácido 2,2’-Azino di-etilbenzotiazolin-sulfónico (ABTS-sigma Cat. P-6782)  que se 

disolvió en 10 ml de amortiguador de citratos 0.1 M pH 4.5), se hicieron lecturas 

a 405 nm entre los 20 y 60 minutos siguientes. 

 

4.14. Evaluación de clonas inmunodominantes por ensayo de ELISA 

competitivo  

 

La placa se sensibilizó con IgG (5µg/ml) y sueros de: borrego 1 (positivo), 

borrego 4114 (negativo), conejo 1 (conejo inmunizado con antígeno somático) y 

conejo 2 (suero preinmune), en una proporción 1/400 en solución de dilución 

de muestras. Se incubó durante la noche a 4ºC, para después lavar con solución 

de lavado (PBS/Tween-20 al 0.05%) 5 veces. Enseguida se le agregaron 200µl de 

solución de bloqueo a cada pozo y se incubó en agitación constante a 

temperatura ambiente 2.5 h. Mientras tanto se tomaron 1010 fagos de las clonas 1 

, 3 y 5 para ser pre-incubadas con el competidor (antígeno somático 5µg/0.1 ml) 
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en PBS con 2% de BSA y 0.2% de Tween-20, durante 10 min a temperatura 

ambiente para posteriormente la mezcla adicionarla a los pozos sensibilizados. 

Se incubó 2.5 h en agitación constante a 37ºC. Se lavó 7 veces con solución de 

lavado. El anticuerpo secundario empleado fue α-M13 en dilución 1/5000. Se 

reveló con 200 µl de ABTS disuelto en amortiguador de citratos. Se tomó lectura 

a 405 nm, aproximadamente 40 minutos después de agregado el ABTS. 

 

4.15. Secuenciación de clonas seleccionadas de la biblioteca 

 

A 1 ml de la suspensión de fagos, se le adicionaron 400 µl de PEG al 20% en 

NaCl 2.5 M y se centrifugó a 13000 rpm durante 10 minutos a 4ºC, al botón se le 

resuspendió en 100 µl de solución de yoduro (10 mM de Tris HCl pH 8, 1 mM 

de EDTA y 4 M de yoduro de sodio en 1 ml de agua destilada) y se adicionaron 

250 µl de etanol al 95%; se incubó 10 minutos a temperatura ambiente. Se 

centrifugó 10 minutos a 10000 rpm, se decantó el sobrenadante y al botón  se le 

resuspendió en etanol al 70%, se centrífugo 1 minuto a 14000 rpm y se 

resuspendió en 30 µl de amortiguador TE (10Mm de Tris HCl pH 8, 1 mM de 

EDTA).  

Se procedió a hacer la cuantificación del ADN por fluorometría, se incubó con 

10 µl del reactivo Hoesch 33258  1mg/ml, para tomar las lecturas se usó un 

fluorómetro Hoefer (Quant DQ200). Enseguida se hizo una reacción de PCR de 

secuencia (150 ng de ADN, 3.2 pmol de primer -96 gIII y del kit BigDye v.3.1 

(Applied Biosystems) se agregaron 4 µl del buffer 2.5x y 2 µl del buffer 5x, 

finalmente se agregó H2O cuanto bastara para 20 µl. 

El producto de reacción de PCR se filtró con una columna de 1 ml Sefadex G50 

previamente empaquetada y equilibrada. El producto recuperado se seco en un 

Speed-Vac® y se procedió a resuspender con 15 µl de formamida, se agitó 30 

seg. a máxima velocidad en vortex, se incubó 3 min a 95ºC y después 5 min en 

hielo. Los productos de secuenciación se leyeron en un equipo automatizado 

(ABI PRISM® 310, de la Escuela de Medicina de la Universidad Panamericana) 

con un tiempo de inyección de 20 a 60 seg. 
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5. Resultados 
 

Para hacer los experimentos de biopaning, determinación de 

inmunoreactividad y secuenciación de clonas, hubo que hacer algunos 

experimentos preliminares para asegurar la disponibilidad de material 

biológico, así como el  correcto manejo de las técnicas. Lo primero fue obtener 

antígeno somático y productos de secreción-excreción (SE) de F. hepatica, para 

con ellos diagnosticar a los animales muestreados en campo, caracterizar los 

sueros obtenidos y purificar IgG. 

 

5.1. Aislamiento de parásitos adultos de F. hepatica de hígados de bovinos 

y obtención de antígeno somático y productos SE 

 

Se obtuvo antígeno somático y productos SE a partir de fasciolas adultas 

aisladas de los conductos biliares de hígados de bovinos conforme al método 

descrito. Se dializaron utilizando una membrana con límite de exclusión de 

3500 Daltones (Spectrapor 3), durante 24 horas, después se cuantificó por el 

método de Bradford, para enseguida ser evaluado junto con los productos SE 

en un gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie G250 (Fig. 1). Los 

antígenos somáticos muestran un patrón complejo de proteínas que van desde  

<7 KDa hasta 194 KDa. En cambio los productos SE muestran unas bandas 

principales alrededor de los 29 KDa.  

 

5.2. Evaluación de la inmunización de conejos con antígeno somático y 

productos SE por ensayo de ELISA 

 

A dos conejos hembra, Nueva Zelanda, de 2.5 Kg de peso, se les inmunizó con 

antígeno somático. En la Fig. 2 se muestran los resultados de las 

inmunizaciones con antígeno somático. En la Fig. 2A se pueden apreciar los 

resultados de la sensibilización de placa para ensayos de ELISA con 5 µg de los 

antígenos somático y 5 µg de productos SE. En la Fig. 2B, se sensibilizó con 10 



Reyes‐Lugo A. 2009  Página 28 
 

µg de antígeno somático y 10 µg de productos SE. Se hicieron diluciones 

seriadas de los sueros de 1:1000 a 1:12800, para conocer la óptima concentración 

a la que se podía detectar inmunoreactividad, en esta  figura se muestra que con 

el suero C1 y C2 contra 5 µg y 10 µg de antígeno somático, se obtuvo la misma 

reactividad. Podemos observar que el suero C1 resulto negativo contra 

productos de SE. 

 

5.3. Purificación y evaluación de IgG de conejo inmunizado con antígeno 

somático contra productos SE y antígeno somático  de F. hepatica 

 

Se purificaron las IgG del suero de C2 (Fig. 3) por medio de 

inmunocromatografía de afinidad empleando dos columnas con NHS acoplado 

a sefarosa, a una se le unieron productos SE (Fig. 3A) y a la otra proteínas del 

antígeno somático (Fig. 3B), esto con el fin de obtener IgG altamente 

inmunoreactivas y buscar la oportunidad de seleccionar clonas 

inmunodominantes. Los picos colectados están marcados con un asterisco. Se 

hizo una mezcla de las fracciones colectadas, para ser concentradas por 

centrifugación. Se evaluó su integridad en un gel de poliacrilamida (Fig. 4), en 

donde se aprecian las IgG sin hervir (carril 1 y 2) y las IgG hervidas (carril 4 y 

5). Se obtuvieron IgG purificadas de suero de conejo inmunizado con antígeno 

somático potencialmente reactivas a productos SE y antígeno somático.  
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Figura 1.  Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% de antígeno somático 

y productos de secreción-excreción de F. hepatica. El carril MPM, corresponde 

al marcador de peso molecular, el carril AgS1, corresponde a 10 µg de antígeno 

somático y  en el carril AgS2 se cargaron 15 µg. En los carriles SE1 y SE2 se 

cargaron 10 y 15 µg de productos SE, respectivamente. 
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ELISA de Titulación de los sueros de conejos inmunizados con antígeno 

somático 

 

 

 
Figura 2. ELISA de titulación de los sueros de conejos inmunizados con 

antígeno somático. Las placas fueron sensibilizadas con antígeno somático y 

productos SE, con 5µg/pozo para A y 10 µg/pozo para B. Como control 

negativo se utilizó el suero de los conejos preinmunizados. Se presentan los 

promedios de los valores de ensayos duplicados. 

