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INTRODUCCION 

Los nematodos parásitos son los organismos responsables de enfermedades de 

gran importancia en los humanos y en animales domésticos. Desde el punto de visla de 

la inmunoparásitologia es conveniente considerar separadamente a las espec ies que 

viven exclusivamente dentro de los tejidos de aque llos que habitan sólamente en el 

intestino de l hospedero. Los nematodos gastrointestinales tienen una alta prevalencia 

en humanos, infectando casi a un cuarto de la población del mundo. causando serias 

pérdidas económicas en ganado, ovejas y otros organismos (Wakelin y cols .. 1993). 

Entre éstos se encuentran: Ascarjs Iyrobrjcojdes, lrichurjs tdebiuta, Necator 

americaoys, Aokv!Qstoma dUQdcoale y I rjch jnella spjralis. Estos parás itos presentan 

una ampl ia diversidad en cuanto a tamaño, biología y ciclo de vida. La infección en e l 

hospede ro puede ocurrir mediante la ingestión de huevecillos ° larva infectiva 

(Ascaris, Toxocara, Irichoslroo~yles i:astrojntestinal, Irjchurjs), por penetrac ión en la 

pie l de la larva (Stro0i:y lojdcs), o por la ingestión de otros hospederos infectados 

(Ao~iostrom:ylu s, Capjllaria, Trichjnella). (Tabla 1). 

El desarrollo de estos parásitos depende en gran medida de la biología de cada 

uno de cUas, de este modo, la caracteristica de los estadios infecciosos de todas las 

especies es principalmente de un tamaño relativamente pequeño « 1 mm), pero el 

tamaño en los estadios adultos varia considerablemente, de unos mi limetros 

(Stro0i:ylojdes, Trjchjoella) hasta de varios centimetros (Ascarjs). 
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TABLA l. 

Principales nematodos que parasitan a humanos y animales domésticos. 

Nematodos 

EN HUMANOS 

An~iostron2ylus 

Anisakis 

Ascaris 

Capil!aria 

Stron~yloides 

Toxocara 

Trichinella 

Trichuris 

Estadio asociado con 

la enfermedad. 

Larva 

Adulto 

Larva 

Larva 

Adulto 

Adulto 

Larva 

Adulto 

Larva 

Larva 

Adulto 

Adulto 

EN ANIMALES DOMESTICOS 

Dictyocaulus 

Trichostron~yles 

Gastrointestinal 

Adulto 

Adulto 

Localización de la 

enfermedad. 

Sistema Nervioso Central 

Intestino 

Intestino 

Hígado, Pulmón 

Intestino 

Intestino 

Tejidos 

Intestino 

Tejidos (ojos) 

Músculo 

Intestino 

Intestino 

Pulmón 

Intestino 

Tomado de Wakelin y cols. (1993). 

Un aspecto importante en todos los parasitos es el que poseen una cutícula de 

colágeno, la cuál proporciona al organismo cierto grado de protección contra el 
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ambiente fisicoquímico del hospedero, y contra algunos mecanismos protectores del 

mismo. La organi ... ..ación estructural de estas capas varía entre las especies. pero se ha 

encontrado que todas expresan moléculas antigénicas hacia las cuales el hospedero 

reacciona fuertemente. Asimismo se sabe que la cutícula de los parásitos es el blanco 

de ataque por macrofagos, granulocitos y plaquetas via citotoxicidad mediada por 

células dependientes de anticuerpos (ADCC). En generaL se conoce muy poco acerca 

del metabolismo de esos nematodos, pero se ha descrito que liberan varias moléculas, 

algunas de las cuaies presentan una fuerte respuesta inmune hacia el hospedero. Esas 

moleculas están asociadas con la alimentación, penetración a los tejidos, excreción, 

reproducción y movilidad. En todos los estadios los nematodos son generalmente 

moviles y presentan un cambio en su conducta respecto a los cambios en su medio 

ambiente. Otros como Trichjnella y Ioxocara tienen estadios larvales en los cuales se 

les localiza dentro de ¡os tejidos y es en contra de estos estadios hacia los que se 

generan las reacciones inflamatorias. (Wakelin y col s .. 1993). 

BIOLOGIA DE Trjchinella spjraljs. 

El nematodo parásito Trjchjnella spiraljs es el causante de la enfermedad 

conocida como triquinelosis y afecta principalmente a mamíferos carnívoros, 

constituyendo un problema de salud mundial tanto pública como veterinaria. 

La enfermedad se transmite al humano principalmente mediante el consumo de 

carne de cerdo mal cocida infectada con la larva muscular de I. spjralis. aunque 

recientemente se tiene conocimiento que también carne de animales como el oso, 

caballo, camello, zorro, étc, es una fuente importante de la transmisión de la 

enfermedad al humano. 

La triquinelosis es una enfermedad que se presenta en gran variedad de 

hospederos, incluyendo al hombre, en años recientes ha cobrado gran importancia 

debido al hecho de que las fuentes de transmisión en varios países no han sido 
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controladas adecuadamente. por lo cual, se han reportado brotes de triquinelosis en 

diversas zonas del mundo. (Martínez-Marañón, 1983 1 1985; Pozio y cols., J 989; 

J-Iernández y cols., 1992). 

En México se han conocido casos de triquinelosis desde linales del siglo 

pasado, sin embargo, no fue sino hasta la década de los años 70 que se empe;¡..aron a 

estudiar seriamente algunos brotes epidémicos. ocurridos en diferentes estados de la 

República Mexicana (Martíncz-Marañón, 1983, 1985; Hernández y cols .. 1992). 

En uno de estos estudios realizado por Martínez-Marañón (1983) se 

encontraron 158 casos (3 defunc iones) que fueron confirmados en su mayoria por 

biopsias y donde la fuente principal de infección fue, cuando se pudo detectar, carne de 

cerdo procesada en fonna de chorizo o "al pastor". 

En 1992 se reportaron 166 casos de triqu inelosis aguda en Ciudad Delicias, 

Chihuahua, originada por el consumo de carne de cerdo elaborada y distribuida en 

forma de chorizo mal cocido. Cabe mencionar que el cerdo tenía el sello del Rastro 

Municipal de ed. Delicias, (Hernández y cols .. 1992). En base a esto, es evidente que 

es necesario que la detección de animales infectados por r. spjralis se realice de una 

manera más segura empleando métodos de diagnóst ico más sensibles que la 

triquinoscopia (b iopsia de músculo), la cual se emplea actualmente en los rastros. 

Por otro lado. ya que el consumo de carne de cC'rdo es generalizada en todo el 

país. se debe poner especial interés en las condiciones de crianza del cerdo en algunas 

granjas o rastros, ya que estas son deficientes y la matanza clandest ina ocurre con 

mucha frecuc llcia (Aluja, 1982). 

CICLO DE VIDA DE I. spiralis. 

Una vez que cJ hospedero ingiere la carne contaminada con el parásito, mediante la 

acción de enzimas y el ambiente estomacal las larvas musculares se liberan de la 

est ructura conocida como célula nodriza. Después de 4 a 6 días de la ingestión de la 



carne, las larvas musculares se establecen en el intestino delgado y el parásito sufre 

varias mudas hasta madurar a organismos hembras y machos adultos. Posteriormente 

se lleva a cabo la cópula, y las hembras liberan a las larvas recién nacidas las cuales 

atraviesan la mucosa intestinal y migran al músculo vía sangre o sístema linfático, al 

llegar al músculo 17 a 21 días después de la infección inicial penetran a las células 

musculares y se desarrollan a larva muscular, transformándose la célula muscular en 

célula nodriza (Fig. 1 ). Durante este cambio se agregan las mitocondrias, se alarga el 

núcleo, aparecen núcleos prominentes y se forma una cubierta gruesa de colágena, 

desarrollándose una compleja red de vénulas. La célula nodriza es una estructura que 

parece facilitar el transporte y almacenamiento de nutrientes tanto para la célula como 

para la larva muscular exportando los desechos metabólicos y productos derivados del 

parásito al espacio extracelular (Stewart, 1983 ). 

Algunas veces las larvas pueden invadir el músculo liso y otros tejidos pero 

eventualmente mueren en esos sitios (Murrell, l 985a). 

LARVA L 1 PO<ETilA EPITE LIO 
DEL INTESTINO Y MADURA A 

ADULTO 

Fig. 1 Ciclo de vida de I. spiraljs. Tomado de Murrell (1985a). 
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SINTOMATOLOGIA. 

El grado de síntomas clínicos presentados durante la infección por l. spjra li s 

depende del número de larvas ingeridas, así , la ingestión de 500 o más larvas puede 

producir una enfermedad de moderada a severa. Durante las primeras semanas de la 

infección se presentan signos gastrointestinales tales como nausea y dolor abdominal: 

subsccucntemente cuando la larva muscular ha penetrado las células musculares se 

presentan síntomas como dolor muscu lar, edema faciaL fiebre y eos inotilia (Murrell. 

J 985). Algunas veces las larvas invaden el miocardio y causan la muerte casi inmediata 

de sus hospederos. Algunos de los síntomas clínicos presentados por los pacientes 

triquindasos durante el brote sucedido en ed. Delicias Chihuahua (Hemández y cols .. 

1992) se especifican en la Tabla 2. 

la triquinelosis es una cnfennedad en la cual los síntomas se pueden confund ir 

con salmonelos is, dengue. mononucleosis infecciosa, intoxicación por metales o 

pesticidas, étc. el diagnóstico definitivo se establece mediante la observación directa 

det parásito en d musculo. 

Recientemente se ha elaborado una lista de síntomas y signos específicos e 

incspccíficos utilcs para el diagnóstico de la enfernledad. (Tabla 3). 

Debido a que la enfennedad es escasamente diagnosticada y algunos de los 

sin tomas presentados se comparten con otras parásitosis es importante el desarrollar 

métodos de diagnóstico de la triquinelosis que sean especificos y sensibles y que se 

puedan, asimismo, ap licar en la detección de animales parásitados con I. spj raljs y de 

csta fonna evitar su consumo por los humanos. 
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TABLA2 

Síntomas Clínicos 

Síntoma 0/o 

================--======= 

Síndrome febril 100 

Ataque al estado general 100 

Polimialgias 85.5 

Edema palpebral 72.7 

Cefalea 71.1 

Edema conjuntival 64.4 

Náuseas 60.2 

Edema facial 57.8 

Dolor abdominal 51.2 

Vómito 47.6 

Artralgias 46.4 

Fotofobia 45.8 

Conjuntivitis 42.4 

Diarrea 39.7 

Dolor óseo 39.1 

Visión borrosa 36.t 

Disfagia 19.9 

Edema de manos 18.1 

Edema de pies 12.6 

Tomado de Hernández y cols. (1992). 



TABLA3 

Criterios para el diagnóstico de triquinelosis. 

-----------------------------------------

Específicos In específicos 

-----------------------------------------

Mialgias generalizadas 

Mialgias oculares 

Edema de párpados, cara y manos 

Postración 

Dolor abdominal 

Diarrea 

Vómito 

Pérdida de peso 

Exantemas 

- -----------------------------------------

Tomado de Hernández y cols. (1992). 

INMUNOLOGIA DEI. spiralis. 

Trichinella spiralis tiene una asombrosa capacidad para adaptarse a diferentes 

condiciones ambientales y a varios mecanismos de inmunidad. Sin embargo, debido a 

la diversidad y a la estadio-especificidad de los antigenos que presenta (Ortega-Pierres 

y cols ., 1984; Parkhouse y Ortega-Pierres, 1984; Philipp y cols. , 1980; Silberstein, 

1983) constituye un estímulo antígenico complejo para el hospedero, el que monta una 

respuesta humoral y celular específica (Wakelin y Denham, 1983 ). 

ANTIGENOS DE T. spirafu. 

Diversas moléculas derivadas de diferentes compartimientos del parásito se han 

identificado y caracterizado bioquímicamente, demostrándose que las moléculas de 

interés inmunológico presentes en el parásito son principalmente los productos de 

secreción-excreción (producidos por el esticosoma) y la superficie/esticosoma de la 

larva muscular de I. spiralis (Fig. 2) participando activamente en la inducción de 
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Asimismo, se han reportado otros estudios relacionados con la caracterización 

de antígenos protectores, en ellos el material activo fue aislado del esticosoma de la 

larva muscular por medios bioquímicos (Despommier y Laccetti , 1981b; Despommier, 

1981 ) o a través de anticuerpos monoc1onales (Silberstein y Despommier, 1984: 

Gamble, 1985b), lo cual ha pennitido evaluar la participación de estos componentes 

~specíficos en la inmunidad contra la infección por r. spjraljs. De estos anticuerpos 

monoclonales, Silbcrstein y Despommier (1984) seleccionaron 3 (8A4.3.1. 1, 7B2.3. 1.1 

Y 4A 1.13 .1) que poseían ciertas características como alta reactividad en ensayos de 

inmunosclección y especHicidad única. 

Los ant ígenos seleccionados mediante estas columnas de afinidad fueron de 

diferentes pesos moleculares (37 kDa, 48 kDa y 50/55 kDa) y cada uno poseía 

diferente capacidad en la inducción de protección. El antígeno de 48 kDa inducía un 

elevado nivel de protección a dosis biológicamente relevantes (1.0 y 0.1 ¡.tg de 

proteinalratón). El antígeno de SO/55 kDa inducía un menor nivel de protección (31 %) 

comparado con el antígeno de 48 kDa (45 %), pero es más efectivo comparado con el 

antígeno crudo a dos is similares (17%). El de 37 kDa presentó protección sólo a una 

dosis de 50 ~g de proteína/ratón (44 %), Y no fue tan efectivo como el antígeno crudo a 

ninguna dosis. 

Estudios de inmunocitoloealización empleando inmunoperoxidasa en tejidos 

infectados con la larva muscular indicaron que el antígeno de 48 kDa esta localizado en 

los U-esticositos, en el intestino y en la superficie de la cutícula. El antígeno de SO/55 

kDa fué detectado en los a -esticosilos y ocacionalmentc se detecto en el intestino o en 

la cutícula. El antígeno de 37 kDa se encontró solamente en el pseudoceloma. 

Por otro lado, Gamble y Graham (I984b) obtuvieron el anticuerpo 7C2C5 el 

cual reconoce los productos de secreción-excreción de l . spiralis. Mediante ensayos de 

difusión en gel y la aUloradiografía de geles de SDS se demostró que este anticuerpo es 

de isotípo de IgM (Gamble y Graham. 1984b). El 7C2C5 reconoció por 
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inmunoelectrotransferencia a 3 proteínas de secreción-excreción con pesos moleculares 

de 53 , 49 y 45 kDa. Además, por estudios inmunocitoquímicos se demostró que este 

anticuerpo reconoce específicamente el esticosoma de la larva muscular de I. spiralis. 

Los mismos autores emplearon al anticuerpo 7C2C5 en una cromatografia de afinidad 

y purificaron un doblete proteico de peso molecular de 53 y 49 kDa y una banda de 67 

kDa. Estos antígenos purificados son capaces de inducir protección en ratones ante un 

desafio oral en niveles comparables con los obtenidos usando los productos de 

secreción-excreción crudos de la larva muscular de I. spiralis, confiriendo una 

protección del 60 al 80 % a ratones infectados experimentalmente. Durante estos 

ensayos se observó una reducción significativa en la fecundidad de las hembras y una 

reducción de la larva muscular (Gamble, l 985b ). (Tabla 4 ). 

TABLA4. 

No. de parásitos recuperados de ratones inmunizados con los productos de 

secreción-excreción crudos de la larva muscular de I. spiralis o con los antígenos 

Ts49 y Ts53 purificados con el anticuerpo monoclonal 7C2C5. 

Tratamiento 

Control 

S-E lOµg 

Ts49,Ts53 Sµg 

Adultos 

47.3±2.7 

27.7±3.2 (41 %) 

22.6±2.1 (52%) 

S-E= Productos de secreción-excreción. 

LRN= Larva recién nacida. 

LRN 

117.4±2.6 

74.6±3.9 (36%) 

98.5±2.7 (16%) 

Larva 

Muscular 

20695±2983 

7168±801 (65%) 

6100±1076 (71 %) 

Tomado de Gamble (1985b). 



b) ANTIGENOS DE SUPERFICIEIESTICOSOMA. 

