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INTRODUCCION

Los nematodos parasitos son los organismos responsables de enfermedades de
gran importancia en los humanos y en animales domésticos. Desde el punto de vista de
la inmunoparasitologia es conveniente considerar separadamente a las especies que
viven exclusivamente dentro de los tejidos de aquellos que habitan s6lamente en el
intestino del hospedero. Los nematodos gastrointestinales tienen una alta prevalencia
en humanos, infectando casi a un cuarto de la poblacion del mundo. causando serias
pérdidas economicas en ganado, ovejas y otros organismos (Wakelin y cols., 1993).
Entre éstos se encuentran: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator
americanus, Ankyvlostoma duodenale y Trichinella spiralis. Estos pardsitos presentan
una amplia diversidad en cuanto a tamarfio, biologia y ciclo de vida. La infeccion en el
hospedero puede ocurrir mediante la ingestion de huevecillos o larva infectiva
(Ascaris, Toxocara, Trichostrongyles gastrointestinal, Trichuris), por penetracion en la
piel de la larva (Strongyloides), o por la ingestion de otros hospederos infectados
(Angiostrongylus, Capillaria, Trichinella). (Tabla 1).

El desarrollo de estos parasitos depende en gran medida de la biologia de cada
uno de ellos, de este modo, la caracteristica de los estadios infecciosos de todas las
especies es principalmente de un tamafio relativamente pequeiio (< 1 mm), pero el

tamano en los estadios adultos varia considerablemente, de unos milimetros

(Strongyloides, Trichinella) hasta de varios centimetros (Ascaris).



TABLA 1.

Principales nematodos que parasitan a humanos y animales domésticos.

Nematodos Estadio asociado con Localizacion de la

la enfermedad. enfermedad.

EN HUMANOS

Angiostrongylus Larva Sistema Nervioso Central
Adulto Intestino
Anisakis Larva Intestino
Ascaris Larva Higado, Pulmon
Adulto Intestino
Capillaria Adulto Intestino
Strongyloides Larva Tejidos
Adulto Intestino
Toxocara Larva Tejidos (0jos)
Irichinella Larva Musculo
Adulto Intestino
Trichuris Adulto Intestino
EN ANIMALES DOMESTICOS
Dictyocaulus Adulto Pulmon
Trichostrongyles
Gastrointestinal Adulto Intestino

Tomado de Wakelin y cols. (1993).
Un aspecto importante en todos los parasitos es el que poseen una cuticula de

colageno, la cual proporciona al organismo cierto grado de proteccidén contra el



ambiente fisicoquimico del hospedero, y contra algunos mecanismos protectores del
mismo. La organizacion estructural de estas capas varia entre las especies, pero se ha
encontrado que todas expresan moléculas antigénicas hacia las cuales el hospedero
reacciona fuertemente. Asimismo se sabe que la cuticula de los parasitos es el blanco
de ataque por macrofagos, granulocitos y plaquetas via citotoxicidad mediada por
celulas 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 cuales presentan una fuerte respuesta inmune hacia el hospedero. Esas
moleculas estan asociadas con la alimentacién, penetracion a los tejidos, excrecion,
reproduccién 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 Trichinella y Toxocara tienen estadios larvales en los cuales se
les localiza dentro de los tejidos y es en contra de estos estadios hacia los que se

generan las reacciones inflamatorias. (Wakelin y cols., 1993).

BIOLOGIA DE Trichinella spiralis.

El nematodo parasito Trichinella spiralis es el causante de la enfermedad
conocida como triquinelosis y afecta principalmente a mamiferos carnivoros,
constituyendo un problema de salud mundial tanto publica como veterinaria.

La enfermedad se transmite al humano principalmente mediante el consumo de
carne de cerdo mal cocida infectada con la larva muscular de T. spiralis. aunque
recientemente se tiene conocimiento que también carne de animales como el oso,
caballo, camello, zorro, étc, es una fuente importante de la transmision de la
enfermedad al humano.

La triquinelosis es una enfermedad que se presenta en gran variedad de
hospederos, incluyendo al hombre, en afios recientes ha cobrado gran importancia

debido al hecho de que las fuentes de transmisiéon en varios paises no han sido
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controladas adecuadamente. por lo cual, se han reportado brotes de triquinelosis en
diversas zonas del mundo. (Martinez-Maranén, 1983, 1985; Pozio y cols., 1989;
Hernandez y cols., 1992).

En Meéxico se han conocido casos de triquinelosis desde finales del siglo
pasado, sin embargo, no fue sino hasta la década de los afios 70 que se empezaron a
estudiar seriamente algunos brotes epidémicos, ocurridos en diferentes estados de la
Republica Mexicana (Martinez-Maraiion, 1983, 1985; Hermandez y cols., 1992).

En uno de estos estudios realizado por Martinez-Marafion (1983) se
encontraron 158 casos (3 defunciones) que fueron confirmados en su mayoria por
biopsias y donde la fuente principal de infeccion fue, cuando se pudo detectar, carne de
cerdo procesada en forma de chorizo o "al pastor".

En 1992 se reportaron 166 casos de triquinelosis 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 tenia el sello del Rastro
Municipal de Cd. Delicias, (Hernandez y cols., 1992). En base a esto, es evidente que
¢s necesario que la deteccion de animales infectados por T. spiralis se realice de una
manera mas segura empleando métodos de diagndstico mas sensibles que la
iriquinoscopia (biopsia de musculo), la cual se emplea actualmente en los rastros.

Por otro lado, ya que el consumo de carne de cerdo es generalizada en todo el
pais. 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 clandestina ocurre con

mucha frecuencia (Aluja, 1982).

CICLO DE VIDA DE T. spiralis.
Una vez que el hospedero ingiere la carne contaminada con el parasito, mediante la
accion de enzimas y el ambiente estomacal las larvas musculares se liberan de la

estructura conocida como célula nodriza. Después de 4 a 6 dias de la ingestion de la



carne, las larvas musculares se establecen en el intestino delgado y el parasito sufre
varias mudas hasta madurar a organismos hembras y machos adultos. Posteriormente
se lleva a cabo la copula, y las hembras liberan a las larvas recién nacidas las cuales
atraviesan la mucosa intestinal y migran al muisculo via sangre o sistema linfatico, al
llegar al musculo 17 a 21 dias después de la infeccién inicial penetran a las células
musculares y se desarrollan a larva muscular, transformandose la célula muscular en
célula nodriza (Fig. 1). Durante este cambio se agregan las mitocondrias, se alarga el
nicleo, aparecen nucleos prominentes y se¢ forma una cubierta gruesa de colagena,
desarrollandose 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 metabdlicos y productos derivados del
parasito al espacio extracelular (Stewart, 1983).