 

 

A 

B 
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Cromatograma de la purificación de IgG 

 

 

 

Figura 3. Cromatograma de la purificación de IgG de conejo. Se acoplo a 

sefarosa activada NHS productos SE (A) y antígeno somático (B), se hizo pasar 

suero del conejo 2 (C2). Los números de fracción eluídas de 1 ml que se indican 

con asterisco, presentaron la mayor cantidad de IgG. 

 

 

 

 

 

B 

A 
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Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida de anticuerpos contra 

Fasciola hepatica. En cada uno de los carriles se cargaron 10 µg de IgG. En los 

carriles 1 y 4 las IgG purificadas con la columna de antígeno somático acoplado 

a NHS-sefarosa. En los carriles 2 y 5 las IgG obtenidas empleando la columna 

de productos SE acoplados a NHS-sefarosa. En el carril 1 y 2 se cargaron las 

proteínas sin hervir, para cargar los carriles 4 y 5 las IgG se hirvieron. El 

marcador de peso molecular se colocó en el carril 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Reyes‐Lugo A. 2009  Página 33 
 

5.4. Evaluación de la especificidad de reconocimiento de sueros de 

borregos positivos y negativos a F. hepatica por ensayo de ELISA 

 

Para establecer los controles positivos y negativos de las IgG, fue necesario 

hacer un muestreo que se realizó en el municipio Chapa de Mota, estado de 

Hidalgo.  Se obtuvieron muestras de heces y sangre de 7 borregos pelibuey. Las 

heces se evaluaron con el método de sedimentación (se describe en el anexo I, 

página 38), que  permite ver de manera cualitativa la presencia o ausencia de 

huevos de Fasciola en las heces. Los siete animales muestreados resultaron 

positivos a Fasciola, presentaban incontables huevos, los borregos 1 y 6 

presentaron el mayor número, los borregos 5 y 7 presentaron el menor número 

de huevecillos. Se obtuvo el suero y se evaluó en ELISA contra antígeno 

somático (Fig. 5A) y productos SE (Fig. 5B), en donde se ve una diferencia de 

aproximadamente 0.15 y 0.3 de absorbancia entre el suero positivo y el suero 

negativo de los borrego, contra el antígeno somático y los productos SE, 

respectivamente. Los resultados de la mezcla de los sueros negativos no 

muestran reacción contra los antígenos. 

Debido al gran interés por conseguir un método diagnóstico o una vacuna, 

contra  la fasciolosis, se logró obtener IgG de la mezcla de los sueros de 

borregos colectados en Chapa de Mota, por medio de inmunocromatografía de 

afinidad empleando un equipo AKTA prime y haciendo uso de dos columnas 

HiTrap, una de proteína A (Fig. 6) y otra de G (resultado no presentado) 

acopladas a sefarosa. Las fracciones seleccionadas de IgG obtenidas se 

dializaron y se evaluaron en electroforesis (Fig. 7). 
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 Figura 5. ELISA indirecto de borregos negativos y positivos a F. hepatica. En 

A se utilizó antígeno somático para sensibilizar la placa (10 µg/pozo), y en B los 

productos de SE fueron utilizados como antígeno (10 µg/pozo). 

 

A

B

1/ 1/ 

1/ 1/ 
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Figura 6. Cromatograma de la purificación de IgG de borrego. A través de una 

columna de proteína A acoplada a sefarosa, se hizo pasar una mezcla de sueros 

de borregos positivos. Las fracciones eluídas colectadas fueron de la 78 a la 84 

ya que presentaron la mayor cantidad de IgG. 

 

 

 

  
 

 

 

 

Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida para 

la evaluación de las IgG purificadas con proteína G 

acopladas a sefarosa, el carril IgGB (+), corresponde a 

40 µg de IgG obtenidas de una mezcla de sueros de 

borrego infectados naturalmente con F. hepatica, en el 

carril IgGB (-), se cargaron 40 µg de IgG producto de 

la mezcla de sueros negativos de borrego para F. 

hepatica. 
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5.5. Evaluación de IgG dirigida contra productos SE  de F. hepatica por 

Western blot y ELISA 

 

Las IgG dirigidas contra una fracción de productos SE (proporcionadas por el 

Dr. Quiroz), se evaluaron por Western blot (Fig. 8). Se hizo una electroforesis 

por duplicado en un gel de poliacrilamida al 12%, con los productos SE (15 µg) 

y antígeno somático (15µg), un gel se tiñó y el otro se transfirió a una membrana 

de PVDF. Después de la transferencia, la membrana se cortó en tiras, una tira 

con antígeno somático y a otra con productos SE, se incubaron con una dilución 

1:50 de una mezcla de sueros de borregos positivos a F.hepatica, colectados en 

Chapa de Mota .Otras dos tiras, una con antígeno somático y otra con 

productos SE, se incubaron con IgG dirigida contra una fracción de productos 

SE. Después, se incubaron con α-borrego y α-conejo en dilución 1:5000, como 

correspondían. Se reveló con DAB. Lo que se aprecia en la Fig. 8, es que los 

sueros de borregos reconocen en general las mismas bandas detectadas por 

tinción con Coomasie (Fig. 8A), mientras que las IgG contra una fracción de 

productos SE identifican varias proteínas presentes tanto en los productos SE 

como en el soma de F. hepatica. Varias de las proteínas identificadas en los 

productos SE no son visibles con tinción con Coomassie (Fig. 8B). 

En la figura 9 se muestra la reactividad de los anticuerpos contra productos SE 

y los anticuerpos contra el antígeno somático del conejo 2, purificados con una 

columna de productos SE acoplados a NHS-sefarosa. Se encontró que los 

anticuerpos purificados reaccionan tanto a los productos SE como a el antígeno 

somático. 
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Figura 8. Electroforesis de los productos SE y antígeno somático evaluado en 

un gel de poliacrilamida al 12% (A y B: carril MP, marcador de peso molecular, 

carril SE, 15 µg de productos SE, carril AgS, 15µg de antígeno somático). A, 

carriles IgGB, análisis Western Blot de carriles SE y AgS con los sueros 

(dilución 1:50) obtenidos de borregos positivos a F. hepatica. B, carriles IgGC, 

análisis Western Blot de carriles SE  y AgS con las IgG (0.5µg/ml) obtenidas del 

conejo inmunizado con una fracción de productos SE. 