La cutícula de los parásitos nematodos ha sido considerada como blanco de la 

respuesta inmune (Ogilvie y Phil ipp, 1980). Philipp Y cols. (1981) llevaron a cabo la 

caracterización de las proteínas de superficie de r. spjralis. Empleando técnicas de 

marcaje con 1251 y análisis dcctroforético bajo condiciones reductoras demostraron 

que el patrón antígenico de los componentes de superficie varía con respecto al estadio 

de desarrollo del parásito. Esto se basó en la observación de que ninguna de las 

proteínas de supcrficie/csticosoma expresadas por la larva muscular, el adulto y la larva 

recién nacida son idént icas. Así se determinó que los antígenos de superficie de la larva 

muscular tienen un peso molecular de 47, 55, 90 Y 105 kDa, los del adulto de 20, 33, 

40 Y 56 kDa y de la larva recién nacida de 28, 30, 58 Y 64 kDa. Con respecto a los 

componentes de superficie de la larva muscular, Parkhousc y col s., (1981 ) demostraron 

que las moléculas de 90 y 105 kDa son dímeros de los antígenos de 47 y 55 kDa, as í 

mismo, mediante digestión péptidica se puso de maniflesto que existe una hornología 

entre las secuencias de estos antígenos. Los autores sugirieron que probablemente las 4 

moléculas se originan a partir de un sólo gene, cuyo producto posteriormente es 

glucosilado y sufre dimerizac ión. Por otro lado, algunos investigadores han señalado 

que las proteínas de superficie de 1. spjralis son antígenicamente estadio·específicas y 

que la respuesta protectora hacia la reinfección de ratas y ratones es también estadio­

específica (James y Denham. 1975; James y cols .. 1977; Bell y McGregor, 1979). 

El empleo de anticuerpos monoclonales ha permitido caracterizar más 

ampliamente a los antígenos de superficie/esticosoma de este parásito . De esta forma, 

Ortega-Pierres y cols. (1984) produjeron anticuerpos monoclonales específicos contra 

r . spjralis, uno de ellos el NIM-M I inmunoprecipita moléculas de 105,90, 57 Y 47 

kDa de la larva muscular. otro anticuerpo monocJonal el NIM·M2 inmunoprecipita 

únicamente a dos componentes de 90 y 47 kDa de la larva muscular de 1 . sp,iralis. Por 

ot ro lado, los anticuerpos monoclonales NIM-M 3, NIM-M4, Y NIM-M7 



inrnunoprecipitan a moléculas de 40 y 20 kOa del organismo adulto. Mediante ensayos 

de inmunofluorescencia empleando a parásitos intactos se demostró que el anticuerpo 

monoc1onal NIM~M l Y el NI M~M3 reconocen la superficie de su respectivo estadio de 

desarrollo. Sin embargo, el NIM·M2 y el NIM-M4 no lo hacen y el NIM·M7 reconoce 

sólo el órgano copulatorio de el macho adulto (Ortega~Pierres y cols .. 1984. 1987). 

Ensayos inmunoci toquímieos realizados por Melaren y cols. (1987), demostraron que 

el anticuerpo monoclonal NIM-MI reconocía la superficie de la larva muscular, sin 

embargo, lambien reaccionaba con el esticosoma. sugi riéndose que este último 

sintetiza y secreta estos componentes de superficie (por lo cuál se les denomina como 

antígenos de superficie/esticosoma). Asimismo este anticuerpo reconoció el eSlicosoma 

del adulto. 

Un aspecto que fue abordado por Ortcga~Pierrcs y cols. (1989) fue el aná!i5is de 

los antígenos reconocidos por el anticuerpo monoclonal NIM~M I en cuanto a su 

capacidad de inducir protección. En sus estudios observaron que los sueros de ratones 

infectados experimentalmente con l. spjralis reconocieron en un ensayo de 

inmunoelectrotransferencia componentes de 47, 52, 67 Y 72 kDa. Estos antígenos 

fueron purificados empleando el anticuerpo monoclonal Nlrvl·Ml y se emplearon para 

inmunizar ratones BALB!c. Así estos autores demostraron que los antígenos 

purilicados de superficie/esticosoma indujeron protección (60 a 80 %) en ratones 

BALB!e en contra del desafio con l. spj rali s. 

Arriaga y cob. (1989) demostraron en ensayos de inmunoelectrotransferencia 

que los sueros de cerdos infectados experimentalmente con l. sp¡ralis reconocian 

principalmente a los antígenos de superficie/esticosoma de la larva muscular de l. 

spjralis. Asimismo, mediante este ensayo fue posible detectar la presencia de 

anticuerpos dirigidos contra los componentes de superfic ie a panir del día 14 después 

de la infección. 

Takahashi y cols. ( 1990) demostraron mediante microscopia electrónica e 
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inmunolocalización con oro coloidal que los sueros provenientes de seres humanos con 

triquinelosis reconocían a los antígenos de la larva muscular de l. spjralis. Asimismo, 

Robinson y cols. (1 991) llevaron a cabo un estudio en el cuál se emplearon sueros de 

seres humanos y de ratones con triquinelosis, demostrando que los antígenos de 41, 46 

y SS kDa fueron principalmente reconocidos por estos sueros. Lo anterior indica que 

estos antígenos son inmunodominantes ya que son reconocidos por diversos 

hospederos. 

En 1991, en Biltoven (Holanda) varios grupos de investigación realizarón un 

Taller Internacional para analizar la reactividad de diferentes anticuerpos monoclonales 

y policlonales dirigidos contra diferentes preparaciones antígenicas provenientes de los 

tres estadios de desarrollo de l. spjralis. En este Taller se llevarón a cabo tanto el 

análisis de extractos totales del parásito como de los productos de secreción-excreción 

y de los de superficie/esticosoma de la larva muscular por medio de ensayos de ELlSA, 

Inmunoelectrotransferencia e lnmunoprecipitación. 

Con base en los resultados obtenidos en este estudio los antígenos de l. spiralis 

se clasificaron en diferentes grupos, de acuerdo principalmente a su reconocimiento 

por los diferentes anticuerpos. (Tabla 5). 

Los antígenos de superficie/esticosoma y de secreción-excreción quedaron 

considerados dentro del grupo TSL-I (Appleton, 1991). 

Este grupo de antígenos (TSL-I) son inrnunodominantes, reconocidos por una 

gran variedad de huéspedes. Recientemente se caracterizaron los antígenos TSL·¡ , 

demostrándose que el epítopo responsable de la inrnunodominancia de estas moléculas 

es de naturaleza de carbohidrato (Wisnewski y cols. , 1993). Mediante el uso de 

cromatografias de gas/espectrometria de masa se han idt:ntificado y cuantificado los 

monosacaridos presentes no sólo en los antígenos TSL-l , sino también en los extractos 

crudos de la larva muscular y en los productos de secreción·excreción. El hallazgo mas 

importante hasta ahora es la identificación de un azúcar 3,6-dideoxihexosa (tivelosa) 



presente en cantidades molares relativamente elevadas en los antígenos de TSL-l. Este 

residuo glucosídieo no es muy eomun en antígenos de microorganismos ya que sólo se 

ha reportado en ciertos lipopol isacaridos de bacterias Gram negativas y en huevecillos 

de Ascaris. Otra caracteristica importante en la composición de carbohidratos de los 

extractos crudos de la larva y antígenos TSL-I fue el que se detectó una elevada 

concentración de fucosa; tanto las tivelosas y 83 % de fueosas están presentes en los 

residuos terminales no reductores, lo cual esta de acuerdo con la hipótesis de que uno, 

o :.tmbos azúcares están asociados con el epí topo inmunodominante de los antígenos de 

TSL-l. La identificación y caracteri zación de los carbohidratos específicos de los 

anrígenos de TSL-I puede permitir llevar a cabo estudios más detallados sobre la 

participación de estos carbohidratos en la inmunobiológia de las infecciones por 1. 

spiraljs (Wisnewski y cols., 1993). 



TABLAS. 

Clasificación de los antígenos de I. spiralis de acuerdo al consenso realizado en el 

Taller Internacional de Bilthoven (1991) (Holanda). 

Antígeno Peso Molecular Anticuerpo Clasificación 

Extracto de LM 47-70, 115-120 

PES deLM 45-60 

Extracto de LM 36 

LMPESdeLM 45 

Extracto de LM 

PES de LM 18 

Extracto de LM 

PSE de LM 38-40, 45, 49 

PSE de Adulto 40 

Extracto de Adulto 37 

Extracto de LRN 

LRN= Larva recién nacida. 

LM== Larva muscular. 

904 TSL-1 

9E6 

18H 

305 

Ho-1 

Tsp 130 

NIM-Ml 

7C2C5 

6D8 TSL-2 

Ho-5 TSL-3 

6Bl TSL-4 

10E8 TS-Al 

1Ell-1G8 

Ts-2 

Ho-2 TS-L/A/LRN 

PES=Productos de secreción-excreción. 

Tomado de Appleton y cols. (1991). 
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DIAGNOSTICO DE TRIQUINELOSIS. 

El contro l de la transmisión de la triquinelosis hacia el humano se pueden llevar 

a cabo a diferentes niveles. Uno de estos nive les incluye la prevención de la 

adquisición de la infección en cerdos , mediante el control del alimento que consumen. 

Sin embargo, los cerdos de traspatio se alimentan de desechos alimenticios y las 

condiciones higiénicas no son las adecuadas incrementando así la posibilidad de 

adquirir la infección. Esto puede ser por el consumo de restos de ratas infectadas con r . 
spiralis las cuales participan en este proceso como "reservarios" del parásito. así como 

por canivalismo de cerdos infectados con el parásito (Campbell , 1983 ; Murrell y col s., 

1987). 

Asimismo, un aspecto importante que debe considerarse es el hecho de que los 

animales silvestres son reservorios importantes del parásito, lo cual dificulta las 

medidas de control de esta parasitosis (Kozar, 1968; Andrews y cols. , 1969). 

Otra de las estrategias de control de la infección es en los rastros, en los cuales 

se realizan algunos métodos para la detección de animales infectados, evitando de este 

modo su consumo por humanos. Los métodos de detección que se emplean más 

frec uentemente en los rastros son la triquinoscopia y la digestión artificial del músculo, 

con los cuales se puede visualizar directamente al parásito. Otro nivel en el control de 

la transmis ión involucra la ¡nactivación del parásito; ésto puede reali zarse durante el 

procesamiento de la carne ó directamente por el consumidor al cocinar perfectamente 

esa carne, de esta fomla se puede asegurar que el humano no esta expuesto a esta 

parasi tosis (Murrell , 1985a). 

En México se han reportado estudios que indican la ocurrencia de brotes de 

triquinelosis en varios estados de la República Mexicana (Martínez-Marañón. 1983 . 

1985; Hemándcz y cols. , 1992). Uno de estos brotes ocum ó recientemente en Ciudad 

Del icias Chihuahua e involucró a 166 personas las cuales se infectaron al consumir 

chorizo mal cocido. Vale la pena hacer mención que este producto provenia de un 
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an imal con sello del Rastro Municipal de e d. Delicias (Hemández y cols., 1992). 

Considerando lo mencionado anteriormente es evidente la importancia de 

contar con métodos de diagnóstico sensibles y especificos para la detección de la 

triquinelos is, que permita controlar la transmisión de la infecc ión al humano. 

A este respecto, las pruebas serológicas se consideran métodos útiles en 

diagnóstico por ser más sensib les que otros metodos como la detección en músculo de 

parásitos. Algunas de estas pruebas que se han usado para el diagnóstico de la 

triquinelosis porcina son fijación de complemento, aglutinación de partículas de látex, 

hcmoaglutinac ión pasiva, inmunotluorescencia y, más recientemente métodos 

inmunoenzimaticos como el ensayo de ELISA y la inmunoelectrotransferencia 

(Ruitenberg y cols., 1975; Rami rcz, 198 1; Ruitenberg y cols., 1983; Bautista-Garfias, 

1985; Arriaga, 1989). 

De éstas, el ensayo de ELISA ha sido ampliamente probado en la detección de 

animales infectados natural y experimentalmente con l. spiraljs. 

Los primeros estudios en los que se empleo el ensayo inmunoenzimatico para 

el diagnóstico de triquinelosis en cerdos fueron realizados por Ruitenberg y cols. 

(1975) y por van K.napen y cols. (1976). Posteriomente se demostró que la sensibilidad 

dc la triquinoscopía y la digestión artific ial es de 3 y 1 larvas por gramo de músculo 

respectivamente, en comparación con el ensayo de ELlSA que puede detectar 0.01 

larvas por gramo de músculo (Ruitenberg y co)s., 1983). Los criterios principales del 

uso de las pruebas de diagnóst ico son la sensibil idad (detección de bajos niveles de 

infecóón) y la especificidad (el iminación de reacciones fal so-positivas). Con respecto 

a la especificidad, el empleo de extractos solubles totales de la larva muscular de I . 

spj ralis t:n ensayos de ELISA ha mostrado reacciones cruzadas con otros parásitos de 

cerdos (Gamble y cols. , 1983). Así , el uso de extracto crudo de la larva muscular de l. 

sp jralis en EUSA no permite dicemir entre los sueros positivos y los negativos, debido 

a los elevados niveles de fondo normal en el suero de cerdos infcc tados con otros 



parásitos, como es el caso de Ascaris, QesoDba~ostomum, Metastron¡:ylus entre otros. 

Esto da como resultado reacciones falso-positivas debido a las reacciones cruzadas con 

estos parásitos y reacciones falso-negativas en individuos con una respuesta 

inmunológica baja. Sin embargo el empIco de antígenos definidos derivados de la larva 

muscular en ensayos de EUSA confieren mayor especificidad al diagnóstico de la 

triquinelosis (Gamble y cols., 1983; MurrelJ y cols. , 1986). 

Así Gamble y cols. (1 983) emplearon antigenos de secreción-excreción 

purificados por medio de un anticuerpo monodonal (7e2eS) eliminando reacciones 

falso-positivas en sueros de cerdos de granja, demostrándose asimismo la detección de 

anticuerpos contra la larva muscular de l. spjralis en cerdos con cargas parásitarias 

bajas, por lo que ia sensibilidad del ensayo sc vió incrementada. Por otro lado. los 

an tígenos de superficie/csticosoma dc la larva muscular purificados mediante 

cromatografias de afinidad con el anticuerpo monoclonal NI M-M 1 han sido utilizadas 

en ensayos de ELlSA y comparados con el extracto crudo del parásito y con los 

productos de secreción-excreción en el diagnóstico de triquinelosis porcina. (Arriaga y 

cols. , 1989). En estos ensayos se emplearon sueros de cerdos infectados natural y 

experimentalmente con l. s¡Úralis , observándose que tanto los antígenos de 

supcrficie/esticosoma como los de secreción-excreción confieren una mayor 

sensibilidad y especificidad al diagnóstico de la infección. (Fig. 3). 

En este mismo estudio. mediante un análi sis de inmunoclectrotransferencia 

empleando sueros de cerdos infectados con el parásito se observó el reconocimiento de 

pro teínas con pesos moleculares de 105, 72,67.52 Y 47 kDa, los cuales corresponden a 

los reportados previamente para los antigenos de superflcie/esticosoma de la larva 

muscular de l. spjralis (Ortcga-Pierres y cols. , 1989) (Fig. 4). 
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Fig. 3. Valores de densidad óptica (D. O.) obtenidos en ELISA empleando sueros 
de cerdo infectados naturalmente con I. spjralis provenientes de diferentes 
localidades: PO (Paso de Ovejas, Veracruz), P (Paracho, Michoacán) y T (Toluca, 
Edo. de México). En este ensayo se probaron a) extracto crudo, b) antígenos de 
secrec1on-excrec1on purificados y c) antígenos de superficie/esticosoma 
purificados de la larva muscular de I. spjralis. Como controles se emplearon 
sueros de cerdos no infectados (C) y de cerdos infectados experimentalmente con 
L spjralis (1), así como sueros de cerdos infectados con Ascarjs mum. y Trichuris 
mis. 

Tomado de Arriaga y cols. (1989). 

JI 



94-

6 7----

43 

30-

o b 
.. ¡· .. ,· 

.' l 

¡ f 
i 

í f 

7 14 22 '° 56 4l 52 • 70 ., y 70 
Doys post infection 

Fig. 4. lnmun oclcctrotransferencia con sueros de cerdos infectados con I . snirnlis, 
a)A ntígenos de superficie/cs ticosoma, b) Controles negativos. 

To mado de Arriaga y co ls. ( 1989). 

Considerando las ev idencias anterio res se considera que tantu los antigenus ck 

superficeíesticosmna como !os de secreción-excrec ión son muy útiles en el diagnóstico 

de la triquinelosis. 

El LISO de métodos inmunoenzünaticos basados en el LISO de an tígenos 

purificados para el diagnóstico a gran escala de I spiralis requiere la producción de 

grandes cantidades de antígenos purificados. Esto puede lograrse mediaJJte la 

pu riiicación directa usando cromatografías de afinidad con crnticuerpos monoclonales ó 



por medio de l uso de técnicas de ingeniería genética para clonar los genes que 

producen el o los antígeno (os) de interés y expresarlos en sistemas bacterianos en 

cantidades suficientes para evaluar su uso masivo en el diagnóstico de la triquinelosis. 