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

eventualmente mueren en esos sitios (Murrell, 1985a).

TRICHINELLA SPIRALIS

LARVA RECIEN NACDA : : o
CIRCULA POR SISTEMA
SANGUINEO

L1 LARVA ENQUISTADA |
I ENMUSCULO ESTRIADO

@;,;'

LARVA RECIEN NACIDA /4
PASA A TRAVES DEL £ 8
SISTEMA LINFATICO

N Sz

CARNE INFECTADA INGERIA
POR
HOMBRE

CERDOS
ANIMALES SILVESTRES

LARVA L1 PENETRA EPITELIO
DEL INTESTIND ¥ MADURA A
ADULTO

= Q“"

Fig. 1 Ciclo de vida de T. spiralis. Tomado de Murrell (1985a).
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SINTOMATOLOGIA.

El grado de sintomas clinicos presentados durante Ja infeccion por 1. spiralis
depende del nimero de larvas ingeridas, asi, la ingestion de 500 o mas larvas puede
producir una enfermedad de moderada a severa. Durante las primeras semanas de la
infeccion se presentan signos gastrointestinales tales como nausea y dolor abdominal:
subsecuentemente cuando la larva muscular ha penetrado las células musculares se
presentan sintomas como dolor muscular, edema facial, fiebre v eosinofilia (Murrell.
1985). Algunas veces las larvas invaden el miocardio y causan la muerte casi inmediata
de sus hospederos. Algunos de los sintomas clinicos presentados por los pacientes
triquinelosos durante el brote sucedido en Cd. Delicias Chihuahua (Hernandez y cols..
1992) se especifican en la Tabla 2

La triquinelosis es una enfermedad en la cual los sintomas se pueden confundir
con salmonelosis, dengue. mononucleosis infecciosa. intoxicacion por metales o
pesticidas, étc, el diagnostico definitivo se establece mediante la observacion directa
del parasito en el musculo.

Recientemente se¢ ha elaborado una lista de sintomas y signos especificos e
inespecificos utiles para el diagnostico de la enfermedad. (Tabla 3).

Debido a que la enfermedad es escasamente diagnosticada y algunos de los
sintomas presentados se comparten con otras parasitosis es importante el desarrollar
meétodos de diagnodstico de la triquinelosis que sean especificos y sensibles y que se
puedan, asimismo, aplicar en la deteccion de animales parasitados con T. spiralis y de

esta forma evitar su consumo por los humanos.

)



TABLA 2

Sintomas Clinicos

Sintoma %o

Sindrome febril 100
Ataque al estado general 100
Polimialgias 85.5
Edema palpebral 72,7
Cefalea 71.1
Edema conjuntival 64.4
Nduseas 60.2
Edema facial 57.8
Dolor abdominal 512
Vomito 47.6
Artralgias 46.4
Fotofobia 45.8
Conjuntivitis 42.4
Diarrea 39.1
Dolor 6seo 39.1
Vision borrosa 36.1
Disfagia 19.9
Edema de manos 18.1
Edema de pies 12.6

Tomado de Hernandez y cols. (1992).



TABLA 3

Criterios para el diagnéstico de triquinelosis.

Especificos Inespecificos

Mialgias generalizadas Dolor abdominal

Mialgias oculares Diarrea

Edema de parpados, cara y manos Vomito

Postracion Pérdida de peso
Exantemas

Tomado de Herndandez y cols. (1992).

INMUNOLOGIA DE T. 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 estimulo antigenico complejo para el hospedero. el que monta una

respuesta humoral vy celular especifica (Wakelin y Denham, 1983).

ANTIGENOS DE T. spiralis.

Diversas moléculas derivadas de diferentes compartimientos del parasito se han
identificado v caracterizado bioquimicamente, demostrandose que las moléculas de
interés inmunolégico presentes en el parasito son principalmente los productos de
secrecion-excrecion (producidos por el esticosoma) y la superficie/esticosoma de la

larva muscular de T. gpiralis (Fig. 2) participando activamente en la induccion de
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mmundad protectora (Bell v cols.. 1979: Silberswein, 1983: Ortega-Picerres v cols .

[989: CGamble v Graham 1984a)

Figura 2. Trichinella spiralis. A) « - esticositos, B) [} - esticositos, O) cuticula,

() intestino.,

a) ANTIGENOS DE SECRECION-EXCRECTON.

Despommier v Laceett (198 1a) reportaron ¢l fraccionannento de los antigenos
de la larva muscular de 1. spiralls por medio de una columna de Setacry | S-200. Asi,
ei este estudio se demostrd el uso de una traccion soluble (83) de la larva muscular de
. spiralis en la tnduccion de proteccion en ratones. Bl empleo de esta mietodologia

permitio obtener aproximadamente 20 antigenos con un punto isoeléctrico (pl) del

raneo ded4.0a 9.0



Asimismo, se han reportado otros estudios relacionados con la caracterizacion
de antigenos protectores, en ellos el material activo fue aislado del esticosoma de la
larva muscular por medios bioquimicos (Despommier y Laccetti, 1981b; Despommier,
1981) o a través de anticuerpos monoclonales (Silberstein y Despommier, 1984:
Gamble, 1985b), lo cual ha permitido evaluar la participacion de estos componentes
especificos en la inmunidad contra la infeccion por T. spiralis. De estos anticuerpos
monoclonales, Silberstein y Despommier (1984) seleccionaron 3 (8A4.3.1.1, 7B2.3.1.1
vy 4A1.13.1) que poseian ciertas caracteristicas como alta reactividad en ensayos de
inmunoseleccién y especificidad unica.

Los antigenos seleccionados mediante estas columnas de afinidad fueron de
diferentes pesos moleculares (37 kDa, 48 kDa y 50/55 kDa) y cada uno poseia
diferente capacidad en la induccion de proteccion. El antigeno de 48 kDa inducia un
elevado nivel de proteccion a dosis bioldgicamente relevantes (1.0 y 0.1 pg de
proteina/raton). El antigeno de 50/55 kDa inducia un menor nivel de proteccion (31 %)
comparado con el antigeno de 48 kDa (45 %), pero es mas efectivo comparado con el
antigeno crudo a dosis similares (17%). El de 37 kDa present6 proteccion sélo a una
dosis de 50 pg de proteina/raton (44 %), y no fue tan efectivo como el antigeno crudo a
ninguna dosis.