 

A B 
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Figura 9. ELISA indirecto con las IgG del conejo inmunizado con una 

fracción de productos SE y anticuerpos purificados del conejo 2 inmunizado 

con antígeno somático purificados con productos SE acoplados a NHS-

sefarosa. Para sensibilizar la placa, en A se utilizaron 100 µg/ml de productos 

SE y en B se manejaron 100 µg/ml de antígeno somático. 

B 

A
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5.6. Selección clonas inmunodominantes de una biblioteca combinatoria 

de Phage Display, empleando anticuerpos dirigidos contra productos 

SE. 

Una vez caracterizadas las IgG dirigidas contra una fracción de productos SE, 

se procedió a seleccionar clonas de la biblioteca Ph.D-12, comenzando con el 

biopaning. Las tres rondas de biopaning se hicieron en matriz de afinidad de 

anticuerpos inmovilizados. Para la primera ronda se utilizaron 2 x 1011 fagos de 

la biblioteca original Ph.D-12 y 17.44 µg de IgG en PBS. Para las rondas 

subsecuentes se tomaron los microlitros eluídos amplificados de la ronda 

anterior y se cambió la concentración de las IgG. En la segunda ronda se 

emplearon 8.72 µg; para la tercera ronda se hicieron dos selecciones del 

segundo eluído, una con 3.7 µg y otra con 7.5 µg. El resultado del 

enriquecimiento para cada uno de los eluídos de las rondas de tamizaje se 

presenta en la Tabla 1. De la ronda tres se eligieron 18 clonas al azar de las 

seleccionadas con 3.7 µg y 18 clonas individuales de las seleccionadas con 7.5 

µg. Se amplificaron para realizar un ensayo de ELISA, obtener su secuencia y 

guardar para su futuro uso. 

 

5.7. Evaluación de la antigenicidad de las clonas inmunodominantes 

seleccionadas por ELISA 

 

Se realizaron dos procedimientos por el método de ELISA (indirecto y directo), 

con las 36 clonas seleccionadas. Cada clona se probó por duplicado. Para el 

ELISA indirecto (Fig. 10A), se agregaron de 109 a 1010 fagos de cada clona por 

pozo. La concentración de las IgG fue de 5µg/ml. El anticuerpo secundario α-

IgG de conejo conjugado con peroxidasa de rábano se diluyó 1:5000.  El sustrato 

peroxidasa de rábano (HRP), fue una pastilla FASTTM 3,3’-diaminobenzidina 

(Sigma) en 10 ml de agua des-ionizada y 1% de peróxido de hidrógeno, la 

absorbancia se leyó a 405 nm. Para el ELISA directo (Fig. 10B), se sensibilizó con 

5 µg/ml de la IgG. Se usaron de 109 a 1010 fagos por pozo como anticuerpo 
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primario. El anticuerpo secundario monoclonal empleado fue anti pIII de M13 

acoplado a HRP en una dilución 1:5000. Para el sustrato de peroxidasa de 

rábano (HRP) se pusieron 2 pastillas de FASTTM 3,3’-diaminobenzidina (Sigma) 

en 10 ml de agua des-ionizada y 1% de peróxido de hidrógeno, la absorbancia 

se leyó a 405 nm.  

Se llevó a cabo un ensayo de competencia (Fig. 11), utilizando tres de las clonas 

mas inmunoreactivas que resultaron del ensayo de ELISA directo: la uno, la tres 

y la cinco. Se evaluaron contra la IgG dirigida contra una fracción de productos 

SE, al igual que contra sueros positivos y negativos a F. hepatica de borrego y 

conejo. La fig. 11A explica este ensayo. La clona 1 en presencia de los productos 

SE disminuyó en un 61.7% la reactividad, con lo que se verifica el 

reconocimiento específico por las IgG dirigidas contra una fracción SE. 

 

5.8. Obtención de secuencias de ADN de las clonas seleccionadas de la 

biblioteca 

 

De los resultados de ELISA (Fig. 10) se seleccionaron las clonas más 

inmunoreactivas, (marcadas con asterisco en el número de clona). Para 

determinar la secuencia de las clonas se procedió a hacer un amplificado de 

bacteriófagos (Tabla 2), extracción de ADN y una reacción de PCR de secuencia, 

que se hizo de 10 clonas seleccionadas por discriminación, de forma directa, ya 

que no se requiere una amplificación previa por que el genoma es de cadena 

sencilla, resultados que se muestran en la tabla 3. 
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Tabla 1. Enriquecimiento de las clonas seleccionadas durante el panning 
 

 
Nota: el titulo del amplificado para la tercera ronda se presenta en la Tabla 2. 

 

 

Tabla 2. Amplificación de clonas seleccionadas con IgG de un conejo 

inmunizado con una fracción de Ag SE 

      

Clonas seleccionadas con 3.75 µg  Clonas seleccionadas con 7.5 µg  

      

Nro. de clona Titulo  Nro. de clona Titulo  

1 6 x 1011  19 2.7x1012  

2 1.4 x 1012  20 1.1x1012  

3 2.2 x 1012  24 1.7x1012  

4 1.3x1012  26 ------  

5 1x1012  27 ------  

6 8x1011  28 1.2x1012  

9 3x1011  29 3x1011  

10 5x1011  30 2x1011  

16 3x1011  31 4x1011  

17 3x1011  32 2x1011  
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Reactividad de clonas seleccionadas 

 

 

 

 

Figura 10. Identificación de clonas positivas. Para cada ELISA se probaron las 

36 clonas seleccionadas al azar de la tercera ronda del panning. Del ELISA 

indirecto (A), se marcaron con asterisco las clonas seleccionadas. Del ELISA 

directo (B), se marcaron con asterisco las clonas que se seleccionaron por 

presentar la mayor reactividad. Se empleo PBST (PBS-Tween 20 0.5%) como 

control negativo. 

 

 

A 
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Figura 11. ELISA competitivo de las clonas 1, 3 y 5 seleccionadas del ensayo de 

ELISA directo contra los productos SE. Se presenta la reactividad de la clona 1, 

5 y 3 (barras grises) frente a los sueros de borrego (B) y conejo (C), también, la 

reactividad con los sueros positivos (barras blancas) de borrego (B), conejo (C) y 

las IgG dirigidas contra una fracción de productos SE (D). Se emplearon 1010 

bacteriófagos de la clona 1 como control positivo y 10 µg/ml de BSA como 

control negativo. 
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Secuencia de clonas 

  

Clona Secuencia 

1 YVYRWVEAECVA 

2 REPIYHKLHRLT 

3 MRRSTRLLPLDT 

5 WHVPRTWWVLPP 

9 NMSPSYWRDYSP 

16 NTLSGQYFWRMP 

17 YIDHIVLTIYLE 

20 FSPAYLRDAALK 

  

Tabla 3. Secuencia de aminoácidos de 

las clonas seleccionadas 
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6. Discusión 
 

En el presente trabajo se inmunizaron conejos, los cuales han demostrado ser 

efectivos para la obtención de IgG (Rodell A.K. et al. 1976, Heatley N.G. 1977). 