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ENFERMEDAI>ES PARASITARIAS. 

Recientemente se ha llevado a cabo el estudio molecular de muchos antígenos 

parasitarios en los cuales la caracterización de las moléculas anlígenicas se ve limitada 

debido a la dificultad en la obtención de suficiente cantidad de parásitos y por 

consiguiente de sus antígenos. As ímismo, otro de los problemas que se han presentado 

es la inestabi lidad de ciertas proteínas parasitarias. Así el uso de técnicas de ingeniería 

genética han permitido llevar a cabo la clonación y expresión de ant ígenos parásitarios 

en sistemas bacterianos, mediante el uso de vectores de expres ión en los cuales se 

producen eficientemente los antígenos parasitarios sin la necesidad de contar con el 

parásito directamente o con extractos parasitarios. 

De e3ta fonna. la tecnología del ADN recombinante ha pemlitido el estudio a 

nivel molecular de diferentes enfermedades parásitarias. El beneficio principal de esos 

avances moleculares es en la facil idad con la cual genes enteros pueden aislarse y 

secuenciarse permitiendo estudiar la organización genómica de algunos parásitos así 

como sus re laciones fi logenéticas. Además las bibliotecas de expresión pueden ser 

usadas para clonar genes que codifican para antígenos importantes de parásitos, útiles 

en el diagnóstico e inmunoprofilaxis de diferentes parasitosis. 

En este contexto, el bacteriofago lambda gt 11 ha sido el vector más usado en la 

construcción de bibliotecas de expresión, en este vector se encuentra el gene de la 0-

galactosidasa de Escberjchja Idili. el cual tiene un sitio de restricción para la enzima 

Eco RI en su región carboxil tenninal (Young y Davis, 1983). La presencia de este 

gene permite que el inserto de ADNc clonado se fusione a /3-galactosidasa. Los 

vectores de expresión más eficientes son los que tienen promotores fuertes y están 

regulados negativamente por un represor que puede ser inducido por la temperatura o 
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mediante algún inductor químico. La represión eficiente previene la expresión de 

proteínas que pueden ser letales para E. ~, hasta que su síntesis se requiera para 

llevar a cabo una selección inmunológica. En el bacteriófago lambda gt II funciona el 

promotor de lambda bajo el control del represor e J 857, el cual es activo a 300 e y se 

inactiva a 420 C y el promotor lac, el cual puede ser inducido con 

Isopropiltiogalactosido (IPTG). 

Para llevar a cabo la identificación de las clonas recombinantes se induce su 

replicación y con ello la síntesis de las proteínas de fusión. Posteriormente se pueden 

lisar en un filtro de nitrocelulosa bajo condiciones que propicien la unión de estos 

peptidos al filtro. 

La selección de clonas recombinantes a partir de las bibliotecas de expresión se 

puede llevar a cabo mediante el empleo de sueros polic!onales o anticuerpos 

monoclonales dirigidos contra diferentes componentes del parásito o mediante sondas 

de ADN específicas. Otro aspecto que se aborda en la caracterización de las clonas 

recombinanles de lambda gtll incluye la identificación de las proteínas nativas del 

parásito con las que los peptidos recombinantes comparten determi nantes antigénicos. 

Esta caracterización se puede realizar mediante ensayos de inmunoelectrotransferencia 

empleando extractos crudos del parási to y anticuerpos seleccionados con las proteínas 

de fusión (Kelly y Slax!cr, 1987; Miles y Clark, 1989). 

En los últimos años se han reportado muchos trabajos relacionados con la 

clonación de antígenos de diferentes parásitos que son útiles en el diagnóstico de las 

infecciones que producen: TO'pauasoma ldllZ.i (Ibañcz y cols. , 1987). Iaenja 

taenjaefannjs (Bo\Vtell y cals., 1983 , 1984, 1986), Echjoococcus multjlocularis 

(Gottste in y cols. , 1983, 1987; Vogel y cols. , 1988; MÜHer y co1s., 1989; Hernmings y 

McManus, 1989, 199 1), Ioxoplasma iQ.lli.lii (Temer y Johnson 199 1; Parker y cols .. 

1991) Y Babesia ~ (BOse y cols., 1990) entre otros. 

Un problema qUi! se presenta con el uso de los antígenos recombinantes 
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expresados como proteínas de fusión a í3-galactosidasa es el hecho de que los sueros de 

los individuos infectados y no infectados con los diferentes parásitos presentan una 

elevada reactividad contra la molécula de B-galactosidasa. Así, la diferenciación entre 

individuos positivos y negativos se dificulta, con lo cual se tiene una sensibilidad muy 

baja en los metodos de diagnóstico de las enfennedades parasitarias. 

Con la finalidad de evitar este tipo de problemas se ha recurrido a la 

subclonación de los insertos en otros vectores que pennitan la expresión de las 

proteínas parasitarias como péptidos de fusión unidos a otra molécula diferente a B-

galactosidasa. Entre estos vectores, el más usado ha sido el vector de expresión pGEX 

(1 , 2, 3). Los péptidos que se expresan en estos vectores están fusionados al extremo 

Carboxilo tenninal de la Glutation S-transferasa (GST) la cual tiene un sitio de corte 

para Trombina y Factor X de coagulación. Estos últimos se introdujeron en el extremo 

Carboxilo tenninal de esta proteína de tal forma que el péptido correspondiente al 

parásito se puede remover de la Glutation S-transferasa (Fig. 5). 
9~ 966 

1 Factor X 1 
l 11 "" Gly ~ Gly ne Pro Gly A1n Set Ser 
ATC GAA OOT ~ OOG ATC CCC GGG AAT TCA TCG TGA C!§P~ 

1 ~ 1 

BHHll 

Bol (463 l 

A po 1 (38!18) 

S.tE 11 (3932) 

,,_ ... 
1 

EcoR 1 Stop codon1 
....... ~ Smo l 

pGEX-3X 
4952 bp 

Pst 1 (1901) 

Mlu 1 {3e51) 

Fig. 5. Mapa genómico del plásmido pGEX-3X. 

Tomado de Smith y Johnson (1988) 
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La subclonación de los fragmentos de ADN del parásito en el vector de 

expresión pGEX tiene ventajas tales como el que se expresan como proteínas de fusión 

a Glutation S-transferasa de fo rma estable y en grandes cantidades por mililitro de 

cultivo, el que las proteínas de fusión sean solubles en soluciones acuosas y que 

puedan ser purificadas bajo condiciones no desnaturalizanles por medio de 

cromatografias de afinidad (Smith y Johnson, 1988). 

Los vectores pGEX contienen el alelo sobre-expresado la¡;:q del represor lac y 

la sobre-expresión de las proteínas de fusión a GST de l promotor tac el cual es se 

expresa eficientemente bajo la inducción con lPTG. 

Dc esta forma, los diferentes péptidos recombinantes parasitarios expresados en 

estos vectores fue ron usados en el diagnóstico de diversas enfermedades parasitarias, 

obteniéndose una sensibilidad mayor comparada con la sensibilidad que se observaba 

cuando se emplearon antígenos nativos. Esto permitió diferenc iar los sueros de 

individuos infectados con respecto de aquellos provenientes de personas no infectadas 

obteniendose en algunos casos una especificidad muy alta (Bowtdl y cols., 1983, 

1984, 1986: Gottstein y cols. , 1983, 1987; Vogel y cols" 1988: MÜller y cols. , 1989; 

Hemmings y McManus, 1989, 199 1; Temer y Johnson, 199 1; Bose y cols., 1990; 

Parkcr y cols. , 1991). 

ANTI GENOS RECOMBINANTES EN EL DIAGNOSTICO DE 

TRlQUlNELOSIS. 

En lo que se refiere a la utilización de técnicas de ADN recombinante en el 

diagnóst ico de la triquinelosis, en los últimos años se ha llevado a cabo la construcción 

de bibliotecas de expresión empleando principalmente al bacteriófago lambda gtll en 

donde se han clonado diferentes componentes de la larva musc ular de l. spjralj s. 

De este modo, se ha llevado a cabo la expresión de un péptido recombinante 

con peso molecular de 46 kDa, el cual reacciona especificamente con sueros de 



animales infcctados con r. spjralis y no con sueros de animales con otras infecciones. 

En ensayos de inmunoelectrotransferencia empleando extractos crudos de la proteína 

de fusión y antígenos de secreción~excreción de la larva muscular y de un anticuerpo 

monoespecífico que reaccionaba con la proteína recombinante. se demostró que esta 

compane determinantes antigénicos con un componente de secreción~excreción 

(Suganc y Matsuura. 1990). 

Por otro lado, Zarlenga y Gamble (1990) clonaron el gene que codifica para 

una proteína de S4 kDa, la cual compane epítopos con un producto de secreción· 

excreción de la larva muscular de r. spjralis. Al emplear esta proteína de fusión en un 

ensayo de ELISA, fué posible determinar la presencia de anticuerpos dirigidos contra 

l . spjralis en ratones infectados experimentalmente a partir del día 14 después de la 

infección, aJcanzandose un título máximo para el día 28 después de la infección. Estos 

autores sugieren la utilización de este péptido recombinantc en el diagnóstico de 

triquinelosis. 

Más recientemente, Su y cols. (1991 ) clonaron el ADNc del gene que codifica 

para una molécula de secreción~cxcreción con peso molecular de 49 kDa. La 

preparación de este ADNc se reali zó mediante la técnica de ampl ificación de ADN y 

oligonúcleot idos sintetizados a panir de una secuencia conocida de aminoácidos de la 

proteina de 49 kDa. La proteína de fusión así obtenida fue reconocida en ensayos de 

inmunoclectrotransfercncia por sueros de cerdos infectados con r. spiralis. 

El estudio molecular de los componentes de la larva muscular ha sido enfocado 

principalmente a los antígenos de secreción~excreción, sin embargo, recientemente los 

antígenos de superficieJesticosoma de este parásito, los cuales son úti les en el 

diagnóstico de la triquinelosis han sido clonados en lambda gt I I Y los péptidos 

recombinantcs se analizaron en un ensayo de EUSA empleando sueros de cerdos 

infectados con l. spjralj s (Yepez-Mulia, 1993). 

En este estudio se seleccionaron 3 clonas recombinantes (Ts-1. Ts-2. Ts-3), las 
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cuales reaccionaban fuertemente con sueros de ratones infectados experimentalmente 

con antígenos purificados de superficie/esticosoma de la larva muscular de este 

parásito. 

Por medio del análisis e1ectroforético de las proteínas de fusión producidas por 

las clonas recombinantes se demostró la producción de proteínas híbridas con pesos 

moleculares de aprox imadamente 118 k.Da (Ts~3) y 121 kDa (Ts-l y Ts-2), 

considerando que la molecula de l3-galactosidasa a la cual se encuentra fus ionado el 

péptido de I. spjraljs tiene un peso molecular de 11 6 kDa. Así se calculo que los 

peptidos de l. spjra!js expresados por las clonas tienen un peso molecular de 2 y 5 kDa 

respectivamente. 

Para la detenninación de los antígenos de la larva muscular de l . spjraljs que 

comparten detenninantes antígenicos con las proteínas híbridas. se llevó a cabo una 

inmunoclectrotrasfercncia de extractos crudos del parasito y anticuerpos seleccionados 

con las proteínas de fusión expresadas por las clonas recombinantes. Así se detem1inó 

que las 3 proteínas híbridas expresadas por las clonas seleccionadas (Ts-1. Ts-2 y Ts-3) 

comparten determinantes antigénicos con los componentes de la larva muscular de I. 

spjrali s con pesos moleculares de 72, 67, 52 Y 47 kDa. Estos últimos son similares a 

los pesos moleculares reportados para los antígenos de superficie/esticosoma 

reconocidos por el anticuerpo monoclonal NIM-M l . Esto ultimo sugiere que las clonas 

recombinantes se leccionadas codifican para epitopos presentes en los antígenos de 

süpcrfície/esticosoma del parásito. 

Con base en lo anterior, se llevó a cabo la evaluación del uso de los péptidos 

recombinantes expresados por las clonas Ts·l, Ts·2 y Ts·3 en el diagnóstico de 

triquine losis, empleando sueros de ratones infectados experimentalmente con I. 

spjralis y el ensayo de ELlSA. En estos ensayos se observó que sólo el péptido 

recombinante producido por la clona Ts·3 era reconocido. Posteriormente, mediante un 

ensayo de ELl SA se demostró que el péptido recombinante de la clona Ts-3 es 
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reconocido por sueros de cerdos infectados con r. spjralis. Sin embargo, la sensibilidad 

del ensayo fué baja, debido principalmente a que el pépt ido de r. spj ralis esta 

fusionado a fi-galactos idasa, la cual es reconocida por anticuerpos presentes en el suero 

de una gran variedad de hospederos. Los resultados obtenidos en ese ensayo mostraron 

que la proteína de fusión expresada por la clona Ts-3 es reconocida por 86 % de los 

sueros probados. Asi mismo, se observó que este péptido rccombinan te es específico 

pam r. spiralis, ya que en el ensayo se incluyeron sueros de cerdos infectados 

experimentalmente con Ascarjs liI.!..Wll y Trichuris Sl.!.is )' no se detecto reconocimiento 

de la proteína de fusión expresada por la clona Ts-3 por estos sueros. Los resultados 

obtenidos en este trabajo sugieren la utilidad de este péptido recombinante en el 

diagnóstico de triquinelosis aunque la sensibilidad del ensayo fue baja. Una forma de 

incrementar la sensibilidad del ensayo consiste en subclonar el inserto de ADNc de :a 

clona '1'5-3 en otro vector de expresión que pennita ademas de su producción eficiente 

el obtener el péptido de l. spjralis fusionado a otra molécula diferente a Jl­

galactosidasa con lo cual se reduciría la reactividad de los sueros normales y permitiría 

desarro llar un método de diagnóstico más sensible. 
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OBJETIVOS GENERALES 

SUBCLONA R EL INSERTO DE ADNc DE LA CLONA Ts-3 QUE 

CODIFICA PARA DETERMINANTES ANTIGENICOS PRESENTES EN LOS 

ANTIGENOS DE SUPERFICIEIESTICOSOMA DE LA LARVA MUSCULAR 

DE Trichioclla spirali' EN EL VECTOR DE EXPRESION pGEX-3X, y 

EVALUAR MEDIANTE EL ENSAYO DE ELISA SU VALOR DIAGNOSTICO 

EN TRIQUINELOSIS PORCINA EMPLEANDO SUEROS DE CERDOS 

INFECTADOS CON Tricbinella spiralis. 

, I 
" 



OBJETIVOS PARTICULARES 

Aislar el inserto de ADNc de la clona recombinante Ts-3 que codifica para 

cpítopos presentes en los antígenos de superficie/esticosoma de la lan'a muscular 

de Trichinella spiralis. 

Subclonar el inserto de ADNc en el vector de expresión pGEX·3X. 

Inducir la expresión eficiente de la proteína de fu sión de la larva muscular de 

r. spjraljs. 

Purificar el péptido recombinantc de l. spiralis expresado en el vector pGEX-3X 

mediante una cromatografía de afinidad de Glutatión acoplado a Sefarosa 48. 

Evaluar el valor dignóstico del péptido recombinante purificado de I. spjralis 

mediante el ensayo de ELISA empleando sueros de cerdos infectados con el 

parásito. 