Estudios de inmunocitolocalizaciéon empleando inmunoperoxidasa en tejidos
infectados con la larva muscular indicaron que el antigeno de 48 kDa esta localizado en
los B-esticositos, en el intestino y en la superficie de la cuticula. El antigeno de 50/55
kDa fué detectado en los a-esticositos y ocacionalmente se detecto en el intestino o en
la cuticula. El antigeno de 37 kDa se encontrd solamente en el pseudoceloma.

Por otro lado, Gamble y Graham (1984b) obtuvieron el anticuerpo 7C2C5 el
cual reconoce los productos de secrecion-excrecion de 1. spiralis. Mediante ensayos de
difusion en gel y la autoradiografia de geles de SDS se demostré que este anticuerpo es

de isotipo de IgM (Gamble y Graham, 1984b). El 7C2C5 reconocié por

24



inmunoelectrotransferencia a 3 proteinas de secrecidon-excrecion con pesos moleculares
de 53, 49 y 45 kDa. Ademas, por estudios inmunocitoquimicos se demostré que este
anticuerpo reconoce especificamente el esticosoma de la larva muscular de T. 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 antigenos purificados son capaces de inducir proteccion en ratones ante un
desafio oral en niveles comparables con los obtenidos usando los productos de
secrecion-excrecion crudos de la larva muscular de T. spiralis, confiriendo una
protecciéon del 60 al 80 % a ratones infectados experimentalmente. Durante estos
ensayos se observo una reduccion significativa en la fecundidad de las hembras y una
reduccion de la larva muscular (Gamble, 1985b). (Tabla 4).
TABLA 4.

No. de parasitos recuperados de ratones inmunizados con los productos de
secrecion-excrecion crudos de la larva muscular de T. spiralis o con los antigenos

Ts49 y Ts53 purificados con el anticuerpo monoclonal 7C2CS.

Tratamiento Adultos LRN Larva

Muscular
Control 47.3+2.7 117.412.6 20695+2983
S-E  10pg 27.7+£3.2 (41%) 74.6+3.9 (36%) 71681801 (65%)
Ts49,Ts53 Spg 22.6+2.1 (52%) 98.5+2.7 (16%) 61001076 (71%)

S-E= Productos de secrecion-excrecion.
LRN= Larva recién nacida.

Tomado de Gamble (1985b).



b) ANTIGENOS DE SUPERFICIE/ESTICOSOMA.

La cuticula de los pardsitos nematodos ha sido considerada como blanco de la
respuesta inmune (Ogilvie y Philipp, 1980). Philipp vy cols. (1981) llevaron a cabo la
caracterizacion de las proteinas de superficie de T. gpiralis. Empleando técnicas de
marcaje con 1251 y analisis electroforético bajo condiciones reductoras demostraron
que el patrén antigenico de los componentes de superficie varia con respecto al estadio
de desarrollo del pardsito. Esto se baso en la observacion de que ninguna de las
proteinas de superficie/esticosoma expresadas por la larva muscular, el adulto y la larva
recién nacida son idénticas. Asi se determino6 que los antigenos 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, Parkhouse y cols., (1981) demostraron
que las moléculas de 90 y 105 kDa son dimeros de los antigenos de 47 y 55 kDa, asi
mismo, mediante digestion péptidica se puso de manifiesto que existe una homologia
entre las secuencias de estos antigenos. Los autores sugirieron que probablemente las 4
moléculas se originan a partir de un solo gene, cuyo producto posteriormente es
glucosilado y sufre dimerizacion. Por otro lado, algunos investigadores han sefialado
que las proteinas de superficie de T. spiralis son antigenicamente estadio-especificas y
que la respuesta protectora hacia la reinfeccion de ratas y ratones es también estadio-
especifica (James y Denham. 1975; James y cols., 1977; Bell y McGregor, 1979).

El empleo de anticuerpos monoclonales ha permitido caracterizar mas
ampliamente a los antigenos de superficie/esticosoma de este parésito. De esta forma,
Ortega-Pierres y cols. (1984) produjeron anticuerpos monoclonales especificos contra
T. spiralis, uno de ellos el NIM-M1 inmunoprecipita moléculas de 105, 90, 57 y 47
kDa de la larva muscular, otro anticuerpo monoclonal el NIM-M2 inmunoprecipita
tnicamente a dos componentes de 90 y 47 kDa de la larva muscular de T. spiralis. Por

otro lado, los anticuerpos monoclonales NIM-M3, NIM-M4, y NIM-M7
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inmunoprecipitan a moléculas de 40 y 20 kDa del organismo adulto. Mediante ensayos
de inmunofluorescencia empleando a parasitos intactos se demostré que el anticuerpo
monoclonal NIM-M1 y el NIM-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
solo el 6rgano copulatorio de el macho adulto (Ortega-Pierres y cols.. 1984, 1987).
Ensayos inmunocitoquimicos realizados por McLaren y cols. (1987). demostraron que
el anticuerpo monoclonal NIM-MI1 reconocia la superficie de la larva muscular, sin
embargo, también reaccionaba con el esticosoma, sugiriéndose que este ultimo
sintetiza y secreta estos componentes de superficie (por lo cual se les denomina como
antigenos de superficie/esticosoma). Asimismo este anticuerpo reconocio el esticosoma
del adulto.

Un aspecto que fue abordado por Ortega-Pierres y cols. (1989) fue el analisis de
los antigenos reconocidos por el anticuerpo monoclonal NIM-M1 en cuanto a su
capacidad de inducir proteccion. En sus estudios observaron que los sueros de ratones
infectados experimentalmente con 1. spiralis reconocieron en un ensayo de
inmunoelectrotransferencia componentes de 47, 52, 67 y 72 kDa. Estos antigenos
fueron purificados empleando el anticuerpo monoclonal NIM-M1 y se emplearon para
inmunizar ratones BALB/c. Asi estos autores demostraron que los antigenos
purificados de superficie/esticosoma indujeron proteccion (60 a 80 %) en ratones
BALB/c en contra del desatio con T. spiralis.