 Se inmunizaron dos conejos con antígeno somático, el conejo 2 generó 

anticuerpos inmunoreactivos en el ensayo de ELISA al antígeno somático y 

productos de secreción-excreción (SE); en cambio el conejo 1, no resultó 

inmunoreactivo a productos SE, esto posiblemente se deba a que de la alícuota 

de antígeno somático empleada para inmunizar al conejo 1, fue descartada la 

fase acuosa después de centrifugar. Esto es interesante, ya que el tener IgG 

dirigidas específicamente contra el soma de F. hepatica, permitirá estudiar más 

detallados de interacción epítopo-parátopo, así como generar colecciones de 

mimótopos somáticos para evaluar su potencial como métodos de diagnóstico y 

la generación de una posible vacuna. 

Para la obtención de IgG se utilizó la cromatografía de afinidad; esta técnica es 

empleada para la obtención de antígeno-anticuerpo (Wetsel R. A., 1995) y 

proteína-proteína (Söderström M. et al. 1995). En este trabajo se obtuvieron las 

IgG de conejo como se ve en la Fig. 3 A y B (fracciones 21 a 28 y 19 a 26 

respectivamente), las cuales mostraron, en un gel de poliacrilamida, la cadena 

pesada y ligera (Fig. 4). La cadena ligera no se aprecia debido a la sensibilidad 

de la tinción con azul de Coomassie (Bollag  Daniel M. et al. 1996). Las columnas 

acopladas con antígeno somático y productos SE son una herramienta poderosa 

para la purificación de IgG de las diferentes especies de interés comercial 

infectadas por F. hepatica, lo que permitirá en el futuro el estudio y 

caracterización de mimótopos seleccionados de bibliotecas combinatorias, así 

como la selección especifica de proteínas de fusión para ser utilizados en la 

búsqueda de estimulantes  eficaces de la respuesta inmune. Por esta razón se 

purificaron IgG de borregos infectados naturalmente (Fig. 7) que presentan 

similitud con las IgG del conejo infectado en el laboratorio (Fig. 4) con la única 

diferencia de que se aprecian las cadenas ligeras. Con esto se inicia la 

conformación de una colección de IgG contra F. hepatica que se pudiera emplear 

en futuras aplicaciones. 
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Las IgG dirigidas contra una fracción de productos SE, empleadas en los 

ensayos de selección de péptidos a partir de una biblioteca de fagos 

dodecapéptidicos, resultaron efectivas, ya que las clonas seleccionadas 

mostraron títulos significativos de reconocimiento contra sueros de animales 

infectados naturalmente (Fig. 11, A y B), y que al ser amplificadas por Villa-

Mancera A. et al. 2008, para inmunizar borregos, que desafiaron con 300 

metacercarias, obtuvieron una disminución significativa en la carga de fasciolas, 

en el número de huevos, y una importante reducción en el tamaño del parásito. 
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7. Conclusiones 
 

• Se generó antígenos somáticos y de productos de secreción-excreción de 

F. hepatica de bovinos. 

• Se generaron y caracterizaron sueros de conejo  inmunizado con antígeno 

somático, uno que no reacciona a productos de secreción-excreción y el 

otro que presenta inmunoreactividad contra antígenos somáticos y 

productos de secreción-excreción. 

• Se purificaron IgG del conejo 1 por cromatografía de afinidad con 

antígeno somático y con una fracción de productos de secreción 

excreción. 

• Se conformó un banco de sueros de borregos positivos y negativos a F. 

hepatica. 

• Se aislaron 9 clonas de la biblioteca combinatoria con anticuerpos contra 

una fracción de productos secretados y excretados. 

• Se caracterizó la reactividad antigénica de las clonas seleccionadas y se 

determinó la secuencia nucleotídica de los péptidos aleatorios de 8 

clonas. 

8. Perspectivas 
 
Los anticuerpos generados en conejos contra antígeno somático, emplearlos en 

caracterizar la antigenicidad de F. hepatica, con el sistema phage display. 

Con los anticuerpos seleccionados con las columnas acopladas con antígeno 

somático y productos SE, hacer ensayos de biopaning y evaluar las clonas 

seleccionadas en ensayos de diagnóstico y protección. 

Los péptidos identificados en los ELISA directo e indirecto en este trabajo y 

como protectores por Villa-Mancera A. et al. 2008, fusionarlos y caracterizar la 

respuesta inmune en animales infectados con F. hepatica. Propuesta de la Dra. 

Dolores Correa. 



Reyes‐Lugo A. 2009  Página 48 
 

9. Anexos 

9.1. Anexo I 

 

Método de sedimentación de heces 

 

1. Macerar heces 

2. Tomar una cucharada (cuchara sopera) y colocarla en un vaso de plástico 

3. Agregar 50 ml de agua y homogeneizar con la cuchara hasta casi disolver 

la muestra. 

4. Depositar la mezcla en un vaso de precipitados de 200 ml, haciendo 

pasar la muestra por una coladera que tenga el poro pequeño 

5. Dejar sedimentar 5 min. 

6. Decantar el sobrenadante de manera lenta y continua para que el 

sedimento no se resuspenda. 

7. Agregar nuevamente agua hasta 200 ml. 

8. Repetir del paso 5 al 7 tres veces. 

9. Ya no agregar agua y dejar los sedimentos resuspendidos en 50 ml. Del 

mismo sobrenadante. 

10. Pasar este contenido a una caja petri y agregar tres gotas de azul de 

metileno en solución, observar al microscopio estereoscópico. 

11. Los huevos tienen una forma ovalada y un color amarillo brillante. 

 

Albúmina  sérica bovina para hacer curva patrón (BSA):  

 

1mg/ml en agua, diluir 1:10 y congela alícuotas. En este caso, queda  a una 

concentración de 100 µg/ml, que diluida 1:20, o sea 10 µl de BSA + 150 µl de 

agua + 40 µL de reactivo de Bradford, es igual a 5 µg/ml, 1:10, o sea 20 µl + 140 

µl de agua + 40 µL de reactivo de Bradford, es igual a 10 µg/ml, 1:6.6, o sea 30 

µl + 130 µl de agua + 40 µL de reactivo de Bradford, es igual a 15 µg/ml, 1: 5, o 

sea 40 µl + 120 µl de agua + 40 µL de reactivo de Bradford, es igual a 20 µg/ml, 
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1: 4, o sea 50 µl + 110 µl de agua + 40 µL de reactivo de Bradford, es igual  a 25 

µg/ml. 

 

Cuantificación de proteínas por el método de Bradford biorad en microplaca:  

 

Para un volumen de 200 µl, se siguen las siguientes diluciones: 

 

blanco:      160 µl agua +   0 µl de alícuota de BSA + 40 µl de Bradford 

5     µg/ml: 150 µl agua + 10 µl de alícuota de BSA + 40 µl de Bradford 

10   µg/ml: 140 µl agua + 20 µl de alícuota de BSA + 40 µl de Bradford 

15   µg/ml: 130 µl agua + 30 µl de alícuota de BSA + 40 µl de Bradford 

20   µg/ml: 120 µl agua + 40 µl de alícuota de BSA + 40 µl de Bradford 

25   µg/ml: 110 µl agua + 50 µl de alícuota de BSA + 40 µl de Bradford. 