ESTRATEGIA METODOLOGICA 

OBTENCION DE LA LM DE Trichinella spiralis 

PREPARACION DEL EXTRACTO TOTAL DE 
LA lM DE T. spiralis 

.1. 
PURIFICACION DE LOS ANTIGENOS DE 
SUPERFICIElESTICOSOMA DE LA LM DE 
T. spirafis 

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE 
ANTICUERPOS CONTRA COMPONENTES DE 
S/E DE LA LM DE T. spiralis EN SUEROS 
DE CERDOS INFECTADOS NATURAL Y 
EXPERIMENTALMENTE CON EL PARASITO 
MEDIANTE ENSAYOS DE ELlSA 

EXTRACCION Y PURIFICACION 
DEL ADN DE LA CLONA 
RECOMBINANTE Ts-3 

.1. 
RESTRICCION DEL ADN DE LA 
CLONA Ts-J CON LA ENZIMA 
Eco RI 

.1. 
LlBERACION DEL INSERTO DE 
1.5 Kb DE LA CLONA Ts-3 

.1. 
LlGACION DEL INSERTO DE 1.5 
Kb AL VECTOR pGEX-3X 

.1. 
CE LULAS COMPETENTES DE E. 
coli CEPA DH5a Y 
TRANSFORMACION CON EL 
PLASMIDO RECOMBINANTE 

.1. 
SELECCION DE CANDIDATOS 
RECOMBINANTES MEDIANTE 
EL AISLAMIENTO DEL ADN DE 
LOS PLASMIDOS 
RECOMBINANTES Y 
RESTRlpCION CON Eco RI 

INDUCCION DE LA EXPRESION 
DE LA PROTEINA DE FUSION 
DE LA CLONA RECOMBINANTE 
3.11 EN ~RESENCIA DE IPTG 

PURIFICACION DE LA GST Y 
DEL PEPTIDO RECOMBINANTE 
DE LA C.LONA 3.11 

ANA LISIS ELECTROFORETICO 
DEL PEPTIDO RECOMBINANTE 
PURIFICfDO 

EVALUACION DEL PEPTIDO RECQMBINANTE DE LA lM DE T. sp¡ralis EN EL DIAGNOSTICO OE 
TRIQUINELOSIS PORCINA MEDIANTE El ENSAYO DE ELlSA USANDO SUEROS DE CERDOS 
INFECTADOS NATURAL Y EXPERIMENTALMENTE CON EL PARASITO 

.1. 
ANALlSIS DE LA REACTIVIDAD DE SUEROS DE CERDOS INFECTADOS NATURAL Y 
EXPERIMENTALMENTE CON T. spiralis HACIA EL PEPTIDO PRODUCIDO POR LA CLONA 3.11 
MEDIANTE UN ENSAYO DE IET. 
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MATERIAL Y METODOS 

MANTENIMIENTO DEL CICLO DE VIDA DE LA LARVA MUSCULAR DE 

I. spiralis. 

Las larvas musculares de I. spiralis se obtuvieron a partir de la digestión del 

músculo esquelético de ratones de la cepa BALB/c infectados experimentalmente con 

el parásito, de acuerdo al método descrito por Dennis y cols. ( 1970). Ratones de la cepa 

BALB/c de 8 a 12 semanas de edad se infectaron experimentalmente con 500 larvas 

musculares del parásito, después de 28 días de infección. Los ratones fueron 

sacrificados, procediendo a quitarles la piel, cabeza, extremidades y vísceras. El 

músculo esquelético se maceró finamente y se coloco un matraz que contenía una 

solución de Pepsina - Acido Clorhídrico al 1 %, y se incubó a 37ºC por 3 hrs, con 

agitación constante. 

Transcurrida esta incubación, la solución se paso por un tamiz de malla 

pequeña y se dejó que la larvas se sedimentaran, y se transfirieron a tubos falcon de 15 

mi , y se centrifugaron a 2250 rpm por 5 min en una centrífuga clínica (Damon 

lEC/Division). El sobrenadante se decantó y las larvas musculares se lavaron varias 

veces con Amortiguador de Fosfato Salino (PBS) y se congelaron para posteriormente 

obtener el extracto crudo del parásito. 

INFECCION DE RATONES CON LA LARVA MUSCULAR DEI. spiralis 

Con objeto de mantener el ciclo de vida del parásito las larvas musculares 

obtenidas como se mencionó anteriormente se resuspendieron en PBS, enseguida se 

hizo una dilución 1: 100 de las larvas en bacto agar al 0.2 %, de la cual se tomaron 

alícuotas de 5 µl y se procedió a contarlas al microscopio. Posteriormente se inocularon 

ratones BALB/c con 500 larvas musculares empleando una cánula intragástrica. 



OBTENCION DEL EXTRACTO TOTAL DE LA LARVA MUSCULAR DE I . 

spj raUs. 

El extracto total de la larva muscular de r. spirali s se obtuvo de acuerdo al 

protocolo descrito por Parkhouse y cols. (198 t). Un paquete de aproximadamente 1.0 

mi en relación a volumen de larvas musculares se resuspendió en Amortiguador 

Trisma-base 10 mM pH 8.3. el cuál contenía inhibidores de proteasas (TPCK 50 ¡..tg/m l 

diluido en etanol. TLCK 25 ¡..tg/ml diluido en agua y PMSF 174 ¡..tg/rnl diluido en 

isopropanol). Los parásitos se homogeneizaron durante 20 min a 4°C en un 

homogeneizador manual (Patce Wheaton). Posterionnente se agregó Oeoxicolato de 

Sodio (DOC) al 4% y la suspensión se dejó reposar durante 20 min homogeneizándosc 

posterionnente por otros 20 mino El extracto fue clari flcado mediante centrifugación a 

12000 rpm por 30 min a 4°C en una centrifuga eppendorf. La cuantificación de los 

antígenos se real izó mediante el método de LO\'lry (195 1). modificado. 

PURIFICACION DE LOS ANTlG ENOS DE SUPERFIC IE/ESTlCOSOMA DE 

LA LARVA MUSCULAR DE Irichioclla , pira lis. 

La purificación de los antígenos de superfic ie/esticosoma de la larva muscular 

de I. spjralis se realizó de acuerdo al método descrito por Ortega-Pierres y cols. 

(1984). Esta purificación se realizó por medio de una cromatografía de afinidad 

empicando el anticuerpo monodonal NIM-MI acoplado a Sefarosa 48. 

Preparación de la columna: 

Un volumen de S mi de Sefarosa 4B-ant icuerpo monodonal NI M-MI se empacó en 

una columna (Bio Rad) de 1.3 X 30 cm. La columna de afinidad se lavó con un 

volumen de agua, y UII volumen de Amortiguador Alkali -strip (Apéndice O) y se 

equilibró con varios volúmenes de Amortiguador de Columna (Apéndice D)hasta que 

el pH de la resina fuera igual al de la solución. 
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El extracto total de la larva muscular de l. spjralj s se trató de la siguiente 

manera: 

Aproximadamente 20 rng del extracto total se centrifugaron a 100000 rpm en una 

microultracentrífuga (Air-Fuge, Beckman), para descartar precipitados que pudieran 

interferir con la cromatografia. El sobrenadantc se pasó por la columna tres veces y 

esta se lavó con el amortiguador de columna hasta que la Densidad Opt ica (O. O.) de 

las fracciones colectadas fuera de 0.0, midiendo la absorbancia a 280 nm en un 

espectro fotómetro (DU-65, Beckman). La elución del antígeno adherido a la columna 

se llevó a cabo en condiciones de pH básico, empleando dos tipos de Amortiguadores; 

Pre-strip (Apéndice O) y Alkali-strip. El cambio de amortiguador se realizó de acuerdo 

a la D. O. de las fracciones colectada<i. El material eluído fue colectado en fracciones de 

0.5 mi y la cantidad de proteínas se monitoreo por la D. O. a 280 nm. Las fracc iones 

e luidas que contenían proteína se llevaron a un pH de 8.3, con una solución de Tris­

I-ICI 1M. Al término de la elución, la columna se reconstruyó lavando con 2 volúmenes 

de amortiguado r de columna. 2 volúmenes de agua bidestilada y con Amortiguador 

PBS hasta que el pH de la resina igualó al de este último. El gel se preservó en 

Amortiguador PBS con Azida de Sodio al 0. 1 %. De acuerdo al patrón de elución, las 

fracciones que contenian proteína se juntaron y se dializaron extensivamente contra 

una so lución de Tri s-HCI 20 mM pH 8.3 . La concentración de proteína en las muestras 

colectadas se detemúnó por el método de Lowry ( 1951), modificado. En algunos casos 

se requirió concentrar las muestras, para lo cual se empleo Acuazide (Calbiochem, San 

Diego, Ca. USA). 
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DETERMINACION DE PROTEINAS CON EL REACTIVO DE FENOL 

SEGUN FOLIN (ENSA YO DE LOWRY MODIFICADO). 

Se prepararon las siguientes soluciones: 

Sol. A Sulfato de Cobre I-Ieptahidratado al 0.5 % en agua bidestilada. 

So l. B Carbonato de Sodio al 2 % en Hidróxido de Sodio 0. 1 N, preparada en el 

momento de usarse. 

Sol. e Tartrato de Sodio y Potasio al 2 % en agua bidestilada. 

Sol. D Mezclar un vo lumen de A con un volumen de C. 

Sol. E Mezclar 50 volúmenes de B con un volumen de D. 

Reactivo de Folin~Ciocalteu : Diluir 1:2 con agua bidestilada. 

Solución patrón de Albúmina Seriea Bovina (ASB): AS B en agua destilada (1 rng/ml) . 

Se procesaron una serie de tubos de acuerdo a lo siguiente: 

Tubo 2 3 4 5 6 7 8 

ASB 10 20 40 60 80 100 ~I 

H20 500 490 480 460 440 420 400 490 ~I 

Muestra 10 ~ t1 

DOC 50 50 50 50 50 50 50 ~I 

Sol. E 2.5 2.5 2. 5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 mI 

Ya qut! el extracto fue obtenido en presencia de DOC al 4 % se agregó la cantidad 

indicada de DOC al 10%. 

Se mezcló e l contenido de cada tubo y se permitió el reposo durante 10 min a 

temperatura ambiente. 

A cada tubo se le adicionaron 250 ~ I de Reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma) diluido 

1:2 y 500 ¡.d de SOS al 0.5 %. Se agitó en vórtex y se dejó reposar 30 min a T. A. 

Posteriormente se leyó la absorbancia a 750 nm, en un espectro fotómetro (DU-65, 

Beckman). 

La concentración de la muestra problema se obtuvo por la interpolación con la curva 
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patrón de ASB ( lOa 100 ~g). 

ELECTROFORESfS EN GELES DE POLfACRILAMIDA BAJO 

CONDICIONES REDUCTORAS (SDS-PAGE). 

El análisis electroforético de las proteínas del extracto crudo de la larva 

muscular, los antigenos de superficie/esticosoma purificados de la larva muscular. el 

extracto total de las proteínas recombinantes, así como las proteínas recombinantes 

puri fi cadas de la larva muscular de r. spiraljs se realizó en geles de poliacri lamida­

SDS al 10 % (Apéndice E) de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970). 

Una vez que se obtuvieron las proteínas para su analisis electroforético se 

añadió et amortiguador de muestra 5 X, Y se hirvió esta mezcla por 5 min adicionando 

B-Mercaptoetanol (Bio Rad , Richmond, Ca. USA), para su posterior análisis 

electroforético. 

En el análisis electroforetico se empleó una cámara de electroforesis vertical 

(Hoeffer Scientific Instrumems, San Fco. Ca. USA). Para preparar los geles la mezcla 

del gel espaciador al 10 % se colocó entre los vidrios y después se agregaron 2 mi de 

lsopropanol para lograr una polimeri7..ación uniforme del gel. Posteri ormente se lavó el 

gel especiador con agua para eliminar el isopropanol. Despues se co locó un peine de 10 

pozos y se depositó la mezcla del gel concemrador al 5 % Y se dejó polimcri zar por 15 

mino El corrimiento electroforético se realizó inicialmente a 100 Y hasta que 

penetraron las muestras al gel concentrador y después se aumentó el voltaje a 140 V 

durante I hr para la separación de las proteínas en el gel espaciador. 

En el análisis electroforético de las proteínas se incluyeron Marcadores de Bajo 

Peso Molecular (Phannac ia LKB Biotechnology, Uppsa la, Suecia): fosforilasa b (94 

kDa), albúmina (67 kDa), ovoalbúmina (43 kDa), anhidrasa carbónica (30 kOa), 

inhibidor de tripsina (20 kOa) y lactoalbúmina (14 kDa) . Los geles se tiñeron con Azul 

de Coomassie al 0.1 %. 
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lNMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IETj. 

La trasferencia de las proteínas al papel de nitrocelulosa se realizó de acuerdo a 

la metodología descrita por Towbin y cols. (1979), empicando papel filtro Whatman 

del número 3 y fibra scotch brite (Apéndice F). El gel de poliacrilamida-SDS se 

equilibró en amortiguador de transferencia durante 1 hr a 4°C con cambios de la 

so lución cada 30 mino 

La transferencia de las proteínas al papel de nitrocelulosa se llevó a cabo 

durante 1 hr a 100 rnV en una cámara de transferencia (Haefer: Scicntific Instruments) 

a 4°C. 

Una vez transferidas las proteínas, se cortó la tira de papel de nitrocelulosa en 

donde se encontraban transferidos los Marcadores de Peso Molecular y se tiñeron éstos 

con Negro Amida durante 5 min y posterionnente se destiñeron con una solución de 

Metanol al 5 %, Acido Acetico al 10 %. El resto de! papel se bloqueo con una solución 

de ABS al 3 % en PBS pH 7.3, durante toda la noche a 4°C, con el objeto de bloquear 

todos los si tios del papel donde no habia proteinas. Después de realizar el bloqueo, el 

papel se cortó en tiras de 4 mm las cuales se guardaron para su uso posterior. 

Para determinar el reconocimiento de los sueros de cerdo hacia los antígenos de 

super ficie/esticosoma de la larva muscular de 1. spiralis, las tiras de nitrocelulosa se 

incubaron con los sueros de los cerdos infectados dilución 1:100 en una solución de 

PBS-ASO al 3 % a 1. A. con agitación constante, en un ag itador de balanceo (Bellco, 

Biotechnology). Posteriormente las tiras se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.5 

%, dejando 10 mio entre lavado y lavado. Al témlino de los lavados las tiras se 

incubaron con el segundo anticuerpo, 19s de conejo anti IgG de cerdo acoplado a 

Peroxidasa dilución 1:2000 en PBS, 2 hrs a 37°C. 

Después de la incubación las tiras se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.5 

%. dejando 10 min entre cada lavado, y se les agregaron 2 mi de solución de substrato 

(Apéndice D) , preparada al momento de usarse. La solución substrato se dejó hasta 



que las bandas se hicieron visibles y la reacción se detuvo lavando las tiras con agua. 

EXTRACCION DEL ADN DE LA CLONA RECOMBINANTE T,-3. 

Para la obtención del ADN de la clona recombinante Ts-3 se siguió el protocolo 

descrito por Silhavy, y cols. (1984). Una colonia de la bacteria E. s;.Qli, cepa y I 090 se 

inoculó en 40 mi de medio Luria-ampicilina (50 Ilglml)(Apendice C) suplementado 

con Sulfato de Magnesio 10 mM y se incubó a 37c C con agitación constante durante 

toda la noche. 

Al día siguiente en un tubo de ensaye se mezclaron 20 mi del cultivo de la 

bacteria YI090 con 5 X 108 unidades formadoras de placas (ufp) de la clona Ts-3 y se 

incubó 1 S mio a T. A. Posteriormente se adicionaron a un matraz con un litro de medio 

Luria-ampicilina suplementado con Sulfato de Magnesio 10 mM y se incubó a 37°C de 

5 a 8 hrs con agitación constante. Transcurrido este tiempo. se añadió Cloruro de Sodio 

0.5 M (2.9 g!100 mi) y I mi de Cloroformo y se agitó por 5 min a T. A. 

Inmediatamente después se centrifugó a 6000 rpm (centrífuga Beckman 12-2 1) durante 

10 min y se obtuvo el sobrcnadante, el cual se guardó a 4°C, por toda la noche. 

Al siguiente día se centrifugó ellisado previamente obtenido a 6000 rpm por 10 

min y se recuperó el sobrenadante. al cuál se le añadió Polietilenglicol (PEG) al 10%. 

Y se colocó en agua de hielo durante I hr. La mezcla se centrifugó a 6000 rpm 10 min a 

4°C y el precipitado obtenido se resuspendió en 500 ",1 de SM (ver Apendice C). El 

PEG se eliminó de la solución mediante extracciones con Cloroformo volumen a 

vo lumen, centrifugandosc a 2000 rpm por 10 min y se extrajo la fase acuosa. Esto 

último se repitió varias veces hasta que no se evidenciara más PEG. 

Posteriornlente se añadieron 750 ",1 de EDTA 0.5 M pH 8.0 Y 1.5 mi de Cloruro 

de Sodio 5M, ARNasa A y ADNasa 1 a una concentración final de 10 ",g/mI y 1 flglml 

respectivamente, y se incubó 30 min a 37°C, Después de la incubación se realizaron 2 



extracciones con Fenol saturado (ver Apéndice A) volumen a vol umen, una extracción 

con Fenol saturado:ClorofornlO:Alcohol Isoamílico (25:24:1) volumen a volumen y 

una ex tracción con C1oroformo:Alcohol Isoamílico (24: 1). Despues de cada extracción 

la mezcla se centrifugó a 6000 rpm durante 5 min recuperandose la fase acuosa en cada 

una de ellas. El sobrenadante recuperado se precipi tó con 0.1 volumen de Acetato de 

Sodio 3 M Y 2 volúmenes de Etanol Absoluto frío l hr a -20°e, y se centrifugó a 

10000 rpm durante 15 mino La pastilla resultante se secó y se resuspendió en agua 

estéril. 

LlBERACION DEL INSERTO DE AD N DE LA CLONA Ts-3 DE LA LARVA 

MUSCULAR DE Trjchjnella spjraljs. 