Arriaga y cols. (1989) demostraron en ensayos de inmunoelectrotransferencia
que los sueros de cerdos infectados experimentalmente con T. spiralis reconocian
principalmente a los antigenos de superficie/esticosoma de la larva muscular de T.
spiralis. Asimismo, mediante este ensayo fue posible detectar la presencia de
anticuerpos dirigidos contra los componentes de superficie a partir del dia 14 después
de la infeccion.

Takahashi y cols. (1990) demostraron mediante microscopia electronica e



inmunolocalizacién con oro coloidal que los sueros provenientes de seres humanos con
triquinelosis reconocian a los antigenos de la larva muscular de T. spiralis. Asimismo,
Robinson y cols. (1991) llevaron a cabo un estudio en el cual se emplearon sueros de
seres humanos y de ratones con triquinelosis, demostrando que los antigenos de 41, 46
y 55 kDa fueron principalmente reconocidos por estos sueros. Lo anterior indica que
estos antigenos son inmunodominantes ya que son reconocidos por diversos
hospederos.

En 1991, en Biltoven (Holanda) varios grupos de investigacion realizaréon un
Taller Internacional para analizar la reactividad de diferentes anticuerpos monoclonales
y policlonales dirigidos contra diferentes preparaciones antigenicas provenientes de los
tres estadios de desarrollo de T. spiralis. En este Taller se llevarén a cabo tanto el
analisis de extractos totales del parésito como de los productos de secrecion-excrecion
y de los de superficie/esticosoma de la larva muscular por medio de ensayos de ELISA,
Inmunoelectrotransferencia e Inmunoprecipitacion.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio los antigenos de T. spiralis
se clasificaron en diferentes grupos, de acuerdo principalmente a su reconocimiento
por los diferentes anticuerpos. (Tabla 5).

Los antigenos de superficie/esticosoma y de secrecién-excrecion quedaron
considerados dentro del grupo TSL-1 (Appleton, 1991).

Este grupo de antigenos (TSL-1) son inmunodominantes, reconocidos por una
gran variedad de huéspedes. Recientemente se caracterizaron los antigenos TSL-1,
demostrandose que el epitopo responsable de la inmunodominancia de estas moléculas
es de naturaleza de carbohidrato (Wisnewski y cols., 1993). Mediante el uso de
cromatografias de gas/espectrometria de masa se han identificado y cuantificado los
monosacaridos presentes no s6lo en los antigenos TSL-1, sino también en los extractos
crudos de la larva muscular y en los productos de secrecion-excrecion. El hallazgo mas

importante hasta ahora es la identificacion de un azucar 3,6-dideoxihexosa (tivelosa)



presente en cantidades molares relativamente elevadas en los antigenos de TSL-1. Este
residuo glucosidico no es muy comun en antigenos de microorganismos ya que solo se
ha reportado en ciertos lipopolisacaridos de bacterias Gram negativas y en huevecillos
de Ascaris. Otra caracteristica importante en la composicion de carbohidratos de los
extractos crudos de la larva y antigenos TSL-1 fue el que se detecté una elevada
concentracion de fucosa; tanto las tivelosas y 83 % de fucosas estan presentes en los
residuos terminales no reductores, lo cual esta de acuerdo con la hipotesis de que uno.
0 ambos azicares estan asociados con el epitopo inmunodominante de los antigenos de
TSL-1. La identificacion y caracterizacion de los carbohidratos especificos de los
antigenos de TSL-1 puede permitir llevar a cabo estudios mas detallados sobre la
participacion de estos carbohidratos en la inmunobiologia de las infecciones por T.

spiralis (Wisnewski y cols., 1993).
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TABLA 5.
Clasificacién de los antigenos de T. spiralis de acuerdo al consenso realizado en el

Taller Internacional de Bilthoven (1991) (Holanda).

Antigeno Peso Molecular Anticuerpo Clasificacién
Extractode LM  47-70, 115-120 9D4 TSL-1
PES de LM 45-60 9E6

18H

305

Ho-1

Tsp 130

NIM-M1

7C2CS
Extracto de LM 36 6D8 TSL-2
LM PES de LM 45

Extracto de LM

PES de LM 18 Ho-5 TSL-3

Extracto de LM

PSE de LM 38-40, 45, 49 6B1 TSL-4

PSE de Adulto 40 10E8 TS-A1l
1E11-1G8

Extracto de Adulto 37 Ts-2

Extracto de LRN Ho-2 TS-L/A/LRN

LLRN= Larva recién nacida. PES=Productos de secrecion-excrecion.

LM= Larva muscular. Tomado de Appleton y cols. (1991).

30



DIAGNOSTICO DE TRIQUINELOSIS.

El control de la transmisién de la triquinelosis hacia el humano se pueden llevar
a cabo a diferentes niveles. Uno de estos niveles incluye la prevencién de la
adquisicion de la infeccion 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 asi la posibilidad de
adquirir la infeccion. Esto puede ser por el consumo de restos de ratas infectadas con T.
spiralis las cuales participan en este proceso como "reservorios" del parasito, asi como
por canivalismo de cerdos infectados con el parasito (Campbell, 1983; Murrell y cols.,
1987).

Asimismo, un aspecto importante que debe considerarse es el hecho de que los
animales silvestres son reservorios importantes del parasito, lo cual dificulta las
medidas de control de esta parasitosis (Kozar, 1968; Andrews y cols., 1969).

Otra de las estrategias de control de la infeccion es en los rastros, en los cuales
se realizan algunos métodos para la deteccion de animales infectados, evitando de este
modo su consumo por humanos. Los métodos de deteccion que se emplean mas
frecuentemente en los rastros son la triquinoscopia y la digestion artificial del muasculo,
con los cuales se puede visualizar directamente al parésito. Otro nivel en el control de
la transmision involucra la inactivacion del parasito; ésto puede realizarse durante el
procesamiento de la carne 6 directamente por el consumidor al cocinar perfectamente
esa carne, de esta forma se puede asegurar que el humano no esta expuesto a esta
parasitosis (Murrell, 1985a).

En México se han reportado estudios que indican la ocurrencia de brotes de
triquinelosis en varios estados de la Republica Mexicana (Martinez-Maraiion, 1983,
1985; Hernandez y cols., 1992). Uno de estos brotes ocurrié recientemente en Ciudad
Delicias Chihuahua e involucré a 166 personas las cuales se infectaron al consumir

chorizo mal cocido. Vale la pena hacer mencion que este producto provenia de un



animal con sello del Rastro Municipal de Cd. Delicias (Hernandez y cols., 1992).