 

Muestra de concentración desconocida (MCD), esta muestra, considerada 

muestra problema, se hacen diluciones 1:10, 1:50 y 1:100 y se procede de a hacer 

las diluciones de la siguiente manera: 

 

blanco:      160 µl agua +   0 µl de MCD + 40 µl de Bradford 

5     µg/ml: 150 µl agua + 10 µl de MCD + 40 µl de Bradford 

10   µg/ml: 140 µl agua + 20 µl de MCD + 40 µl de Bradford 

15   µg/ml: 130 µl agua + 30 µl de MCD + 40 µl de Bradford 

20   µg/ml: 120 µl agua + 40 µl de MCD + 40 µl de Bradford 

25   µg/ml: 110 µl agua + 50 µl de MCD + 40 µl de Bradford. 

 

Se incuba al menos 10 minutos para que se sature la reacción, se lee a 595 nm. 

Nota: después de una hora se pierde el viraje de color. Se grafican los datos de 

la curva patrón y se toma la lectura que caiga dentro de la curva, aunque se 

puede "extrapolar" cuando se sale, lo mejor para tener precisión es "interpolar". 

Para ahorrar puntas se pueden usar las mismas siempre que sea en 

concentraciones de menor a mayor. El cálculo final se hace sacando la pendiente 
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y aplicando la ecuación de la recta, la concentración de MCD se multiplica por 

el factor de dilución y el resultado está en µg/ml. 

Buffer de lisis RIPA: PBS, NP40 1%, Sodium deoxycholate 0.5%, SDS 0.1%,  

 

Sample Buffer (para 100 ml):  

 

1x: trizma base 0.75g, glicerol 10ml, SDS 2g, β-mercaptoetanol 2ml, azul de 

bromofenol 0.05g, pH 6.8.  

2x: trizma base 1.52g, glicerol 20ml, SDS 4g, β-mercaptoetanol 5ml, azul de 

bromofenol 0.1 g, pH 6.8.   

4x: trizma base 3g, glicerol 40 ml, SDS 8g, β-mercaptoetanol 10ml, azul de 

bromofenol 0.2g, pH 6.8. 

 

Acrilamida-Bis-acrilamida: 29.2g, bis-acrilamida 0.8g, aforar con H2O 100ml. 

 

Amortiguador pH 8.8 (gel separador): Trizma base 1.5M, SDS 0.4%, pH 8.8. 

 

Amortiguador pH 6.8 (gel concentrador): Trizma base 0.5M, SDS 0.4% pH 

6.8%. 

 

Amortiguador para guardar el gel separador: se diluye el amortiguador pH 8.8 

1:4. 

 

Amortiguador de corrida (para 1 litro): glicina 14.48g, trizma base 3g, SDS 1g, 

no ajustar el pH. 

 

Colorante azul de Coomassie: H2O 40%, metanol 50%, ácido acético 10% y azul 

de Coomassie 0.05%. 

 

Desteñidor: etanol 5%, ácido acético 7% y H2O 88%. 
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Nota: todas las soluciones deben ser filtradas. 

 

Para dos geles: 

 Gel inferior 

al 7.5% 

Gel inferior 

al 10% 

Gel inferior 

al 12% 

Gel superior 

al 4% 

H2O 

destilada 

4.85 ml 4 ml 3.35 ml 6.1 ml 

Acrilamida-

bis 

2.5 ml 3.33 ml 4 ml 1.33 ml 

Amortiguador 

pH 8.8 

2.6 ml 2.6 ml 2.6 ml Amortiguador 

pH 6.8: 2.6 ml 

Persulfato de 

amonio 10% 

50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 

TEMED 10 µl 10 µl 30 µl 10 µl 

 

Para un gel: 

 Gel inferior 

al 7.5% 

Gel inferior 

al 10% 

Gel inferior 

al 12% 

Gel superior 

al 4% 

H2O 

destilada 

1.616 ml 1.33 ml 1.116 ml 2.03 ml 

Acrilamida-

bis 

0.833 ml 1.11 ml 1.33 ml 0.443 ml 

Amortiguador 

pH 8.8 

0.866 ml 0.866 ml 0.866 ml Amortiguador 

pH 6.8: 0.866 

ml 

Persulfato de 

amonio 10% 

16.6 µl 16.6 µl 16.6 µl 16.6 µl 

TEMED 3.33 µl 3.33 µl 3.33 µl 3.33 µl 

 

Amortiguador de transferencia: fresco para cada experimento. Para 1 litro.- 

trisma base 3g, glicina 14.48g, metanol 200 ml, aforar para 1 litro con H2O, no 

ajustar pH. 
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Papel filtro 

 

Membrana de PVDF biorad 

 

Cámara de Electroforesis 

 

Cámara de electrotransferencia semiseca biorad 

 

Fuente de poder 

 

TBS: Tris-base 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8. (1.21g Trisma base, 8.76g NaCl, 

ajustar pH a 8 y aforar a un litro con H2O)  

 

Sol. TBS-Tween 20 al 0.05% 

 

Blotto B: TBS-Tween 20 al 0.05%, leche 1%, BSA 1%. 

 

El conjugado correspondiente: anti-conejo, anti-sheep o anti-vaca, unido a 

peroxidasa alcalina, 1:2000 en Blotto B. 

 

Sustrato soluble para peroxidasa DAB Sigma (diaminobenzidina) en PBS + 

H2O2:  preparar al momento, en 20 ml de H2O,  agregar 10 mg de DAB + 12 µl 

H2O2. 

 

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): 

 

a) Se ensambla la unidad para preparar los geles. Los vidrios deben haber 

sido lavados con detergente, secados y limpiados con etanol. 

b) Se prepara el gel separador en un matraz de 25 o 50 ml. 

c) Se agita constantemente durante 10 minutos. Se agrega el Persulfato de 

Amonio y el TEMED. 
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d) Se vacía la solución en la unidad para preparar los geles hasta una altura 

de dos veces el peine, se hace con cuidado de no producir burbujas. 

e) Se agrega lenta y cuidadosamente H2O destilada con una pipeta Pasteur 

y se deja polimerizar. Cuando el gel ha polimerizado, a contra luz se ve 

la interface agua-gel. 

f) Se escurre el agua y se enjuaga 2 veces la superficie con agua destilada, 

se escurre y se absorbe el líquido restante con papel filtro por una 

esquina y con cuidado de no tocar el gel. 

g) Se prepara el gel concentrador a 4% y se agita constantemente, se agrega 

el persulfato de amonio y el TEMED. 

h) Se coloca el peine en la cámara y se vacía el gel superior por una orilla 

con la ayuda de una pipeta Pasteur, con cuidado de no dejar burbujas. 

i) El gel superior se deja polimerizando durante 30 minutos 

aproximadamente. 

j) Se retira el peine lentamente de manera vertical. 

k) Se quita el exceso de líquido de los carriles con un papel filtro. 

l) Se prepara la muestra agregándole Sample buffer (volumen final 25 µl 

para minigel). 

m) Se hierve la solución anterior durante 5 minutos en baño María (es 

conveniente hacer un agujero en la tapa del tubo para que al hervir no se 

destape con la presión). O puede utilizarse el termociclador. 

n) Se monta la cámara y la parte entre los geles e infererior se llenan de 

amortiguador de corrida. 

o) Se carga la muestra con una micropipeta. Los pozos que no llevan 

muestra deben llenarse con sample buffer. 

p) Se quitan las burbujas de la parte infererior del pozo con una inyectando 

aire con la micropipeta o sacándola con una jeringa para insulina. 

q) Se conecta la cámara de electroforesis a la fuente de poder y se corre a 

200 volts (voltaje constante), cuando es minigel. 
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r) Cuando el colorante del frente de corrida está unos mm. antes del fin del 

gel (aproximadamente 45 minutos para minigel), se apaga la fuente de 

poder y se saca el gel. 

s) Se hace por duplicado y un gel puede utilizarse para hacer una 

electrotransferencia y el otro para teñirse con azul de Coomassie. 