El ADN de la clona Ts-3 se limpió de impurezas mediante el Kit de Gene Clcan 

(Bio 101, La 101la, Ca. USA) (ver Apéndice B) y se restringió con la enzima Eco Rl. A 

30 ¡..Lg de ADN de la clona Ts-3 se le agregó un exceso de Eco RI (80 U), 40 III de 

Amortiguador 10X para la enzima Eco Rl y 220 J.l.! de agua estéril. Esta mezcla se dejó 

incubando toda la noche a 37°C, al día s iguiente se analizó el ADN en un gel de 

agarosa de bajo punto de fus ión (Ultra Pure, BRL) al 0.8% en presencia de bromuro de 

etidio y se veri ficó la liberación del inserto de ADN de la larva muscular de l. spi ra1is. 

Posteriomlente se cortó la porción del gel en donde se encontraba el inserto de 1.5 Kb 

Y se purificó mediante Gene Clean. La integridad y concentración del inserto se anali zó 

en un gel de agarosa de bajo punto de fusión al 0.8 % en presencia de bromuro de 

elidio. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA PARA EL ANALlSIS DE 

ADN. 

La eleclroforesis en geles de agarosa en presencia de bromuro de elidio se 

realizó de acue rdo a la metodología descrita por Sambrook y cols. ( 1989). A 100 mI 



dI!! Amortiguador Tris-Boratos IX (TBE) (Apéndice O), se le agregaron 0.8 g de 

agarosa (Ultra Pure, BRL), los cuales se disolvieron en el amortiguador TBE IX 

hirviendo la mezcla en un horno de microndas durante I min, después se añadió el 

bromuro de ct idio a una concentración final de 0.5 ~g/ml agitando para que se 

mezclara. Posteriormente se vaciaron 15 mi de esta so lución a una cámara horizontal 

de electroforesis (Bio Rad). Al haber solidificado el gel se depositó la muestra de AON 

maclada con el colorante 6X (Apéndice O). Como amortiguador de corrida se empleó 

TBE IX. La separación electroforetica se reali zó por 45 min a de 100 V, Y 

posteriomlente se visuali zó el gel mediante la exposición de este a un transiluminador 

de luz UV . En el ánalis is electroforético del ADN se incluyeron los marcadores de 

peso molecular del ADN de lambda Hind !II (Pharmacia LKD Biotedmology, 

Uppsala, Suecia). 

LINEARlZACION DEL ADN DEL PLASMIDO pGEX-3X. 

El ADN del plásmido pGEX-3X se restringió con la enzima Eco RI de acue rdo 

a las instrucciones del proveedor (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia). 

De esta forma, 10 ~g del AON del plásmido pGEX-3X fueron restringidas con 600 U 

de la enzima Eeo RI , 25 ~I del Amortiguador 10X para Eco RI y 175 fl l de agua estéril, 

esta mezcla se incubó por 3 hrs a 37°C, Posterionnente se lomó una alícuota de la 

mezcla y se analizó en un gel de agarosa al l %. Al AON linearizado se le hizo una 

extracción con fenol:Clorofonno: lsoamilico (25 :24: 1) y se centrifugó a 10000 rpm por 

3 min y posteriormente una extracción con Cloroformo centrifugando a 100DO rpm por 

3 min. La fase acuosa obtenida se precipitó con un décimo de volumen de Acetato de 

Sodio 3 M pH 4.5 )' 2 volúmenes de Etanol durante 30 min a -20°C. y se cen tri fugó a 

10000 rpm por 30 min. Posterionnente se lavó con Etanol al 70 % se secó y se 

rcsuspendi6 en 50 ~l de agua estéril. 
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DESFOSFORILACION DEL ADN DEL PLASMIDO pGEX-3X. 

El ADN del plásmido pGEX-3X ya linearizado se desfosforiló de la siguiente 

forma: a 8 Ilg del ADN del plásmido se le añadieron 20 U de la enzima Fosfatasa 

Alca lina de intestino de ternero (Boehringer Mannheim Biochemica, Alemania) y 5. 1 

¡JI del Amortiguador para Fosfatasa Alcalina y se incubó por 60 min a 37c C. Una vez 

rea lizada la incubación el ADN se calenló a 65°C por 10 mino llevándose a cabo 2 

extracciones fenólicas. El ADN desfosforilado se precipitó con un décimo del volumen 

de Acetato de Sodio 3 M pH 4. 5 Y 2 volúmenes de Etanol absoluto. por 30 min a 20°e. 

El ADN se resuspendió en 50 11 1 de agua estéril. 

LlGACION DEL INSERTO DE ADNc DE LA CLONA Ts-3 AL VICCTOR 

pGEX-3X. 

El inserto de ADN de 1.5 Kb de la larva muscular de l . spiralis liberado 

mediante la enzima Eco RI se ligó al sitio Eco Rl del plasmido pGEX-3X, siguiendo la 

metodología descrita por Samhrook y cols. (1989). Se probaron las relaciones molares 

1: 1 y 1 :2. De esta forma se probaron 700 ng del ADN del plásmido pGEX-3X, el cuál 

se ligó a 30 y 60 ng del inserto de ADN de la larva muscular de 1. spjralis. Para llevar 

a cabo la ligación se preparó una mezcla conteniendo: 1.1 111 de ATP SmM, 0.1 U de 

T4 ¡igasa y 1.2 ",1 de amortiguador para la T4 Ligasa. La mezcla de ligación se incubó 

a 16°C por toda la noche y al día siguiente se empleó para la transformación de las 

células competentes DHSa . 

PREPARACION DE CÉLULAS COMPETENTES DH5a.. 

La preparación de las células competentes se realizó de acuerdo a l método 

descrito por Sambrook y cols., (1989). Se sembró una colonia de bacterias E. S<Q}l cepa 

DI-15a en medio SOB (ver Apéndice C) con Sulfato de Magnesio lOmM y se dejó 

crecer toda la noche a 37°C con agitación constante. Al día siguiente se inocularon 500 



111 del precultivo en un matraz que contenía 50 mi de medio SOB suplementado con 

Sulfato de Magnesio 10mM y se colocó en una incubadora de 37°C con agitación 

moderada hasta que el cultivo alcanzó una D.O. de 0.5 a 550 run. Inmediatamente 

después las bacterias se transfirieron a Wl tubo estéri l y se incubaron 10 min en hielo. 

después de lo cual se centri fugó a 2500 rpm por J 2 min a 4°C (centrífuga Beckman J2-

21). El exceso de medio se eliminó y la pastilla se resuspendió en 16 mi de 

Amort iguador TBF I (ver Apéndice D) y se incubó en hielo durante 15 mino 

Posterionnentc se centrifugó a 2500 rpm por 12 min a 4°C y el precipitado obtenido se 

rcsuspendió en 4 mi de Amortiguador TBF 2 (ver Apéndice D). Posteriomlente se 

incubó en hielo durante 15 min, y se hicieron alícuotas de 400 ~l , manteniéndose en 

congelación a -70°C hasta su uso. 

TRANSFORMACION DE LAS CÉLULAS COMPETENTES DHSa. 

La transformación de las células competentes se llevó a cabo de acuerdo al 

método descrito por Sambrook y cals. (1989), las células DH5a competentes se 

desconge laron en hielo , y se les añadieron 40 ~l de una solución de B-Mercaptoetanol 

frío, incubandose en hielo por 10 mino La solución de B-Mercaptoetanol se preparó 

tomando 9 ¡.tI de B-Mercaptoetanol y 491 111 de agua estéril y se mantuvo en hielo. A 

los tubos mantenidos en hielo se añadieron 50 111 de células competentes y 200 ng del 

ADN del plásmido pGEX-3X ligado al inserto de 1.5 Kb de la larva muscular de l. 

spjralis y se incubaron en hielo por 30 mino Posteriormente los tubos se colocaron en 

un baño de 42°C por 90 seg e inmediatamente se transfirieron a un recipiente con hielo 

por 2 mino Una vez realizado lo anterior, a cada tubo se le añadieron 200 111 dc medio 

Psi-b (ver Apéndice C) y se incubaron a 37<>C por I hr con agitadón moderada. 

Después de trascurrido este tiempo se espatularon 100 ¡.11 del líquido de transformación 

en cajas de Luria-ampicilina (50 ¡.1 g1ml ) y se incubaron toda la noche a 37°C. 
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EXTRACCION RAPIDA DE ADN DE CELULAS TRANSFORMADAS. 

Se seleccionaron 25 colonias bacterianas transformadas crecidas toda la noche 

)' se picaron con un palillo estéril y se resuspendieron en 20 111 de Amortiguador para 

extracción rápida de AON (Apéndice D). Con objeto de analizar el ADN de cada una 

de las clonas se les adicionaron 20 II I de Fcnol:Cloroformo:Alcohol lsoamílico 

(25:24:1). se agitaron y se centrifugaron durante 2 min a 12000 rpm. El sobrenadante 

se transfirió a un tubo eppendorf estéril y se tomaron 5 ¡ .. II para ser analiz.ado en un gel 

de agarosa (Ultra Pureo BRL) al 0.8 %. 

AISLAMIENTO DE ADN DE LAS CLONAS RECOMBINANTES 

SELECCIONADAS. 

Para la obtención de ADN de las clonas recombinantes empleando el vector 

pGEX-3X se siguió la metodología descrita por Bímboim y Ooly (1979). En esta las 

clonas recombinantes se inocularon por separado en tubos con 5 mi de medio Luria­

am picilina (50 )lg/ml) y se incubaron durante tOda la noche a 3rC con agitación 

constante. 

Al día siguiente se centrifugó el cultivo en una centrífuga eppendorf a 12000 

rprn por 2 min y la pastilla se resuspendió en J rnl de Arnortiguador Set (Apéndice D) 

centr ifugandosc a 12000 rprn por 3 mino El precipitado se resuspcndió en 150 111 de 

Arnortiguador Set, 20 111 de ARNasa A (la rn glrnl) y 400 111 de so lución alcalina 

(Hidróxido de Sodio 0.2 N, SOS 2 %). La mezcla se resuspendió y se incubó 15 min en 

hielo, posteriormente se agregaron 300 111 de Acetato de Amonio 7.5 M pH 8.0. se 

resuspendió y se incubó I hr en hielo. Después de esto, los tubos se invirtieron varias 

veces y se centrifugaron 10 min a 12000 rpm a 4°C. El sobrenadante se extrajo y se 

centrifugó 3 veces más para eliminar todos los residuos posibles, agregándose 500 111 
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de Isopropanol frío e incubándose 30 roin a _20°C. La solución se centrifugó a 12000 

rpm 10 min, y se obtuvo el sobrcnadante al cual se le hicieron 2 lavados con 1 mi de 

Etanol al 70 % frío. El ADN se secó en un horno de vacío por 20 min, y se resuspendió 

en 20 111 de agua esti:ril. 

RESTRICCION DEL ADN DE LAS CLONAS RECOMBINANTES 

SELECCIONADAS. 

El ADN de las clonas recombinantes empleando el vector pGEX-3X se 

restringió con la enzima Eco RI para liberar el fragmento de ADNc de la larva 

muscular de 1. spj rali s. Para ello , aproximadamente a 15 I1g de ADN de las clonas 

rccombinantes se les agregó 10 U de enzima Eco Rl , 3 ¡ll de Amoniguador para Eco 

RI JOX y 12111 de agua bidestilada estéril , incubando esta mezcla durante toda la noche 

a 37°C. Al día siguiente se realizó una electroforesis del ADN restringido el cual fue 

analizado en un gel de agarosa (Ultra Pure, BRL) al 1 % en presencia de bromuro de 

elidio. 

INDUCCION DE LA EXPRESION DEL PEPTIDO RECOMBINANTE DE I. 

spjralis. 

La inducción de la expresión de los péptidos de fusión de la clona recombinante 

seleccionada (3.1 1) se real izó siguiendo el método descrito por Smith y Jonhson 

(1988). Como control se incluyó el plásmido pGEX-3X parental. 

De esta forma, se inoculó una colonia de las clona recombinantc 3.11 en 50 mi 

de medio Luria-ampicilina (SO Ilg/ml) y se incubó a 37°C con agitación constante por 

toda la noche. 

Al día siguiente se realizó una dilución 1:10 del cultivo de toda la noche en 

medio Luria·ampicilina fresco)' se incubaron las células a 37°C hasta alcanzar una D. 



O. de 0.7 a 600 nm. 

Inmediatamente después se añadió isopropil-B·D-thiogalactosido 

(IPTG)(Sigma) a una concentración final de 1.0 mM y las células se crecieron 3 horas 

más a 37°C. 

PREPARACION DEL EXTRACTO CELULAR DE LAS CLONAS 

RECOMBINANTES. 

Las células inducidas con IPTG se recuperaron mediante centrifugación a 6000 

rpOl y se rcsuspendieron 1: 1 00 en PBS + Tritón X-lOO. Posterionnente las células se 

lisaron por sonicación a 15 micrones por 15 seg, descansando 30 seg entre cada 

sonicación. 6 veces por tubo. Después de que las cé lulas se lisaron el extracto crudo se 

centrifugó a 10000 rpm durante 5 min a 4 oC. El sobrenadante obtenido se paso a través 

del tamiz de una columna de Glutal.iÓn acoplado a Sefarosa 48. (Pharmacia LKB 

Biotechnology, Uppsala, Suecia). 

PURIFICACION DEL PEPTIDO RECOMBINANTE DE I. spiralis. 

La purificación del péptido recombinante de l . s"iraljs producido por la clona 

pGEX-3.11 se realizó usando una columna de Glutation Sefarosa 48 siguiendo las 

instrucciones del proveedor (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala. Suecia). La 

columna se lavó con 20 mi de PBS para remover la solución de preservación, después 

se equilibró con 6 mi de PBS + Tritón X- lOO. El extracto celular obtenido de la clona 

3.1 1 se centrifugó a 6000 rpm y se filtró mediante un filtro de 0.22 ~m antes de pasarse 

por la columna. Posterionnente se añadieron 5 mi de la muestra a la columna y se 

descartó el eluyenle, la columna se lavó enseguida con 20 mi de PBS y se eluyó el 

material unido a la columna por competencia con un Amortiguador de Glutation 5 mM 



en Tris-HCl 50 mM pH 8.0, colectándose fracciones de 1 mI. La cuantificac ión de 

proteínas fue determinada de acuerdo al método de LO\\'ry (1951), modi fi cado. 

ANA LISIS ELECTROFORETlCO DE LOS EXTRACTOS CELULARES Y DE 

LOS PEPTmOS RECOMBINANTES (SDS-PAGE) DE LA CLONA 3.11. 

Los lisados y los péptidos de fus ión purificados fueron separados 

electroforéticamentc en geles de poliacrilamida al 10 % en presencia de SDS, en una 

minicámara de electrofóresis (Hoeffer), a 140 V por 1 hr. Los geles se tiñeron con Azul 

de Coomasic al 0.1 % (Apéndice E). 

SUEROS DE CERDOS. 

Las muest ras de sueros empleadas en el ensayo de ELISA fueron obtenidas de 

10 ce rdos de rastro infcctados naturalmente y de 16 cerdos infectados 

experimentalmente con l . spjralis, y mantenidos a -20°C. Las muestras de suero de 

esos animales fueron inicialmente analizados por EUSA e JET para detemlinar la 

presencia de anticuerpos contra los antígenos de superficie/esticosoma purificados de 

la larva muscular. 

ENSA YO DE ELISA. 

El ensayo de EU SA se realizó de acuerdo a lo descrito por Arriaga y cols. 