Considerando lo mencionado anteriormente es evidente la importancia de
contar con métodos de diagnostico sensibles y especificos para la deteccion de la
triquinelosis, que permita controlar la transmision de la infeccion al humano.

A este respecto, las pruebas serologicas se consideran métodos utiles en
diagndstico por ser mas sensibles que otros metodos como la deteccion en misculo de
parasitos. Algunas de estas pruebas que se han usado para el diagnostico de la
triquinelosis porcina son fijacién de complemento, aglutinacion de particulas de latex,
hemoaglutinaciéon pasiva, inmunofluorescencia y, mas recientemente métodos
inmunoenzimaticos como el ensayo de ELISA y la inmunoelectrotransferencia
(Ruitenberg y cols., 1975, Ramirez, 1981; Ruitenberg y cols., 1983; Bautista-Garfias,
1985, Arriaga, 1989).

De éstas, el ensayo de ELISA ha sido ampliamente probado en la deteccion de
animales infectados natural y experimentalmente con T. spiralis.

Los primeros estudios en los que se empleo el ensayo inmunoenzimatico para
el diagnéstico de triquinelosis en cerdos fueron realizados por Ruitenberg y cols.
(1975) y por van Knapen y cols. (1976). Posteriomente se demostrd que la sensibilidad
de la triquinoscopia v la digestién artificial es de 3 y 1 larvas por gramo de musculo
respectivamente, en comparacion con el ensayo de ELISA que puede detectar 0.01
larvas por gramo de musculo (Ruitenberg y cols., 1983). Los criterios principales del
uso de las pruebas de diagnostico son la sensibilidad (deteccion de bajos niveles de
infeccion) y la especificidad (eliminacion de reacciones falso-positivas). Con respecto
a la especificidad, el empleo de extractos solubles totales de la larva muscular de T.
spiralis en ensayos de ELISA ha mostrado reacciones cruzadas con otros parasitos de
cerdos (Gamble y cols., 1983). Asi, el uso de extracto crudo de la larva muscular de T.
spiralis en ELISA no permite dicernir entre los sueros positivos y los negativos, debido

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



parasitos, como es el caso de Ascaris. Oesophagostomum, Metastrongylus entre otros.

Esto da como resultado reacciones falso-positivas debido a las reacciones cruzadas con
estos parasitos y reacciones falso-negativas en individuos con una respuesta
inmunologica baja. Sin embargo el empleo de antigenos definidos derivados de la larva
muscular en ensayos de ELISA confieren mayor especificidad al diagnostico de la
triquinelosis (Gamble y cols., 1983; Murrell y cols., 1986).

Asi Gamble y cols. (1983) emplearon antigenos de secrecion-excrecion
purificados por medio de un anticuerpo monoclonal (7C2C5) eliminando reacciones
falso-positivas en sueros de cerdos de granja, demostrandose asimismo la deteccion de
anticuerpos contra la larva muscular de T. spiralis en cerdos con cargas parasitarias
bajas, por lo que ia sensibilidad del ensayo se vié incrementada. Por otro lado, los
antigenos de superficie/esticosoma de la larva muscular purificados mediante
cromatografias de afinidad con el anticuerpo monoclonal NIM-M1 han sido utilizadas
en ensayos de ELISA y comparados con el extracto crudo del parasito y con los
productos de secrecion-excrecion en el diagndstico de triquinelosis porcina. (Arriaga y
cols., 1989). En estos ensayos se emplearon sueros de cerdos infectados natural y
experimentalmente con 1. spiralis, observandose que tanto los antigenos de
superficie/esticosoma como los de secrecion-excrecion confieren una mayor
sensibilidad y especificidad al diagnéstico de la infeccion. (Fig. 3).

En este mismo estudio, mediante un andlisis de inmunoelectrotransferencia
empleando sueros de cerdos infectados con el parasito se observé el reconocimiento de
proteinas con pesos moleculares de 105, 72, 67, 52 y 47 kDa, los cuales corresponden a
los reportados previamente para los antigenos de superficie/esticosoma de la larva

muscular de T. spiralis (Ortega-Pierres y cols., 1989) (Fig. 4).
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Fig. 3. Valores de densidad dptica (D. O.) obtenidos en ELISA empleando sueros
de cerdo infectados naturalmente con T. spiralis provenientes de diferentes
localidades: PO (Paso de Ovejas, Veracruz), P (Paracho, Michoacdn) y T (Toluca,
Edo. de México). En este ensayo se probaron a) extracto crudo, b) antigenos de
secrecion-excreciéon purificados y ¢) antigenos de superficie/esticosoma
purificados de la larva muscular de T. spiralis. Como controles se emplearon
sueros de cerdos no infectados (C) y de cerdos infectados experimentalmente con
T, spiralis (I), asi como sueros de cerdos infectados con Ascaris suum y Trichuris
suis.

Tomado de Arriaga y cols. (1989).
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Fig. 4. Inmunoelectrotransferencia con sueros de cerdos infectados con 1. spiralis,
a)Antigenos de superficie/esticosoma, b) Controles negativos.
Fomado de Arriaga v cols. (1989),

Considerando las evidencias anteriores se considera que tanto los antigenos de
superfice/esticosoma como los de secrecion-excrecion son muy utiles en ¢l diagnostico
de la triguinelosis.

El uso de métodos immunoenzimaticos basados en el uso de antigenos
purificados para ¢l diagnostico a gran escala de 1. spiralis requiere la produccion de
grandes cantidades de antigenos purificados. Esto puede lograrse mediante la

purificacion directa usando cromatografias de afintdad con anticuerpos monoclonales ©



por medio del uso de técnicas de ingenieria genética para clonar los genes que

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

cantidades suficientes para evaluar su uso masivo en el diagnéstico de la triquinelosis.
DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ENFERMEDADES PARASITARIAS,

Recientemente se ha llevado a cabo el estudio molecular de muchos antigenos
parasitarios en los cuales la caracterizacion de las moléculas antigenicas se ve limitada
debido a la dificultad en la obtencién de suficiente cantidad de parasitos y por
consiguiente de sus antigenos. Asimismo, otro de los problemas que se han presentado
es la inestabilidad de ciertas proteinas parasitarias. Asi el uso de técnicas de ingenieria
genética han permitido llevar a cabo la clonacién y expresion de antigenos pardsitarios
en sistemas bacterianos, mediante el uso de vectores de expresion en los cuales se
producen eficientemente los antigenos parasitarios sin la necesidad de contar con el
parasito directamente o con extractos parasitarios.