 

Electrotransferencia: 

 

a) Inmediatamente concluida la corrida del PAGE, se desmonta el gel y se 

le corta el gel superior, el cual se desecha. 

b) El gel inferior se pone a equilibrar en amortiguador de transferencia 

durante 10 minutos. 

c) Se mide el gel y se corta un pedazo de hoja de PVDF del mismo tamaño. 

Se mete el papel en amortiguador de transferencia, este debe entrar en el 

agua con ángulo de 45°, de manera que quede flotando en la superficie y 

que la cara superior no tenga contacto con el líquido. Una vez que todo el 

papel se ha hidratado se sumerge todo, comenzando por una esquina. 

d) Se cortan 2 rectángulos de papel filtro del tamaño de las fibras. Se mojan 

con amortiguador de corrida los rectángulos de papel filtro al igual que 

las fibras. 

e) Se ensambla la cámara de transferencia:  

 

Nota: es importante que no queden burbujas sobre todo entre el gel y el papel 

de nitrocelulosa. 

 

f) Se conectan los electrodos a la fuente de poder y se deja a 130 volts 

durante 45 minutos. 

g) Se desconecta la cámara y se saca el papel para revelarlo. El gel se pone a 

teñir con azul de Coomassie.   
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Nota: Es importante no tocar en ningún momento el papel de nitrocelulosa con 

las manos por lo que es conveniente usar siempre guantes. 

 

Revelado del blot: 

 

a) Después de la electrotransferencia, se saca el papel de nitrocelulosa de la 

cámara y se deja bloqueando con 25 ml de Blotto B (sin Tween 20), toda 

la noche a 4°C. 

b) Lavar 2 veces por 7 minutos con 20 ml de TBS-Tween 0.05%, cada lavada 

en agitación constante. 

c) Revelado con anticuerpos específicos. Se incuba por 1.5 h a 37ºC con el 

anticuerpo correspondiente ( sueros, IgG vs catepsina, IgG de conejo 

inmunizado con Ag somático) en Blotto B. La cantidad de los anticuerpos 

a usar es de 1 a 30 µg. 

d) Se lava 2 veces por 7 minutos con 20 ml de TBS-Tween 0.05% en 

agitación constante. 

e) Se incuba con 20 ml del conjugado (anti cow, anti sheep, anti rabit) 

diluído 1:2000 en Blotto B durante 1 hora a temperatura ambiente, en la 

oscuridad y con agitación constante. 

f) Se lava 3 veces por 7 minutos con 20 ml de TBS-Tween 0.05% y una vez 

con 15 ml de TBS, 5 minutos cada lavada en agitación constante. 

g) Revelar la membrana, se lava la membrana 3 veces con TBS. 

h) Se incuba con el sustrato insoluble para peroxidasa a temperatura 

ambiente y con agitación contante, hasta que se observe la aparición de 

bandas. 

i) Se lava con varios cambios de agua y se seca el papel poniéndolo entre 

dos papeles filtro. 
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Procedimiento para la inmunización de conejo con antígeno de Fasciola 

hepatica 

 

Material: 

a) Conejo hembra New Zealand de 2.0 Kg de peso o más 

b) Adyuvante de Freund´s completo 

c) Adyuvante de Freund´s incompleto 

d) Jeringas de 1 ml (para insulina) 

e) Tubos pequeños para la colecta de muestra 

f) Tubos de 50 ml 

g) Jeringas de 50 ml 

h) Jeringas de 3 ml 

i) Torundas con alcohol 

 

 La inmunización se hace cada 15 días y se administran 0.8 mg de antígeno a 

cada conejo hembra. 

 La obtención del suero se hace centrifugando a 3000 rpm, durante 10 minutos. 

 La emulsión del Ag y Adyuvantes se prepara mezclando enérgicamente 

(vertiendo y tomando), con una jeringa de 3 ml, sin aguja, en un recipiente 

pequeño (del volumen apropiado) hasta que se forme una mezcla de color 

blanco lechoso, una vez que se tiene la mezcla se le coloca la aguja a la jeringa y 

se administra la dosis como se indique. 

 

Día 1 

a) Hacer una toma de muestra de sangre del animal de una de las orejas, 

(obtención de suero preinmunizado (control negativo)), después, se 

administra la primera dosis de Ag (0.8 mg de Ag y se mezcla con un 

volumen de Adyuvante de Freund´s completo), esta inyección es 

subcutánea y de manera tal que haya irrigación en forma de abanico en 

un costado del conejo.  
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Día 15 y 30 

b) Hacer una toma de sangre de cada animal y obtener el suero, administrar 

0.8 mg de Ag y mezclar con un volumen de Adyuvante de Freund´s 

incompleto. Esta inyección es subcutánea.  

 

Día 45 y 60 

c) Administrar 0.8 mg de antígeno sin adyuvante,  la inyección tiene que 

ser intramuscular.   

 

Nota: el día 60 se puede duplicar la dosis de antígeno y sin adyuvante.  

 

Día 55y 63  

d) Evaluar por ELISA el titulo de anticuerpos, y si es mayor i igual a 

102,400, sacrificar a los animales y obtener la mayor cantidad de sangre 

por el método que se prefiera. Después de obtener la sangre se refrigera 

una noche y al otro día se centrifuga a 3000 rpm durante 15 minutos, y 

finalmente se guardan los sueros en congelación. 
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9.2. Anexo II. Análisis de insertos clonados en las bibliotecas de expresión 
construidas en p3.2 a partir de ADNc  de Fasciola hepatica y DNA 
genómico de Anaplasma marginale 

 
El presente trabajo se realizo debido a que se secuenciaron 20 clonas 

que contenían insertos seleccionados con anticuerpos contra Fasciola hepatica a 
partir de una tercera ronda de Biopanning. Al comparar las secuencias 
obtenidas con el banco de genes del NCBI por medio del software BLAST, se 
encontró que correspondían a secuencias del genoma de Anaplasma marginale. 
Los resultados se encuentran resumidos en el siguiente recuadro. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Clona 
% de 

Identidad comparación 
Bases 

alineadas 
B1 94 Anaplasma marginale  281 
B2 100 Anaplasma marginale  52 
B3 97 Anaplasma marginale  325 
B4 94 Anaplasma marginale  131 
B5 98 Anaplasma marginale  269 
B6 96 Anaplasma marginale  213 
B7 96 Anaplasma marginale  278 
B8 98 Anaplasma marginale  313 
B9 98 Anaplasma marginale  252 
B10 100 Anaplasma marginale  181 
C1 98 Anaplasma marginale  207 
C2 99 Anaplasma marginale  217 
C3 96 Anaplasma marginale  229 
C4 100 Anaplasma marginale  88 
C5 96 Anaplasma marginale  93 
C6 97 Anaplasma marginale  280 
C7 98 Anaplasma marginale  288 
C8 99 Anaplasma marginale  263 
C9 98 Anaplasma marginale  271 
C10 96 Anaplasma marginale  230 
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Por lo anterior se sospecho que los viales de las bibliotecas estaban mal 
etiquetados o que se pudiera haber tenido alguna confusión al manejarlas. 
 