( J 989), con algunas modi ficaciones. La proteína de fusión expresada por la clona 3- 11 

se empleó a una concentración de 5 ~g/mJ. El péptido recombinanle se rcsuspcndió en 

Amortiguador de Carbonatos, depositándose 100 J.1l en cada pozo de la placa de ELISA 

(Nunc- Immuno Plate, Imer. Med. ). La placa se incubó toda la noche a 4°C, y al día 

siguiente se bloquearon los sitios donde no se adhirió el antígeno por 6 a hrs T. A. con 

00 



200 ¡.tI de PBS~Albúmina Sérica Bovina (ASB) al 3 %~Twcen 20 0.5 %. Los sueros 

problema se agregaron diluidos 1:25, 1:50, 1:75 Y 1:100 en PBS~ASB 3 %~Tween 20 

0.5 %, en diferentes ensayos de ELlSA, y se incubaron toda la noche a 4°C. Como 

controles negativos se utilizaron 6 sueros de cerdos no infectados, previamente 

analizados por inmunoelectrotransferencia, asimismo se incluyeron en el ensayo sueros 

de cerdos infectados experimentalmente con Ascarjs .s.YlJill, Irichurjs :ruis. y 

Cystjcercys ce ll ylosae, estos sueros se emplearon a las mismas diluciones mencionadas 

anterionnente. Al siguiente día se lavaron los pozos de la placa con PBS~ Tween 20 al 

0.5 % 3 veces durante 5 minutos por cada lavado, enseguida se agregaron 100 }ll del 

conjugado Igs de conejo ami IgG de cerdo acoplado a peroxidasa diluído al : I 0000 en 

PBS~ASB 3 %~Tween 20 al 05 %, incubándose 3 hrs a T. A. Posteriormente se 

lavaron los pozos de la placa 3 veces con PBS-Tween 20 0.5 %, 5 min cada uno, y se 

adicionaron 200 }ll por pozo de Amortiguador Citrato~Fosfato con 4 mg/m l de o~ 

fenilendiamina y 4 }ll de Peróxido de Hidrógeno al 30%. La reacción se detuvo con 50 

¡.tI de Acido Sulfúrico 2.5 M. La D. O. de la reacción se leyó en un lector de ELlSA 

(Minireader 11 , Dynatech). 
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RESULTADOS 

ANALISIS DEL EXTRACTO TOTAL DE LA LARVA MUSCULAR DE 

Trjchjnella spjralis.. 

La obtención del extracto total de la larva muscular de 1. spjralis se real izó de 

acuerdo al método descrito por Parkhouse y col S., (1981 ). La utilización de este 

procedimiento resultó eficiente en cuanto a la cantidad de antígeno obtenido, la cuál 

fue de 7 a 10 mg/ml. Además mediante geles de poliacrilamida en presencia de SOS al 

10 % se caracterizó el extracto total (Fig. 6), observandose un patrón prote.íco 

complejo, el cuál comprend ió proteínas con pesos moleculares de 20 a 200 kDa, 

c\"idenciándose su integridad por medio del análisis electroforetico. 

Ai\ALlSIS DE ANTIGENOS PURIFICADOS DE SUPERFICIE/ESTICOSOMA 

DE LA LARVA MUSCULAR DE TricbioeUa ,pirali,. 

A partir de 20 rng de extracto total de la larva muscular de r, spjralj s se 

procedió a purificar a los antígenos de superficie/csticosoma de este parásito. Dicha 

purificación se llevó a cabo mediante una cromatografia de afinidad empleando al 

anticuerpo Illonoclonal NtM-M I acoplado;} Sefarosa 4B . De esta purificación se 

obtuvieron 40 ~g/ml de antígeno purificado. Los antígenos de superficie/esticosoma 

así purificados se analizaron en un gel de poliacrilamida-SDS al 10 %, observandose la 

presencia de 4 bandas mayoritarias con pesos moleculares de 47, 52, 67 Y 72 kDa (Fig. 

7) similares a los reportados por Ortega-Pierres y cols. (1989). Estos antígenos de 

superficie/esticosoma purificados se emplearon posteriormente en un ensayo de ELISA 

con la finalidad de evaluar la presencia de anticuerpos dirigidos contra I . spjraJis en 

sueros de cerdos infectados experimental y naturalmente con el parásito (ver más 

adelante). 
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Fig . 6 . Anúlisis tlcl'lroforttico Jd ntracto total d l· la la na m uscu lar tk [ . 

~li.ralis . El 1::\tral'lo total dt:· la lar\a rnus c uhu- (ca rril 2) '>l' obtuvo r o mo Sl' 

d esc ribió en materiales ) rnctodos ) se scparú cledroforéticam cnte en geles d e 
po li:1crilam i da-~DS al 10 'i~ 1 . El pt·so molecular d e las prot t: ína s e mpicad a~ 1.· 0 111 0 

cs tandarcs se pn:scn ca n t· n l'l l'arr il l. 
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Fig. 7. Anális is electroforetico de antígenos purificados de superficie/cstk.osoma 
de la larva muscular. Los antígenos de superficie/esticosoma se purificaron 
mediante una cromatografía de afinidad empleando al anticu erpo monoclona l 
NIM-l\'11 acop.lado a Sefarosa 4B. F~ I peso molecular de las proteína s empleadas 
rnmo es tándares se presentan en el carril 1. Patrón de los antígenos purificad os de 
la fra cción pre-s trip (carril 2) y antígenos purificados de la fracción alka li-s tri p 
(ca rril 3). 

ANALlSIS DE EL ADN PURIFICA DO DE LA CLONA RF~COMBI NAl"TE Ts-

3. 

Para la purifi cación de l ADN de la cl o na Ts-3 se siguió el 1nétodo descrito por 

~ ilha\y y cob. ( 1984 ) ubten i¿ndose aproxi madam en t..: 500 pg J e A DN. U AD N 

purificado dr::: la clona T s-<. se rest ring ió con la enzima Eco RJ cou objeto de liberar el 

fragmento de A DNc de l. spirali s y se separó electroforéticarnen te e n un gel de 

agarosa ck bajo punto de fu sión al 0.8 % en presencia de brom uro Je et id io . En este 

análisis se observó la liberac ió n de 2 fragmentos de A DN con pesos mo leculan::s de 1 5 

y 0.5 Kb ( Fi g. 8 ). 
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Fig. 8. Aná lisis elcctroforetico del ADN de la clona Ts-3. El ADN de la clona Ts-3 
se r estringiú con la enzima Eco RI y se analizó electroforéticamentc en geles de 
agarosa de bajo punto de fu sión al 0.8 '% en presencia de bromuro de ctidio. Los 
marcadores de peso molecular usados (.'Omo es tá nda res fue el ADN de lambda 
Hindlll . 

OBTENCION Y ANA LISlS DEL FRAGMENTO OE ADN DE 1.5 Kb. 

El fragnlc.mto de ADN de 1.5 Kb se cortó del gel y se rca.lizó ta liberación del 

ADN del gel medí.ante el cmpko del Kit de "Gene Clean'' , el cuál también sirvtó para 

limpiar el fragmento de impuraas y poder subclonarlo en el plüsmido pUEX-3X . 

Como resultado de esrn purificación se obtuvo entre 500 ng ) pg del tnserto de l .5 

Kb. l~I cuál se procedió a ligar con el pGEX-3X lineariz.ado. 



ANALlSIS DE CLONAS RECOMBlNANTES EMPLEANDO EL VECTOR 

pGEX-3X. 

El análi sis de las clonas recombinantes se llevó a cabo por medio de la 

electrotoresis en ge les de agarosa al 0.8 % del ADN del plásmido silvestre y el ADNc 

de I. spÍralis los cuales se ligaron con la enzima T4 ¡¡gasa, empleándose 2 relaciones 

molares (1: 1 y 1 :2). Posteriormente, con el producto de la ligación se real izó la 

transfonnación de la bacteria Escherjcbja ~ cepa DH5u la cuál se había pre parado 

competente. 

La transfonnación de las cé lulas competentes se detenninó mediante el uso del 

medio selectivo Luria-ampicilina. Con la relación molar 1: 1 no se obtuvieron clonas a 

diferencia de la relación 1:2 en la cual se obtuvieron 24 clonas. Con la finalidad de 

diferenciar a las colonias que contenían el plásmido recombinante ó el plásmido 

parental se procedió a ex traer el AON de cada una de las 24 colonias obtenidas. Esto, 

se realizó mediante la técnica de extracc ión rápida de ADN descrila por Sambrook y 

cols. (1989). El ADN se anali zó en un gel de agarosa al 0.8 % en presencia de bromuro 

de etidio . De las 24 clonas probadas 9 se consideraron como candidatos (Fig. 9) esto 

fue debido a que la migración del ADN de las clonas candidatos estaba por encima del 

AUN del pGEX3X parental , lo que indicaba que podrían ser recombinantes. 

ANALlSIS DE CLONAS RECOMBINANTES SELECCIONADAS. 

Una vez que se deternlinaron las posibles clonas recombinantes se procedió a 

extraer en pequeña escala el ADN de éstas siguiendo la metodologia descrita por 

Bimhoim y 0 01)' (1979). Posteriormente se restringió e l ADN con la enzima Eco Rl y 

se analizó electroforéticamente en geles de agarosa al I % en presencia de bromuro de 

ctidio con la fi nalidad de comprobar la presencia del inserto de ADNc de r . spjralis . 

De este análisis se observó que de los 9 candidatos seleccionados previamente, sólo 6 

de ellos contenían el fragmento de 1.5 Kb (Fig. 10). Una de estas clonas fue 
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Fig. 11. Alllilisis ch:+.: tI"ofo rétil'o del AD N de la dona J . II res tringida l'O Il Eco RI. 
El A UN d e la d ona .~. Il St ' obtuvo por digesti ón !.:UIl Eco RI y sc analizó por 
d Cl:t roforcsis en gd de agarosl.l al O.S 'Yo . C arril 1 AU N del pGEX<\X ITs tdn g, id o 
":0 11 El:o RI. ca rril 2 A UN d e la c10lla rccombinantc 3. 11 res trin gida COI! la mi :Hll;l 

l:lIúma . Lu~ 1lI ¡\rl: luJorcs de peso lU olN' uhlr se indií.:an a la izqu ie rd a d t., la tig u n l. 

.\N ALl S IS In: LA EXl'lt ES IO N [)~:L I' EI'TII)O R ECOMIJI NA'ITE In : 

I ' ri ~' hin c lla ~ pin!l is. 

La pruduc"':!01l loh.'1 pcplido r~comb¡ll<tlHl' \.:xprt:sado pul" la dOIlJ 1.1 1 Sl" Ik'vó a 

..:abo slgUlt:ndll la lllel0dologl'.! descrita po!" Slm th ) JobnsoJl ,I98S). usando ¡I' III 

.... nlllO IIldllctor 1:1 anális¡,-i dc:clrotúréuco dd extracto tütal obto..:nido de-: la c!U lld .l 11 \.: 11 
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Fig. 12. Aná/isis l'¡rdl'oforé tico dc/ lis atl o to lal ti c la c1una rél'ombin:lutc 3. 11 . E l 
lislIdu d e la e/una 3. 11 se ub lU \'u siguiendo 1:. IIIl'ludo lllg ia de:H': l" i l ~t p OI' Sm ilh ~ 

.Iohnsoll ti \)SS) ) Sé analizo en geles d e poliacrilamh..l il-S OS al 1 () '!lo. C lrril 1 
Ex tractll 10t:11 Je la ,: Iona r :ln'n ta l, canil 2 Extnle lo to lal dI.' hl c1un a .' , 11 , Los 
¡\ l al'c~\(lol't, s d I.' Peso ,\I u k l'u bl l" se ¡odic..in :1 la izq uierd a de la ligura, EI péptido 
I'ccomb in a nte se indil~ ¡l cun la !lecha . 



ANALISIS DEL PEPTIDO RECOMBINANTE DE LA LARVA MUSCULAR 

DEI. spiralis. 

A partir del lisado total expresado por la clona 3 .11 inducida con IPTG se llevó 

a cabo la purificación del péptido recombinante mediante una cromatografia de 

afinidad empleando Glutatión acoplado a Sefarosa 48, obteniéndose de 5 a 1 O mg/ml 

del péptido recombinante purificado. Posteriormente, éste se analizó 

electroforéticamente en geles de poliacrilamida en presencia de SDS al 1 O % y se 

observó una sola banda proteíca de aproximadamente 28 kDa (Fig. 13). 
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Fig. 13. Análisis electroforético de la proteína recombinante expresada por la 
clona 3.11. La proteína de fusión de la clona 3.11 se purificó por medio de una 
cromatografia de afinidad de Glutatión acoplado a Sefarosa 48 y se analizó en 
geles de poliacrilamida al 10 % en presencia de SDS. Carril l., Glutatión S­
transferasa purificada de la clona parental; carril 2, Péptido recombinante de I. 
spiralis purificado. Los Marcadores de Peso Molecular se muestran a la izquierda 
de la figura. 
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ANA. LISIS DE L RECONOCIMIENTO DE ANT lG ENOS DE I. ~.pira li ~ POR 

SUEROS DE CEl~DOS INFECTADOS C ON EL PARASlTO. 

Las muestras de suero de los cerdos infectados eon I ::;p ir·a lis fuero 11 

inicialmente analizados en un ensayo de !ET con e l extracto total de la larva rnusc ul a r 

dd parasito . J\kdiame esk' análisis si.:: observó el reconocimie1Jto principal 1.k -t 

rnokculas de la larva muscular. con pesos mukculares de 47. 52, 67 y 7?. kDa . ( \ rnio 

controles negativos se incluyeron sueros de cerdos no infectados y sueros de cerdos 

react ivi<lad hacia estas rn ukculas. El patrón de reconocimiento obtenido por algunos de 

los sueros probados se muestran en la Fig. 14 
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Fig. 14. Análisis del reconocimiento de antígenos de la larva muscular de I. 
~u.ira lis por algunos de los sueros de cerdos infectados con el padsito median te 
IET . Los antígenos de la larva muscular se transfirieron a papel de nitrocelulosa. 
Posteriormente las tiras se reaccionaron con sueros de cerdos infectados con :r. 
spiralis a una dilución de 1: l OO. Carriles 1 al 5, sueros de cerdos infectados con T. 
spirnlis; carriles 6 a l 10, sueros de cerdos no-infectadosi carril 11, suero de cerdo 
infectado con Cysticercus ccllulosac; carril 12, suero de cerdo infectado con 
Trichuris ~ u~; carril 13, sue ro de cerdo infectado con Asc~tri~ ru um. 
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EVALUACION DEL USO DEL PEPTlDO RECOMBINANTE DE Tri<bineUa 

, pirali' EN EL DIAGNOSTICO DE TRlQUINELOSIS PORCINA MEDIANTE 

EL ENSAYO DE ELISA. 

Los sueros de cerdos infectados natural y experimentalmente con I . slliral js 

fueron prohados en un ensayo de ELlSA, empleando 1 ~g de los antígenos de 

superficie/esticosoma purificados con el anticuerpo moneda na! NIM-M l. Asimismo. 

se incluyeron como controles negativos sueros de cerdos que mediante ¡El' no 

presentaron reactividad hacia los componentes de la larva muscular de 1. spjralis; 

sueros de cerdos infectados con otros parásitos como Ascaris Sl.l\.Ull, Trjchuris SJJi.s y 

Cysticercus ccllulosae. Los resultados de este análisis mostraron la presencia de 

anticuerpos dirigidos contra los antígenos de supcrfi cie/csticosoma en 26 sueros 

probados, por lo que fueron considerados como positivos. (Tabla 7). El punto de corte 

de este ansa yo fue de 0.128 y se calculó considerándose la media de los valores de 

densidad óptica (D. O.) obtenidos por los sueros de los cerdos no infectados más 2 

desviaciones estándar. Los valores de D. O. obtenidos con los sueros de cerdos 

infectados con otros parásitos quedaron por debajo del punto de corte calculado 

(Gráfica 1). 
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Gráfica l. Valores de densidad óptica (D. O.) obtenidas en ensayos de ELISA 
empleando sueros de cerdos infectados natural y experimentalmente con el 
parásito. El ensayo de ELISA se realizó empleando antígenos purificados de 
superficie/esticosoma de la larva muscular a una concentración de 1 µg/ml y los 
sueros de animales infectados experimentalmente y naturalmente con el parásito 
diluidos 1 :250. 

Los sueros que reconocieron por ELISA a los antígenos de 

superficie/esticosoma se empleron posteriormente para evaluar el valor diagnóstico del 

péptido recombinante de I. spiralis producido por la clona 3 .11. Para este fin , se 

empleó la proteína de fusión a una concentración de 5 µg/ml en un ensayo de ELISA y 

los sueros de cerdos infectados se probaron a diferentes diluciones (l :25 , l :50, 1 :75 y 

l: l 00). Los resultados obtenidos demostraron que la utilización de los sueros diluí dos 

1: 100 es más conveniente ya que las reacciones inespecíficas se ven reducidas, 



obteniéndose un punto de corte de 0.177 en comparación con 0.412 para la dilución 

1 :25 (Tabla 6), para calcular el valor de corte se consideró el valor medio de D. O. más 

2 desviaciones estandar. Empleando la dilución 1: 100 y considerando el punto de corte 

de 0.177, 21 de los 26 sueros de cerdos infectados reconocieron el péptido 

recombinante de I. spiralis, teniendo el ensayo una sensibilidad del 81 % (Gráfica 2 y 

Tabla 7), y especificidad del 100 % (Tabla 8) . 