De esta forma, la tecnologia del ADN recombinante ha permitido el estudio a
nivel molecular de diferentes enfermedades parasitarias. El beneficio principal de esos
avances moleculares es en la facilidad con la cual genes enteros pueden aislarse y
secuenciarse permitiendo estudiar la organizacion gendémica de algunos parasitos asi
como sus relaciones filogenéticas. Ademas las bibliotecas de expresion pueden ser
usadas para clonar genes que codifican para antigenos importantes de parasitos, utiles
en el diagnostico e inmunoprofilaxis de diferentes parasitosis.

En este contexto, el bacteriofago lambda gt11 ha sido el vector mas usado en la
construccion de bibliotecas de expresion, en este vector se encuentra el gene de la B-
galactosidasa de Escherichia coli, el cual tiene un sitio de restriccion para la enzima
Eco RI en su region carboxil terminal (Young y Davis, 1983). La presencia de este
gene permite que el inserto de ADNc clonado se fusione a B-galactosidasa. Los
vectores de expresion mas eficientes son los que tienen promotores fuertes y estan

regulados negativamente por un represor que puede ser inducido por la temperatura o
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mediante algin inductor quimico. La represion eficiente previene la expresion de
proteinas que pueden ser letales para E. coli, hasta que su sintesis se requiera para
llevar a cabo una seleccion inmunologica. En el bacteriofago lambda gtl1 funciona el
promotor de lambda bajo el control del represor ¢ 1857, el cual es activo a 30°C y se
inactiva a 42°C y el promotor lac, el cual puede ser inducido con
[sopropiltiogalactosido (IPTG).

Para llevar a cabo la identificacion de las clonas recombinantes se induce su
replicacion y con ello la sintesis de las proteinas de fusion. Posteriormente se pueden
lisar en un filtro de nitrocelulosa bajo condiciones que propicien la unién de estos
péptidos al filtro.

La seleccion de clonas recombinantes a partir de las bibliotecas de expresion se
puede llevar a cabo mediante el empleo de sueros policlonales o anticuerpos
monoclonales dirigidos contra diferentes componentes del parasito o mediante sondas
de ADN especificas. Otro aspecto que se aborda en la caracterizacion de las clonas
recombinantes de lambda gtll incluye la identificacion de las proteinas nativas del
parasito con las que los peptidos recombinantes comparten determinantes antigénicos.
Esta caracterizacion se puede realizar mediante ensayos de inmunoelectrotransferencia
empleando extractos crudos del parasito y anticuerpos seleccionados con las proteinas
de fusion (Kelly y Blaxter, 1987; Miles y Clark, 1989).

En los Gltimos afios se han reportado muchos trabajos relacionados con la
clonacion de antigenos de diferentes parasitos que son utiles en el diagnostico de las
infecciones que producen: Trypanosoma cruzi (Ibafiez y cols., 1987), Taenia
taeniaeformis (Bowtell y cols.,, 1983, 1984, 1986), Echinococcus multilocularis
(Gottstein y cols., 1983, 1987; Vogel y cols., 1988; MUller y cols., 1989; Hemmings y
McManus, 1989, 1991), Toxoplasma gondii (Tenter y Johnson 1991; Parker y cols..
1991) y Babesia bovis (BOse y cols., 1990) entre otros.

Un problema que se presenta con el uso de los antigenos recombinantes



expresados como proteinas de fusion a B-galactosidasa es el hecho de que los sueros de
los individuos infectados y no infectados con los diferentes parasitos presentan una
elevada reactividad contra la molécula de B-galactosidasa. Asi, la diferenciacién entre
individuos positivos y negativos se dificulta, con lo cual se tiene una sensibilidad muy
baja en los metodos de diagnostico de las enfermedades parasitarias.

Con la finalidad de evitar este tipo de problemas se ha recurrido a la
subclonacion de los insertos en otros vectores que permitan la expresion de las
proteinas parasitarias como péptidos de fusion unidos a otra molécula diferente a -
galactosidasa. Entre estos vectores, el mas usado ha sido el vector de expresion pGEX
(1, 2, 3). Los péptidos que se expresan en estos vectores estan fusionados al extremo
Carboxilo terminal de la Glutation S-transferasa (GST) la cual tiene un sitio de corte
para Trombina y Factor X de coagulacion. Estos tltimos se introdujeron en el extremo
Carboxilo terminal de esta proteina de tal forma que el péptido correspondiente al

parasito se puede remover de la Glutation S-transferasa (Fig. 5).
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La subclonacion de los fragmentos de ADN del pardsito en el vector de
expresion pGEX tiene ventajas tales como el que se expresan como proteinas de fusion
a Glutation S-transferasa de forma estable y en grandes cantidades por mililitro de
cultivo, el que las proteinas de fusion sean solubles en soluciones acuosas y que
puedan ser purificadas bajo condiciones no desnaturalizantes por medio de
cromatografias de afinidad (Smith y Johnson, 1988).

Los vectores pGEX contienen el alelo sobre-expresado lacq del represor lac y
la sobre-expresion de las proteinas de fusion a GST del promotor tac el cual es se
expresa eficientemente bajo la induccion con IPTG.

De esta forma, los diferentes péptidos recombinantes parasitarios expresados en
estos vectores fueron usados en el diagnostico de diversas enfermedades parasitarias,
obteniéndose una sensibilidad mayor comparada con la sensibilidad que se observaba
cuando se emplearon antigenos nativos, Esto permitid diferenciar los sueros de
individuos infectados con respecto de aquellos provenientes de personas no infectadas
obteniendose en algunos casos una especificidad muy alta (Bowtell y cols., 1983,
1984, 1986: Gottstein y cols., 1983, 1987; Vogel y cols., 1988: MUller y cols., 1989,
Hemmings y McManus, 1989, 1991; Tenter y Johnson, 1991; Bose y cols., 1990;

Parker y cols., 1991).

ANTIGENOS RECOMBINANTES EN EL DIAGNOSTICO DE
TRIQUINELOSIS.