Objetivo 
 

Identificar a que biblioteca corresponden los viales rotulados como 
Fasciola hepatica 1, 2 y 3. 
 
Metodología 
 

En el laboratorio de Genética Molecular se efectuó un inventario de las 
bibliotecas en forma de ADN en el vector p3.2 encontrándose 3 viales 
correspondientes a Fasciola hepatica y un vial de la genoteca de Anaplasma 
marginale. De cada vial se hizo una transformación en células TG1 y se 
plaquearon 50 µl en placas de LB con ampicilina, de las colonias crecidas se 
seleccionaron 20 clonas provenientes de cada tubo, se les extrajo ADN y se hizo 
una PCR empleando los iniciadores que flanquean la región del sitio múltiple 
de clonación del p3.2. Se seleccionaron cuatro clonas por tubo para hacer la 
confirmación de fragmentos insertados por secuenciación de nucleótidos, 
utilizando  el iniciador “forward”. En total 16 clonas fueron secuenciadas. 

 
 
Resultados 
 
En el cuadro 2 se muestran los resultados de la busqueda por BLAST de las 
secuencias obtenidas en cada clona. 
 
Conclusión 
 
Los viales rotulados como “Biblioteca de Fasciola hepatica”, corresponden a la 
genoteca de Anaplasma marginale. 
 
Perspectivas 
 
Para avanzar en la solución del problema, se procederá a trabajar con una 
biblioteca que expresa 12 aminoácidos al azar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Reyes‐Lugo A. 2009  Página 60 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
Cuadro 2. resultados de la busqueda por BLAST de las secuencias obtenidas en 
cada clona. 
 
 
 
 
 
 

Tubo 
marcado 

como Clona 
% de 

identidad Identidad con 
Bases 

alineadas 
Anaplasma 

T15 89 

Proteína principal de superficie  
como la  proteína 22 de 
Anaplasma marginale 77 

Anaplasma T14 95 oquelatasa de Anaplasma marginale 241 
Anaplasma 

T13 100 
proteína hipótetica de 
Methanosarcina barkeri 22 

Anaplasma 
T11 98 

hypothetical protein Anaplasma 
marginale 179 

Tubo 3 
C36 97 

transketolase de Anaplasma 
marginale 168 

Tubo 3 
C27 94 

Proteína hipotética de Anaplasma 
marginale 106 

Tubo 3 
C23 93 

AND satélite de una estructura 
primaria de bovino 172 

Tubo 3 C21 100 Homo sapiens, cromosoma 16 22 
Tubo 2 

B32 86 
Gen de resistencia de phage M13 

helper 79 
Tubo 2 

B26 100 
clone VMRC6-24O12 de 

Monodelphis domestica 20 
Tubo 2 

B21 94 
 proteina rec A de Anaplasma 

marginale 152 
Tubo 2 

B15 96 
guanilato cinasa de Anaplasma 

marginale 171 
Tubo 1 A25 95 Homo sapiens, cromosoma 5 23 
Tubo 1 

A17 96 

Subunidad larga de la carbamil-
fosfato sintasa, de Anaplasma 
marginale 169 

Tubo 1 
A15 100 

Proteína hipotética de Ustilago 
maydis 20 

Tubo 1 
A35 93 

60 kD proteína de membrana 
interior de Anaplasma marginale 29 
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9.3. Anexo III 
 

México D.F. a 27 de Octubre del 2008 

 
Coordinación de enseñanza de la Facultad de Ciencias 
U N A M 
P R E S E N T E 
 
Reporte de acontecimientos de Noviembre 2004 a Octubre 2008, del pasante de 

la carrera de Biología Alfonso Reyes Lugo, con número de cuenta 095080727 de 

la Facultad de Ciencias de la UNAM. 

El alumno Abel Villa Mancera se incorporo a mediados de Febrero o Marzo del 

2006 como observador y aprendiz de las técnicas empleadas, trabajando bajo mi 

supervisión directa ya que el Dr. Rogelio Alejandro Alonso Morales (mi director 

de tesis) me pidió que le enseñara todo lo que había yo aprendido de la 

tecnología Phage Display. Derivado esto de un compromiso de colaboración 

con el Dr. Héctor Quiroz Romero (Tutor de Doctorado de Abel Villa Mancera) y 

la Dra. María Dolores Correa Beltrán (parte del jurado), que son colaboradores 

en el proyecto: PAPIIT-IN208703-03 DGAPA-UNAM, titulado:  

 

“Aplicación de técnicas de biología molecular e inmunología en el 

diagnóstico y profilaxis de la fasciolosis” 

 

A partir de esta colaboración académica se hizo un acuerdo verbal con el Dr. 

Rogelio Alejandro Alonso Morales y el candidato a Dr. Abel Villa Mancera que 

consistía en que el pasante Alfonso Reyes Lugo (yo), sería coautor de los 

eventuales y futuros artículos (nacionales e internacionales) publicados que 

surgiesen con estos interesantes datos, resultados que se generaron de dicha 

colaboración.  

En Marzo y Abril de este año en repetidas ocasiones se tuvo contacto con el 

alumno Abel Villa Mancera reiterándole la coautoría en el artículo citado en la 

página 6, debido a mi dinámica participación constructiva, a lo cual 

verbalmente afirmaba él, estar totalmente de acuerdo. Sin embargo, en la 

publicación citada,  solo se agradece mi asistencia técnica.   
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Cabe mencionar que de este acuerdo el Dr. Rogelio Alonso estaba enterado y 

que en repetidas ocasiones en presencia mía, se dejo muy clara mi participación 

y coautoría en el proyecto y publicaciones derivadas. 

 

Los hechos son: 

En el mes de Noviembre del año 2004, ingrese a desempeñarme 

académicamente como alumno de tesis de licenciatura al Laboratorio  de 

Genética Molecular en el Departamento de Genética y Bioestadística de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, bajo la tutoría del Dr. Rogelio 

Alejandro Alonso Morales, “Profesor Titular B de Tiempo Completo”, a 

desarrollar el proyecto de tesis: 

Desarrollo de un sistema de diagnostico (ELISA) de fasciolosis a partir de 

una biblioteca de expresión génica en bacteriófagos filamentosos 

Con el objetivo de que a partir de una biblioteca de expresión génica en 

bacteriófagos filamentosos se seleccionaran clonas que expresaran epitopos 

para emplearse en ensayos de ELISA en el diagnostico de fasciolosis. 

Este objetivo comprendía los siguientes Objetivos Particulares: 

1. Caracterizar inmunológicamente sueros de animales infectados con 

fasciola hepática. 

2. Seleccionar y caracterizar clonas inmunodominantes de la biblioteca de 

expresión por medio de sueros animales infectados. 

3. Las clonas de inmunodominantes seleccionadas se evalúan en el 

diagnostico serológico con ensayos de ELISA de fasciolosis. 

 

De los cuales se desprendían las siguientes metas: 

1. Determinar el titulo de los sueros de animales infectados por ensayos de 

ELISA. 