Cuando se consideraron en este ansayo únicamente los sueros de cerdos 

infectados con I. spiralis provenientes de rastro ( 1 O), se obtuvo una sensibilidad del 

90 % comparada con 75 % obtenida con los sueros de cerdos infectados 

experimentalmente con el parásito (16). (Gráficas 3 y 4 respectivamente). 
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Gráfica 2. Valores de D. O. obtenidos en ELISA empleando sueros de cerdos 
infectados con el parásito diluidos 1:100 y empleando el peptido recombinante de 
la clona 3.11 a una concentración de 5 ug/ml. Sueros de cerdos infectados con 
Cysticercus cellulosae (C. c.), Ascaris Slllllll (A. s.), Tricburis .s.ifil (T. s.). Sueros de 
cerdos no infectados (C), Sueros de cerdos infectados con I. spiralis (SCI). 



TABLA 6. 

Reactividad de los sueros de cerdos infectados natural y experimentalmente con 

I. spiralis hacia el péptido recombinante expresado por la clona 3.11 en ensayos 

de ELISA 

Dilución de los 

sueros de cerdo 

no infectados 

1:25 

1:50 

1:75 

1:100 

X=Valor medio. 

*=3 ensayos. 

Valor de corte 

D.0.492nm X+/- 2S 

0.412 

0.341 

0.320 

0.177 

Porcentaje de 

Sensibilidad* 

26.92 

15.38 

23.07 

80.7 



TABLA 7. 

Sensibílidad del ensayo de ELISA con la proteína recombinante de I.spiralis 

empleando muestras de sueros de cerdos infectados natural y experimentalmente 

con I. spiralis. 

Proteína Antígeno de S/E 

Recombinante (A) Purificado (B) 

N.S. (+) (-) N.S. (+) (·) 

·------·---- -

Sueros de cerdos 

no infectados 6 o 6 6 o 6 

Sueros de cerdos 

infectados con 

T. spiralis. 26 21 5 26 26 o 

SENSIBILIDAD 81 % 100 % 

(A)= El péptido de fusión de I. spiralis se empleó a una concentración de 5 µg/ml 

y los sueros a una dilución 1: 100. 

(B) = El antígeno de superfice/esticosoma purificado se empleó a una 

concentración de 1 µg/ml y los sueros a una dilución 1 :250. 

N.S.= Número de sueros. 

(+) =Positivos. 

(-) =Negativos. 

Ti 



TABLA 8. 

Análisis de la especificidad de la proteína recombinante de T. spiralis en el 

diagnóstico de triquinelosis porcina empleando sueros de cerdos infectados con 

otros parásitos. 

Antígeno 

Valores de D. O. 

Proteína Recombinante GST• 

SUEROS 1:100 X X 

Cysticercus cellulosae (8)* 0.158 0.072 

Trichuris mi.s (2)* 0.043 0.004 

AscarisfilU!lll (2)* 0.039 0.001 

Sueros de cerdos 

no infectados (6)* 0.117 0.070 

Sueros de cerdos 

infectados (21)* 0.2537 0.060 

ESPECIFICIDAD 100 % 

X= Valor medio. 

*Número de sueros. 

• GST= Glutatión S-transferasa. 
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Grafica 3. Valores de D. O. obtenidos en ELISA empleando sueros de cerdos 
infectados con I. spiralis provenientes de rastro diluidos 1: 100 y empleando el 
peptido recombinante de la clona 3.11 a una concentración de 5 ug/ml. Sueros de 
cerdos infectados con Cystjcercus cellulosae (C. c.), Ascarjs mJllll (A. s.), 
Trjcburjs mis (T. s.). Sueros de cerdos no infectados (C), Sueros de cerdos 
infectados con I. spiralis (SCI). 
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Gráfica 4. Valores de D. O. obtenidos en ELISA empleando sueros de cerdos 
infectados experimentalmente con I. spiralis diluidos 1: 100 y empleando el 
peptido recombinante de la clona 3.11 a una concentración de 5 ug/ml. Sueros de 
cerdos infectados con Cysticercus cellulosae (C. c.), Ascaris SlUlDl (A. s.), 
Tricburis mis (T. s.). Sueros de cerdos no infectados (C), Sueros de cerdos 
infectados con I. spiralis (SCI). 

DETERMINACION DEL RECONOCIMIENTO DE LA PROTEINA DE 

FUSION DE Tricbjnella spiralis POR SUEROS DE CERDOS INFECTADOS 

EMPLEANDO IET. 

Con la finalidad de demostrar el reconocimiento del péptido recombinante de I. 

spjralis por Jos sueros de cerdos infectados con el parásito, se transfirió la proteína de 

fusión a tiras de nitrocelulosa, las cuales se reaccionaron con sueros de cerdos 

infectados natural y experimentalmente con I. spiralis diluídos 1: 1 OO. Estos sueros se 

seleccionaron porque dieron valores de D. O. más altos en el ensayo de ELISA 

empleando el péptido recombinante. Como puede observarse en la figura 15 (A y B), 

estos sueros reconocieron el péptido recombinan te de I. spiralis (3 .11 ), sin embargo, 

en ambos casos no se observó reconocimiento de la Glutatión S-transferasa expresada 

por la clona parental (3c ). En este ensayo se incluyó tambien un suero de cerdo no 

infectado, observándose no reactividad hacia el peptido recombinante de I. spiralis. 

BO 



A B e 
lcOo kOo 

94- 94 
94 ~ .... 

67 67 

1 .. ,,, 43-.... , 

43 43 

~·'-1 
-~~) 

30 , 
......) - ", 

20 
'1--i' 20 

2 3 4 5 6 

Fig. 15. Ensayo de l ET para determinar el reconocimiento dd péptido 
r·ccombínante por muestras de sueros de cerdos infectados natural y 

experimentalmente con el parásito. Extractos totales de la c lona 3.11 (carriles 
2 ,~ , 6) y la dona 3c (carriles l ,3,5) que expresa el plásmido pa rental se separaron 
por electrofores is en geles de poliacrilamida-SDS al 1 ü<Yo y se transfirieron a 
papel d e nitro1:clulosa. Posteriormente, las tiras se reaccionaron co u una dilución 
l: 100 de sueros <l e a nimales no infectados y d e cerdos infectados experimental y 

naturalmente con T. spi rntis. Los mar cadores de peso molecular se indican en la 
figura. La flc1:h;1 indica el péptido rccombinatc de T. sv iralis. 



D1SCUSION 

En los últimos años se ha observado en nuestro país un incremento en el 

número de casos clínicos de triquineJosis, además de presentarse como una infección 

epidémica (Martínez-Marañon 1983, 1985; Hemández y col5 .. 1992). El consumo de 

carne de cerdo infectada con el parásito ha sido el mecanismo principal de transmisión 

de la infección a humanos. Debido a esto, es necesario que se apliquen pruebas de 

diagnóstico de la infección a dos ni veles, 1) en el estudio masivo de cerdos con la 

fi nalidad de detectar carne contaminada con el parásito, para lo cual se requiere un 

método de diagnóstico con el cual se detecten infecciones crónicas, las cuales incluyan 

cargas parasitarias muy bajas y 2) en el diagnóstico de infecciones humanas durante la 

fase aguda de la infección, de tal forma que se pueda llevar a cabo un tratamiento con 

fámlacos. 

En relación con el diagnóstico de triquinelosis porcina, este se realiza en los 

rastros mediante la demostrac ión directa de la larva muscular en biopsias de músculo 

(triquinoscopía). Sin embargo, este método tiene algunas limitaciones ya que el tamaño 

de la muestra es pequeño y restringe la detección de las larvas en el músculo de 

an imales aUn con cargas parasitarias altas, pasando desapercibidas infecciones con 

cargas parasitarias bajas. 

En algunos rastros de países europeos la detección de T. spjralis se realiza 

principalmente por digestión artificial del diafragma ó lengua de los cerdos. Este 

melOdo ha sido aceptado por la Comunidad Europea por ser confiable en la detección 

de infecciones por T. spjralis en cerdos y en comparación con la triquinoscopía, ha 

resultado ser más preciso y menos laborioso (Ramisz 1985). 

En la actualidad, una alternativa empleada en el diagnóstico de triquinelosis es 

el uso de métodos serológicos, los cuales han sido reconocidos como métodos 

potenciales en la identificación de infecciones con parásitos específicos aún en la 

ausencia de sintomas clínicos característicos o sin la detenninación del parásito. Una 



de las técnicas más empleadas para este fin es el ensayo de ELlSA, que es altamente 

sensibie y útil en la detenninación tanto de anticuerpos contra el parásito corno de 

antígenos parasitarios. La sensibilidad de este ensayo en la detección de anticuerpos 

especificas contra T, spiralis ha sido comparada con la sensibilidad de los métodos 

directos (triquinoscopía y digestión artificial) así como con otros métodos serológicos 

indirectos (inmunofluorescencia, contrainmunoelectroforesis, fijación de complemento 

Ruittenberg y cols .• 1976; van Knapen y col s .. 1976; van Knapen y cols .. 198 1; van 

Knapen y cols., 1984) observándose con el ensayo de ELISA una mayor sensibi lidad 

en el diagnóstico de triquinelosis. 

Sin embargo, uno de los mayores obstáculos para el empleo del ensayo de ELl SA es 

la obtención de reacciones falso-positivas. Esto se ha atribuido a los antígenos 

utilizados en estos ensayos, los cuales generalmente son extractos totales de la larva 

muscular del parásito, obteniéndose reacciones cruzadas con sueros de animales 

infectados con otros parásitos. Bajo estas condiciones se reduce la posibilidad de 

detectar niveles bajos de anticuerpos específícos contra T, spjralis, obteniendóse a su 

vez falsos-negativos. 

A este respecto, diversos grupos de investigación han empleado en el ensayo de 

EU SA, productos de secreción-excJeción y de superficie esticosoma purificados de la 

larva muscular mediante anticuerpos monoclonales, obteniéndose un incremento en la 

especificidad y sensibilidad del diagnóstico de la infección, pudiéndose detectar 

cerdos aun con cargas parasitarias muy bajas (Gamble y Graharn 1981 , Arriaga y cols. 

1989). 

Por otro lado, los antígenos de superficie/esticosoma y de secreción-excreción 

de la larva muscular de I. spira lj s considerados dentro del grupo de antígenos TSL~ 1 

(Appleton y cols. 199 1) son inrnunodominantes y Wisnewski y cols. (1993) han 

carac terizado bioquímica e inmunológicarnentc al epi topo responsable de esta 

inmunodominancia. Mediante técnicas de cromatografía de gaslespectrometria de masa 
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(CG/EM) se han identificado y cuantificado a los azúcares asociados con los antígenos 

del grupo de TSL-1. Una característica de la composición de carbohidratos del grupo 

TSL- i fue la elevada concentración de residuos de fucosa, la cual es conocida por su 

relevanc ia inmunológica en mamíferos y sistemas parasitarios. Este carbohidrato se 

presenta en parásitos como Toxocara .c..ani..s (Glicoprotcinas ES) y esquistosomas 

(Glicocalix). Por otro lado, una característica única de los antígenos TSL-l , fue la 

identificación de una 3,6-dideoxyhexosa denominado tivelosa. Esta familia de azúcares 

son comunes en Salmonella y en E. ~, se encuentran en los lipopol isacáridos y 

constituyen grupos innllmodorninantes y son resistentes a la oxidacion por periodato. 

En Ascari s se ha aislado en los huevecillos otro tipo de 3,6-dideoxihcxosas 

denominada 3,6-dideoxiarabinohexosa. Se ha observado que este componente le 

confiere a los huevecillos las propiedades de resistencia a la desecación y a la 

penetración de otras sustancias tales como gases y solventes orgánicos. Sin embargo, la 

tivelosa parece ser específica del género IrjchjocHa ya que otros antígenos de otros 

parásitos helmintos tales como Ioxocara ~, SchjstQsoma mansonj , Byrnenolepjs 

dimjnuta, Hel j2mosomojdes polY2Yrus, Djrofi larja immilLs, Trichuris mu.ti.s, 

Aspicularis tetraptera y Syphacea obyelata no mostraron reactividad cruzada con esta 

molécula en ensayos de ELISA pór inhibición competitiva (Denkers y cols., 1991 ). De 

c!sta forma se ha sugerido que dado que la tivelosa es específica y es un epítopo 

irununodominante que constituye a los antígenos ISL-l, ésta puede ser utilizada en el 

diagnóstico de la triquinelosis porcina. 

Un aspecto importante para poder realizar lo anterior es que la tivelosa puede 

ser sintetizada químicamente, lo cual asegura su estabilidad as í como su pureza. las 

cuales son características limitantes en el empleo de cualquier molécula en el 

desarrollo de métodos de diagnóstico. Sin embargo, dado que la tivelosa se encuentra 

presente en bacterias Gram negativas como Salmonella y E. ~li. resulta relevante 

evaluar si los sueros de cerdos infectados con 1. spjralis tienen reactividad hacia 

11 1 



extractos de estos organismos. esto con la finalidad de evitar la existencia de falsos 

positivos en el diagnóstico de la uiquine losis porcina. 

Por otro lado. los antígenos del grupo TSL- l además de tener utilidad en el 

diagnóstico de la triquinelosis , participan en la inducción de protección contra l. 

spjralis (Ortega-Pierres y cols. 1989). Además, Jarvis y Pritchard (1992) demostraron 

que los antígenos de secreción-excreción desglucosilados obtenidos de la larva 

muscular de l . spjraljs inducen protección en ratones en contra de la infección por el 

parásito. Los autores sugieren que aunque el epítopo dominante de l gmpo TSL- I es de 

naturaleza dc carbohidrato, la parte proteíca participa activamente en la inducción de 

inmunidad protectora. Cabe mencionar que los autores usaron periodato de sodio para 

desglicosilar los antígenos de secreción-excreción y corno se mencionó anteriormente. 

la livelosa es resistente a este tratamiento, por lo que es posible que los productos de 

superficie/est icosoma hayan contenido residuos de este azUcar y parte de la protección 

conferida se deba a este azúcar, por lo que es necesario realizar nuevos experimentos 

de protección con antígenos tratados mediante hidrolisis ác ida suave. 

Por otro lado, la utilización de los antígenos TSL-I en el diagnósti co de la 

triquinelosis requiere su producción a gran escala. Una fonna de lograr lo anterior es 

el empleo de técnicas de ingeniería genética para realizar la clonación de los genes que 

codifican para los antígenos de interés y que pueden ser expresados en sistemas 

bacterianos pemlÍtiendo su producción eficiente, de tal forma que puedan ser usados en 

el diagnóstico de triquinelosis en poblaciones abiertas. 

En la actualidad existen vectores de expresión los cuales han sido usados en la 

clonación de genes que codifican para antígenos parasitarios. útiles en el diagnóst ico 

de diferentes infecciones parasitarias. En especial , el vcctor pGEX-3X ha pennit ido 

expresar antígenos recombinantes dI! lQ'panosoma.c.ruzi. (Ibaflcz y cols., 1987), 

Taenja taenjaefoanjs (Bowte ll y cols .. 1983. 1984, 1986), Ecbjnococcus multjlocularis 

(Gottstein y cols., 1983 , 1987; Vogel y co1s .. 1988; MÜller y cols., 1989; Hemmings y 
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McManus, 1989, 1991), I oxoplasma 2,.QD..dii (Tentcr y Johnson 1991; Parker y cals .. 