En lo que se refiere a la utilizacion de técnicas de ADN recombinante en el
diagnostico de la triquinelosis, en los ultimos afios se ha llevado a cabo la construccion
de bibliotecas de expresion empleando principalmente al bacteriofago lambda gtl1 en
donde se han clonado diferentes componentes de la larva muscular de T. spiralis.

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

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



animales infectados con T. spiralis y no con sueros de animales con otras infecciones.
En ensayos de inmunoelectrotransferencia empleando extractos crudos de la proteina
de fusion y antigenos de secrecion-excrecion de la larva muscular y de un anticuerpo
monoespecifico que reaccionaba con la proteina recombinante. se demostré que esta
comparte determinantes antigénicos con un componente de secrecion-excrecion
(Sugane y Matsuura, 1990).

Por otro lado, Zarlenga y Gamble (1990) clonaron el gene que codifica para
una proteina de 54 kDa, la cual comparte epitopos con un producto de secrecién-
excrecion de la larva muscular de T. spiralis. Al emplear esta proteina de fusion en un
ensayo de ELISA, fué posible determinar la presencia de anticuerpos dirigidos contra
T. spiralis en ratones infectados experimentalmente a partir del dia 14 después de la
infeccion, alcanzandose un titulo maximo para el dia 28 después de la infeccion. Estos
autores sugieren la utilizacion de este péptido recombinante en el diagndstico de
triquinelosis.

Mas recientemente, Su y cols. (1991) clonaron el ADNc del gene que codifica
para una molécula de secrecion-excrecion con peso molecular de 49 kDa. La
preparacion de este ADNc se realizé6 mediante la técnica de amplificaciéon de ADN y
oligonucleotidos sintetizados a partir de una secuencia conocida de aminoacidos de la
proteina de 49 kDa. La proteina de fusion asi obtenida fue reconocida en ensayos de
inmunoelectrotransferencia por sueros de cerdos infectados con T. spiralis.

El estudio molecular de los componentes de la larva muscular ha sido enfocado
principalmente a los antigenos de secrecion-excrecion, sin embargo, recientemente los
antigenos de superficie/esticosoma de este parasito, los cuales son dutiles en el
diagnostico de la triquinelosis han sido clonados en lambda gtll y los péptidos
recombinantes se analizaron en un ensayo de ELISA empleando sueros de cerdos
infectados con T. spiralis (Yepez-Mulia, 1993).

En este estudio se seleccionaron 3 clonas recombinantes (Ts-1, Ts-2, Ts-3), las



cuales reaccionaban fuertemente con sueros de ratones infectados experimentalmente
con antigenos puriticados de superficie/esticosoma de la larva muscular de este
parasito.

Por medio del analisis electroforético de las proteinas de fusion producidas por
Jas clonas recombinantes se demostré la produccion de proteinas hibridas con pesos
moleculares de aproximadamente 118 kDa (Ts-3) y 121 kDa (Ts-1 y Ts-2).
considerando que la molécula de (-galactosidasa a la cudl se encuentra fusionado el
péptido de T. spiralis tiene un peso molecular de 116 kDa. Asi se calculo que los
péptidos de 1. spiralis expresados por las clonas tienen un peso molecular de 2 y 5 kDa
respectivamente.

Para la determinacion de los antigenos de la larva muscular de T. spiralis que
comparten determinantes antigenicos con las proteinas hibridas, se llevo a cabo una
inmunoelectrotrasferencia de extractos crudos del parasito y anticuerpos seleccionados
con las proteinas de fusion expresadas por las clonas recombinantes. Asi se determind
que las 3 proteinas hibridas expresadas por las clonas seleccionadas (Ts-1, Ts-2 y Ts-3)
comparten determinantes antigénicos con los componentes de la larva muscular de T.
spiralis con pesos moleculares de 72, 67, 52 y 47 kDa. Estos ultimos son similares a
los pesos moleculares reportados para los antigenos de superficie/esticosoma
reconocidos por el anticuerpo monoclonal NIM-M1. Esto ultimo sugiere que las clonas
recombinantes seleccionadas codifican para epitopos presentes en los antigenos de
superficie/esticosoma del parésito.

Con base en lo anterior, se llevo a cabo la evaluacion del uso de los péptidos
recombinantes expresados por las clonas Ts-1, Ts-2 y Ts-3 en el diagnéstico de
triquinelosis, empleando sueros de ratones infectados experimentalmente con T.
spiralis y el ensayo de ELISA. En estos ensayos se observo que solo el péptido
recombinante producido por la clona Ts-3 era reconocido. Posteriormente, mediante un

ensayo de ELISA se demostro que el péptido recombinante de la clona Ts-3 es



reconocido por sueros de cerdos infectados con T. spiralis. Sin embargo, la sensibilidad
del ensayo fué baja, debido principalmente a que el péptido de I. spiralis esta
fusionado a B-galactosidasa, 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 proteina de fusion expresada por la clona Ts-3 es reconocida por 86 % de los
sueros probados. Asi mismo, se observé que este péptido recombinante es especifico
para 1. spiralis, ya que en el ensayo se incluyeron sueros de cerdos infectados
experimentalmente con Ascaris suum y Trichuris suis y no se detecto reconocimiento
de la proteina de fusion expresada por la clona Ts-3 por estos sueros. Los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren la utilidad de este péptido recombinante en el
diagnostico 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 la
clona Ts-3 en otro vector de expresién que permita ademas de su produccion eficiente
el obtener el péptido de T. spiralis fusionado a otra molécula diferente a 3-
galactosidasa con lo cual se reduciria la reactividad de los sueros normales y permitiria

desarrollar un método de diagnostico mas sensible.



OBJETIVOS GENERALES

SUBCLONAR EL INSERTO DE ADNe¢ DE LA CLONA Ts-3 QUE
CODIFICA PARA DETERMINANTES ANTIGENICOS PRESENTES EN LOS
ANTIGENOS DE SUPERFICIE/ESTICOSOMA DE LA LARVA MUSCULAR
DE Trichinella spiralis 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 Trichinella spiralis.



OBJETIVOS PARTICULARES

Aislar el inserto de ADNc de la clona recombinante Ts-3 que codifica para
epitopos presentes en los antigenos de superficie/esticosoma de la larva muscular

de Trichinella spiralis.

Subclonar el inserto de ADNc en el vector de expresion pGEX-3X.