2. Evaluar la especificidad de reconocimiento de los sueros por ensayos de 

Western Blott. Preparación de antígeno somático y de secreción de 

fasciola hepática. 
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3. Por medio de inmovilización con anticuerpos (panning) seleccionar por 

las clonas inmunodominantes para después identificarlas por 

secuenciación. Las clonas se purificarán en tres ciclos de selección. 

4. Con las clonas inmunodominantes seleccionadas se evaluará su 

antigenicidad en un sistema de diagnostico ELISA, empleando un panel 

de sueros positivos y negativos a fasciolosis de bovinos. Se determinaran 

los niveles de sensibilidad y especificidad. 

 

A partir del trabajo experimental que desarrolle en dicho laboratorio, el 17 de 

Abril del 2006 se entregó al Dr. Rogelio Alonso Morales el reporte titulado: 

Análisis de insertos clonados en las bibliotecas de expresión construidas en 

p3.2 a partir de ADNc  de Fasciola hepatica y DNA genómico de Anaplasma 

marginale (el cual se presenta en el anexo II, página 48) 

Dicho reporte se guardo en una computadora del laboratorio, en un disco duro 

de mi pertenencia, y en mi cuenta de correo hotmail, se entrego una copia al 

candidato a Dr. Abel Villa del posgrado de la FMVZ el día 27 de Junio del 2006, 

en días posteriores en un seminario, se le dio copia al Dr. Héctor Quiroz 

(profesor emérito de la FMVZ) y se le informo a la Dra. Dolores Correa (jefa del 

laboratorio de Inmunoparasitología del Instituto Nacional de Pediatría) en el 

reporte se genero la siguiente conclusión: 

Los viales rotulados como “Biblioteca de Fasciola hepatica”, corresponden a la 

genoteca de Anaplasma marginale. 

Por lo cual se riderecciono el proyecto de tesis con la siguiente perspectiva: 

Para avanzar en la solución del problema, se procederá a trabajar con una 

biblioteca que expresa 12 aminoácidos al azar. 

De esto se genero un nuevo proyecto de tesis, titulado: 

Selección de clonas de una biblioteca combinatoria de despliegue de 

bacteriófagos “Phage Display” con anticuerpos contra una fracción de 

productos secretados y excretados por Fasciola hepatica 

De este nuevo proyecto se concluyo la fase experimental en Noviembre del 

2006. Cabe mencionar que todos los datos generados dentro del laboratorio, 
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están reportados en una bitácora que está bajo resguardo del Dr. Rogelio 

Alejandro Alonso Morales, de la cual tengo una copia. 

Este proyecto fue aprobado en la Facultad de Ciencias el 10 de Agosto del 2007. 

 

Hago énfasis en que en este nuevo proyecto se generó: 

La hipótesis 

El uso de una biblioteca combinatoria con secuencias de péptidos al azar 

permitirá caracterizar epítopos de productos secretados excretados por Fasciola 

hepatica mediante la selección por afinidad de péptidos miméticos con IgG 

obtenidas de un conejo inmunizado con estos productos. 

Los objetivos 

El objetivo general de este trabajo es seleccionar clonas que expresen 

mimótopos reconocidos por anticuerpos generados en conejos inmunizados con 

una fracción de productos secretados y excretados por F. hepatica a partir de una 

biblioteca combinatoria de despliegue de bacteriófagos. 

Los objetivos particulares: 

6. Obtención y evaluación de antígeno somático y productos de secreción 

excreción de F. hepatica.  

7. Obtención de anticuerpos en conejo dirigidos contra antígeno somático y 

productos de secreción excreción para ser usados en el tamizada de la 

biblioteca combinatoria. 

8.  Caracterizar anticuerpos dirigidos contra antígeno somático y una 

fracción de productos secretados y excretados por F. hepatica. 

9. Seleccionar y caracterizar clonas inmunodominantes a partir de una 

biblioteca combinatoria Ph.D.-12TM  empleando anticuerpos contra una 

fracción de productos de secreción excreción. 

10. Caracterizar inmunológicamente sueros de borregos infectados con 

Fasciola hepatica y sueros de borregos negativos a F. hepatica. 

Y las metas: 

A. Aislar parásitos adultos de F. hepatica de hígados de bovinos. 
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B. Obtener antígeno somático y productos de secreción excreción de  los 

parásitos.  

C. Inmunizar conejos con antígeno somático. 

D. Evaluar las IgG contra Ag somático  y productos de secreción  de los 

parásitos por ELISA y Western Blot. 

E. Por medio de inmovilización con anticuerpos (biopanning) seleccionar 

clonas inmunodominantes de una biblioteca combinatoria de Phage 

Display. 

F. Obtener las secuencias de ADN de las clonas seleccionadas de la 

biblioteca. 

G. Evaluar la especificidad de reconocimiento de los sueros de borregos 

positivos y negativos a F. hepatica por ensayo de ELISA. 

H. Evaluar la antigenicidad de las clonas inmunodominantes seleccionadas 

por ELISA.  

 

De este proyecto tenía conocimiento el candidato a Dr. Abel Villa Mancera ya 

que el nos proporciono los anticuerpos contra una fracción de productos 

secretados y excretados por F. hepatica, con los cuales Tatiana Gazarian, por 

petición de su esposo (Dr. Karlen Gazarian) hiso el biopanning y nos permitió 

observar el desarrollo de la técnica, al candidato a Dr. Abel Villa Mancera y a 

mí por petición del Dr. Rogelio Alejandro Alonso Morales y de esto, se 

obtuvieron los resultados concluyentes generados por mi y documentados en 

las páginas 133 y 135  de la bitácora a mi cargo, que se reportan en la figura 10 

de esta tesis (página 41, este resultado se reprodujo en el artículo como figura 2, 

anexo IV, página 71), los resultados de la figura 3C del artículo, son secuencias 

que realice en la Escuela de Medicina de la Universidad Panamericana, los 

resultados de las secuencia correspondientes a los péptidos de los bacteriófagos 

seleccionados, están en el disco duro de la computadora conectada al 

secuenciador, estos resultados se reportan en la tabla 3 (página 43) de la tesis 

aquí presentada. Los resultados reproducidos aparecen en la página 5 del 

artículo (anexo IV, página 71): 
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Induction of immunity in sheep to Fasciola hepatica with mimotopes of 

cathepsin L selected from a phage display library 

 

Con la siguiente referencia:  Villa-Mancera A., Quiroz-Romero H., Correa D., 

Ibarra F., Reyes-Pérez, Reyes-Vivas, López-Velázquez, Gazarian K., Gazarian T. 

and Alonso R. A.,  2008.  Induction of immunity in sheep to Fasciola hepatica 

with mimotopes of cathepsin L selected from a phage display library. 

Parasitology. En imprenta. (Se anexa copia de la publicación en internet, ver 

anexo IV, página 67). 

 

Hago de su conocimiento estos hechos, debido a que los datos concluyentes con 

los que pretendo titularme ya fueron utilizados sin darme el correcto 

reconocimiento. 

 

Agradezco su amable atención y espero no se vea impedida o perjudicada mi 

titulación en el futuro. 

 

A T E N T A M E N T E 

 

 

 

 

 

Pas. Biól. Alfonso Reyes Lugo 
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9.4. Anexo IV 
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