199 1) Y Babesia 12md.s: (BOse y col s., 1990) entre otros. En el presente trabajo se 

empleó este vector para subclonar el inserto de ADNe de la clona Ts-3, la cual codifica 

para un péptido de T. spj rali s, el cual comparte detcnninantes antígenicos con los 

antígenos de superficie/est icosorna del parásito. El empleo del pGEX-3X pennitió la 

purificación del péplido de T. spjralis fusionado a la Glutatión S-trasnferasa mediante 

el uso de una cromatogratia de atinidad empleando GIUlatión reducido y bajo 

condiciones no desnaturalizantes. La proteína de fusión purificada se obtuvo a una 

concentración de 5 a 10 rnglrnllo cual concuerda a lo reportado por Smith y Johnson 

(1988), quienes obtuvieron alrededor de 8 mg/ml de una proteína de fusión expresada 

en el vector pGEX-3X y purificada empleando el mismo tipo de cromatografia descrita 

en este trabajo. El ánal isis elcctroforético del péptido purificado reveló una sola banda 

de proteína con peso molecular de 28 kDa (Fig. 12). De esta fo rma la expresión y 

purificación de l péptido recombinante de T, spjralis fue altamente eficiente empleando 

este vector. Asimismo, en este trabajo se evaluó mediante un ensayo de EUSA el uso 

de este péptido en el diagnóstico de triqu inelosis porcina. Para reali zar esto, se 

utilizaron sueros de cerdos cuya infección con T. spiraljs se había probado previame-nte 

mediante IET, evidenciándose el reconocimiento de un patrón antigenico característico 

de animales infcctados con el parásito. Además, se demostró la reac ti vidad de estos 

sueros hacia los antígenos de superficie/esticosoma purificados de la larva muscular de 

T, s¡2iralis empleando un ensayo de EUSA. Los resultados obtenidos en el ensayo de 

EUSA empleando el péptido recombinante purificado demostraron que 21 de los 26 

sueros de cerdos infectados con T. spiraljs reconocieron al péptido de fusión, 

confiriendo una sensibilidad del8l % (Tabla 7) y una especificidad del 100 % (Tabla 

8), Es importante hacer notar que la sensibilidad del ensayo de ELlSA empleando el 

péptido recombinantc purificado a.umentó al incrementarse la dilución de los sueros de 

cerdos infectados con el parási to, de tal forma que a la dilución 1 :25 se obtuvo una 
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sensibilidad del 27 % comparado con una sensibilidad del 81 % a la dilución 1:100 

(Tabla 6). Los resultados obtenidos en este trabajo de tesi s sugieren la utilidad del 

péptido recombinante de T. spjralis en el diagnóst ico de triquinelosis porcina. Sin 

embargo la sensibilidad del ensayo aún podría aumentarse reduciendo la reactividad de 

los sueros empleados hacia la Glutatión S-transrerasa, lo cual pcnnitiria reducir los 

valores de D. O. de los sueros de cerdos no infectados y por consiguiente un punto de 

corte más bajo, obteniéndose menos falsos negativos. Lo anterior se puede realizar 

mediante el uso del Factor X el cual reconoce una secuencia específica en la proteína 

rccombinante libérandose el péptido de I. spjralis. Otro aspecto que debe ser 

considerado es el tiempo que los sueros son mantenidos en congelación, ya que se ha 

reportado que pueden ocurrir reacciones inespecíficas o perdida de reactividad cuando 

las muestras de suero son mantenidas en congelacion por periodos mayores de 3 meses 

(van der Lcek y cols. , 1992). 

Por otro lado, el empleo en este tipo de ensayos de una mezcla de péptidos 

recombina.ntes redituaría en una mayor sensibilidad, ya que aumentaría el número de 

epítopos a reconocerse por los sueros de animales infectados con 1. spjralis, 

eliminando los problemas inherentes a la heterogeneidad de la respuesta inmune del 

huésped. En otras parasitosis como en el caso de oncocercosis, el empleo de 3 

proteínas recombinantes en un ensayo de ELISA confirió una sensibilidad del 96 % 

comparable a la obtenida con un extracto total de Onchocerca volvulus (Bradley y 

cols. , 1993). Asimismo, lo anterior se ha demostrado en el diagnóstico de Echjnococus 

mult jlocularis (Gottstcin y cols. , 1993). 

El uso de péptidos síntet icos también permitiría reducir las reaccIOnes 

inespecíficas haciendo posible la ulil ización de una mezcla de ellos (Vergara y cols .. 

1992). A este respec to existen numerosas evidencias que demuestran que el uso dc 

péptidos sintéticos ha pennitido desarrollar métodos de diagnóst ico altamente sensibles 

y específicos en otros parasitosis (Hcmmings y McManus, 1989 y 1991; Mü!ler y 
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cob. , 1989; Felleisen y Gottstein, 1993; Gotlstein y cols., 1993; Tenter y Johnson, 

1991). 

En cuanto al uso de péptidos recombinantes como vacunas, MitcheH (1984) ha 

considerado algunas ventajas en éstas, que incluyen: a) Mejor control de calidad y 

monitoreo de la estabilidad de la vacuna, b) La probabilidad de evitar inducir 

respuestas inmunes no deseadas, reacciones tóxicas y efectos dañinos después de la 

vacunación y c) Obtención de antígenos recombinantes de organismos de diferentes 

estadios del ciclo de vida de éstos, que simplemente no pueden ser obtenidos en 
t 

grandes cantidades. 

Así. la utilizac ión de péptidos recombinantes en la inducción de inmunidad 

prott:ctora contra diferentes parasitosis ha sido exitosa. Gottstein y cols. , ( 1990) 

empicaron péptidos recombinantes para inducir una respuesta inmune humoral y 

celular en ratones y perros infectados con Salmonella typbjmurjum en la cual habían 

clonado el gene ll/3-10 del parásito EchjnQcoccuS multilocularis. La vacuna 

recombinamc se denominó S,. typhjmurjum+pVM 1113-10 y fue administrada por 2 

vías: la subcutánea y la oral. Se observó que los niveles de anticuerpos fueron mayores 

en animales que recibieron la vacuna por vía subcutánea y que la respuesta humoral y 

celular fue aumentada después de la administración de la vacuna. Así, es evidente que 

la elección del péptido y la vía por la cual se presenta el mismo al sistema inmune 

pueden ser factores crí ticos a considerar cuando se apliquen péptidos recombinantes o 

sintéticos corno vacunas. 

Por otro lado, Johnson y cols. (1989) emplearon una proteína recombinante de 

Taenia uYis fusionada a Glutatión S-transferasa en la vacunación de ovejas 

observándose una protección del 94 % contra el desafio con los huevccillos del 

parásito. Un aspecto importante de mencionar es el hecho de que la misma proteína 

fusionada a B-galactosidasa no indujo protección. Con respecto a la uti li zación de 

vacunas moleculares en la inmunoprofi lax is de triquinelosis, sería de interés evaluar el 
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uso del péptido recombinante de r. spiralis obtenido en este trabajo de tesis en la 

inducción de una respuesta inmune en contra de la infección por el parásito. Lo 

anterior, en base a que esta proteína de fusión comparte detenninantes antígenicos con 

los componentes de superficie/esticosoma de la larva muscular del parásito los cuales 

participan en la inducción de protección en contra de la infecc ión (Ortega-Pierres y 

cols. 1989; Jarvis y cols. , 1992) . Además, el péptido recombinante no esta glicosilado 

, por lo que su uso permitiría determinar la participación dc la parte proteíca de estos 

antígenos en la inducción de protección. El hecho que existen anticuerpos dirigidos 

contra este péptido en el suero de cerdos infectados tanto natural como 

experimentalmente con J . spjralis demostrados en esta tesis tanto por ELlSA como por 

JET es una evidencia de la inmunogenicidad de estos antígenos. 

Por otro lado, el empico de péptidos sintéticos en la inmunoprofilaxis de 

infecciones parasitarias es una altemativa a la utilización de péptidos recombinanles, 

un ejemplo de esto es el estudio realizado por Patarroyo y cols. (1988). Estos autores 

emplearon la vacuna denominada SPf(66)30, la cual es una mezcla de 3 péptidos 

sintéticos (83.1 , 55.1 Y 35. 1) del merozoito de plasmodjum falciparum. obteniéndose 

una supresión en el desarrollo de la parasitemia en voluntarios humanos inmunizados. 

Esta es la primera vacuna elaborada y probada en humanos la cual confiere un buen 

grado de protección contra el estadio sanguineo asexual de plasmQdjum falciparum. 

Más recientemente MiHet y cols. (1993) evaluaron la inmunogenicidad de la vacuna 

SPf66 contra Plasmodujm falcjparum en seres humanos voluntarios. El resultado de 

este estudio señala que la inmunización con la vacuna induce títulos elevados de 

anticuerpos contra los péptidos sintéticos mostrando así la presencia en estas moléculas 

de epítopos para células B, confiriendo un 79 % de protección. 

Es evidente que el empleo de antígenos recombinantes o sintéticos de L 

spjraljs tanto en el diagnóstico como en la inmunoprofi laxis de la triquinelosis 

permitirá desarrollar medidas de control de esta infección en áreas endémicas 
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rcdituando finalmente en el control de la transmisión de esta parasitosis al humano. 



CONCLUSIONES 

1. Se obtuvieron 24 clonas recombinantes por subclonación del ADNe de la 

clona Ts·3 en el vector pGEX-3X y en 6 de ellas se demostró la presencia del 

inserto clonado. 

2. La clona 3.11 que fue seleccionada de las clonas recombinantes 

obtenidas expresó eficientemente el péptido recombinante de I. spiraljs, despues 

la inducción con lPTG. 

3. Se obtuvo un alto rendimiento en la purificación del péptido 

recombinantc (5 a 10 mgllOOml) por cromatografia de afinidad empicando 

Glutatión acoplado a Sefarosa 48. 

4. El análisis electroforético del péptido recombinante purificado mostró la 

presencia de una sola banda proteíca de 28 kDa, calculando así que el péptido 

clonado de I. spiralis tiene un peso molecular de 2 kDa. 

5. El empleo del péptido recombinante purificado de I. spiralis permitió 

detectar con una sensibilidad del 81 % a sueros de cerdos infectados natural )' 

experimentalmente con el parásito. 

6. La especificidad del ELISA empleando el peptido recombinante con 

sueros de cerdos infectados con otros parásitos fue del 100 %. 

7. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis mostraron que el 

péptido recombinante de I. spiralis es útil en el diagnóstico de triquinelosis 

porcina. 
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APÉNDICE A 

FENOL SATURADO 

El fenol se destiló y se congeló, el pH era menor a 7.8. se sacó el fenol del 

congelador y se dejó que se descongelara a T. A. , después se calentó a 68°C y se le 

agregó hidroxiquinoieina a una concentración final de 0.1 %. Después de hervir el 

fenol se le adicionó un vo lumen igual de Amortiguador Tris-Hel 0.5 M. pH 8.0 a T. 

A., se mezcló durante 15 min, cuando las 2 fases se habían separado, se aspiró la fase 

acuosa. Después se adicionó un volumen igual pero de Amortiguador Tris-I-ICI 0.1 M, 

pH 8.0 al feno l y se agitó de nuevo por 15 min a T. A .. se removió la fase acuosa y se 

repitieron las extracciones hasta que la fase fenólica tenía un pH mayor de 7.8 (medido 

COII papel indicador de pH). Cuando el fenol ya había sido equilibrado se le adicionó 

0.1 volumen de Amortiguador Tris-Hel 0. 1 M (pH 8.0) conteniendo 0.2 % de 3-

Mcrcaptoctanol. y se mantuvo en congelación hasta su utilización. 
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APÉNDICE B 

GENECLEAN 

Protocolo para aislar y limpiar ADN de un gel de agarosa de bajo punto de 

fusion o Se cortó la banda del gel de agarosa de bajo punto de fusión en donde se 

encontraba el ADN de la clona Ts-3 y se añadieron 3 vo lúmenes de la solución de 

Yoduro de Sodio del Kit (Gene Clcan, Bio 101 ) volumen a volumen correspondiente al 

pedazo recortado del gel de agarosa de bajo punto de fusión, se dejó 3 min a 42°C y se 

depositaron 5 J.ll de glass milk del Kit, resuspendiendo las perlas con la solución del 

ADN y el Yoduro de Sodio, después se centrifugó (centrífuga cppendarf) a 10000 rpm 

por 30 seg. se decantó el sobrenadante y las perlas de vidrio con el ADN se lavaron 3 

veces con New Wash del Kit resuspendiendo las perlas en esta solución y 

centrifugando en cada lavado a 10000 rprn por 30 seg. Posteriormente se 

resuspendieron las perlas en 1 O ~I de agua estéril, se incubaron 3 min a 42°C y se 

centrifugaron a 10000 rpm por 30 seg. Se extrajo la fase acuosa y se llevó a un gel de 

agarosa (Ultra Pure, BRL) al 0.8 % en presencia de bromuro de etidio, para ver la 

concentración del ADN limpiado. 
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APÉNDlCEC 

MEDIOS DE CULTIVO (por litro) 

SOR 

Saeto tri pIona 20.0 g, Extracto de Levadura 5.0 g, Cloruro de Sodio 0.5 g, 

aj ustar el pH a 7.5 con KOH. 

LURIA 

Saeto tri pIona 10.0 g, S aeto Levadura 5.0 g, Cloruro de Sodio 5.0 g. 

Psi-b 

Extracto de levadura 5.0 g, Sacto triplona 20.0 g. Sulfato de Magnesio 

2.0 g ajustar el pH a 7.6 con KOH . 

SM 

Cloru ro de Sodio 5.8 g, Sulfato de Magnesio 2.0 g, Tris-HCI l M pH 7.5 

50 .0 mi , Solucion de Gelatina al 2% 5.0 mI. 
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APÉNDICE D 

Amortiguadores 

PBS 

Cloruro de Sodio 150 mM. Fosfato de Sodio Dibásico 16 mM, Fosfato de 

Sodio Monobásico 4 mM ajustarcJ pH a 7.3. 

T BF 1 

Acetato de Potasio 30 mM, Cloruro de Rubidio 100 mM. Cloruro de Calcio 10 

mM, Cloruro de Manganeso 50 mM, Glicerol 15 % ajustar el pH 5.8 

con 0.2 M de Acido áce tico. FILTRAR 

TBF 2 

MOPS 10 mM, Cloruro de Calcio 75 mM, Cloruro de Rubidio 10 mM 

Glicerol 15 % ajustar el pH 6.5 con KOH. FILTRAR 

Alka li·strip 

Dietilamina 50 mM, Deoxicolato de Sodio al 2% pH 11 .5. 

Amortiguador de Columna 

Tris-Hel 20 mM, Deoxicolato de Sodio al 0.5% pI-! 8.3 

Pre-s trip 

Glicina 50 mm, Deoxicolato de Sodio al 2% pH 9.3 

Tris-Boratos 5X 

54 g Trisma-base. 27.5 g Acido Borico, 20 mi EDTA al 0.5 M pH.8.0 

Colorante 6X 

Azul de Bromofenol 0.25 %, Xilen Cianol FF 0.25 %, Glicerol 30 %. 

Amort iguador pa ra extratción rápida de AON 

Cloruro de Sodio 100 mM, EDTA 10 mM, Tris 2 mM pH 7.5 .. 

Se! 

Lisozima 2 mglml, Glucosa SO mM, EDTA lO mM. Tris-HC125 mM pH 8.0 

9" " 



Amortiguador de Carbonatos 

Carbonato de Sodio 1.59 g. Bicarbonato de Sodio 2.93g. pI' 9.6 

Amortiguador para Electroforesis 

Tris·base 3.02 g, Glic ina 14.4 1 g. Y 5 mi de SDS al 20 %, afo rado <1 1 litro 

pI' a 8.3. 

Amortiguador de transferencia 

12.1 1 g de Trisma base, 57.68 g de Glicina y 800 mI de Metanol , aforado a 4 

litros durante I hr a 4°C con cambios de la so luc ión cada 30 mino 

Soludon Sustrato para inmunoelectrotransferencia 

20 mI de PBS, 4 mi de un stock 6X de 4-cloro- l -naftol en Metanol abso luto: 3 

mg/ml. y 8 ~ I de Peróxido de Hidrógeno al 30 %. 



APÉNDICE E 

EL ECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO 

CONDIC IONES RED UCTORAS (SDS-PAGE). 

Para la elaboración de geles de po li acrilamida en presencia de Duodecil Sulfato 

de Sodio (S DS-PAGE) fue necesario preparar las siguientes soluciones stock. 

l . Amort iguador para el gel concentrador (BGC 8X). 

Trisma base 2 M pH 6.8 (50 mi), SOS ¡:¡] 20 % (4 mi ), aforar a 100 m i con agua 

bidcstilada. 

2. Amortiguador para el gel espaciador (BGE SX) . 

Trisma base 2 M pH. 8.8 (187.5 mi), SDS 20 % (5 mi ). aforar a 200 mi con agua 

bidesti lada . 

3. Acrilamida 30 % IBisacril arnida 0.8 %. 

Acrilarnida 60 g, N'N'-metilen-his-acril amida 1.6 g, Glicerol 60 mi , aforar a 200 011 

con agua bidestilada y posteriormente filtrar varias veces. 

4. Amortiguador de Muestra 5X. 

Trisma base 2M pH.6.8 (0.78 011). SDS 20 % (2.5 m i), Gl icerol (0.97 mi). Azul de 

I3romofenol al 2% en glicero l al60 % (25 ~l). ll evar a 5 mi con agua bidesti lada. 

PREPARAC ION DE LOS GELES DE POLlACRlLAMIDA-SDS AL lO 'lo. 

CONCENTRADOR AL 5%. 

BGC 8X (0.25 mi), H20 (1.4 1 mi) , AcrillBisaerilamida 30:0.8 % (0.33 mi), N'. N', N'. 

N'-Tetrarnctiletilenediamina (TEMED) (1.5 ~I), Pcrsulfato de Amonio (APS) 10 % (1 2 

~I). 

ESPACIADOR AL 10%. 

BGE 5X (1.88 mi). H20 (4 .44 mi), AcrillBisacrilamida 30:0.8 % (3. 16 mi), TEMED 

(5 ~I) . APS 10% (20 ~I). 
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APÉNDICE F 

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

CATO DO 

ANODO 

FIBiA SCOTr:C~H0~~trll 

PAPEl WHATMAN 
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