Inducir la expresion eficiente de la proteina de fusion de la larva muscular de

T. spiralis.

Purificar el péptido recombinante de T. spiralis expresado en el vector pGEX-3X

mediante una cromatografia de afinidad de Glutatién acoplado a Sefarosa 4B.

Evaluar el valor dignéstico del péptido recombinante purificado de T. spiralis
mediante el ensayo de ELISA empleando sueros de cerdos infectados con el

parasito.



ESTRATEGIA METODOLOGICA

OBTENCION DE LA LM DE Trichinella spiralis

l
PREPARACION DEL EXTRACTO TOTAL DE
LA LM DE T. spiralis

s
PURIFICACION DE LOS ANTIGENOS DE
SUPERFICIE/ESTICOSOMA DE LA LM DE
T. spiralis

i

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 ELISA

I

EVALUACION DEL PEPTIDO RECOMBINANTE DE LA LM DE T. spiralis EN EL DIAGNOSTICO DE
TRIQUINELOSIS PORCINA MEDIANTE EL ENSAYO DE ELISA USANDO SUEROS DE CERDOS

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

RESTRICCION DEL ADN DE LA
CLONA Ts-3 CON LA ENZIMA
Eco RI

4
LIBERACION DEL INSERTO DE
1.5 Kb DE LA CLONA Ts-3

A}

LIGACION DEL INSERTO DE 1.5
Kb AL VECTOR pGEX-3X
$

CELULAS COMPETENTES DE E.
coli CEPA DH5a Y
TRANSFORMACION CON EL
PLASMIDO RECOMBINANTE

SELECCION DE CANDIDATOS
RECOMBINANTES MEDIANTE
EL AISLAMIENTO DEL ADN DE
LOS PLASMIDOS
RECOMBINANTES Y
RESTRIECION CON Eco RI

INDUCCION DE LA EXPRESION
DE LA PROTEINA DE FUSION
DE LA CLONA RECOMBINANTE
3.11EN liRESENCIA DE IPTG

PURIFICACION DE LA GST Y
DEL PEPTIDO RECOMBINANTE
DE LA C'LLONA 31

ANALISIS ELECTROFORETICO
DEL PEPTIDO RECOMBINANTE
PURIFICftDO

INFECTADOS NATURAL Y EXPERIMENTALMENTE CON EL PARASITO

+

ANALISIS DE LA REACTIVIDAD DE SUEROS DE CERDOS
EXPERIMENTALMENTE CON T. spiralis HACIA EL PEPTIDO PRODUCIDO POR LA CLONA 2.11

MEDIANTE UN ENSAYOQ DE IET.

INFECTADOS NATURAL Y



MATERIAL Y METODOS

MANTENIMIENTO DEL CICLO DE VIDA DE LA LARVA MUSCULAR DE
T. spiralis.

Las larvas musculares de T. spiralis se obtuvieron a partir de la digestion del
musculo esquelético de ratones de la cepa BALB/c infectados experimentalmente con
el parasito, 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 parasito, después de 28 dias de infeccién. Los ratones fueron
sacrificados, procediendo a quitarles la piel, cabeza, extremidades y visceras. El
musculo esquelético se maceré finamente y se coloco un matraz que contenia una
solucion de Pepsina - Acido Clorhidrico al 1 %, y se incub6 a 37°C por 3 hrs, con
agitacion constante.

Transcurrida esta incubacion, la solucién se paso por un tamiz de malla
pequeiia y se dejd que la larvas se sedimentaran, y se transfirieron a tubos falcon de 15
ml, y se centrifugaron a 2250 rpm por 5 min en una centrifuga clinica (Damon
IEC/Division). El sobrenadante se decantd y las larvas musculares se lavaron varias
veces con Amortiguador de Fosfato Salino (PBS) y se congelaron para posteriormente

obtener el extracto crudo del parasito.

INFECCION DE RATONES CON LA LARVA MUSCULAR DE T. spiralis

Con objeto de mantener el ciclo de vida del parasito las larvas musculares
obtenidas como se menciond anteriormente se resuspendieron en PBS, enseguida se
hizo una dilucion 1:100 de las larvas en bacto agar al 0.2 %, de la cual se tomaron
alicuotas de Sul y se procedio a contarlas al microscopio. Posteriormente se inocularon

ratones BALB/c con 500 larvas musculares empleando una canula intragastrica.



OBTENCION DEL EXTRACTO TOTAL DE LA LARVA MUSCULAR DE T.

El extracto total de la larva muscular de 1. spiralis se obtuvo de acuerdo al
protocolo descrito por Parkhouse y cols. (1981). Un paquete de aproximadamente 1.0
ml en relacion a volumen de larvas musculares se resuspendid en Amortiguador
Trisma-base 10 mM pH 8.3, el cudl contenia inhibidores de proteasas (TPCK 50 pg/ml
diluido en etanol, TLCK 25 pg/ml diluido en agua y PMSF 174 pug/ml diluido en
isopropanol). Los pardsitos se homogeneizaron durante 20 min a 4°C en un
homogeneizador manual (Poter Wheaton). Posteriormente se agregd Deoxicolato de
Soadio (DOC) al 4% y la suspension se dejo reposar durante 20 min homogeneizandose
posteriormente por otros 20 min. El extracto fue clarificado mediante centrifugacion a
12000 rpm por 30 min a 4°C en una centrifuga eppendorf. La cuantificacion de los

antigenos se realizé mediante el método de Lowry (1951), modificado.

PURIFICACION DE LOS ANTIGENOS DE SUPERFICIE/ESTICOSOMA DE
LLA LARVA MUSCULAR DE Trichinella spiralis.

La purificacion de los antigenos de superficie/esticosoma de la larva muscular
de T. spiralis se realizo de acuerdo al método descrito por Ortega-Pierres y cols.
(1984). Esta purificacion se realizo por medio de una cromatografia de afinidad
empleando el anticuerpo monoclonal NIM-MI acoplado a Sefarosa 4B.

Preparacion de la columna:

Un volumen de 5 ml de Sefarosa 4B-anticuerpo monoclonal NIM-MI se empaco en
una columna (Bio Rad) de 1.3 X 30 c¢cm. La columna de afinidad se lavé con un
volumen de agua, y un volumen de Amortiguador Alkali-strip (Apéndice D) y se
equilibré con varios volumenes de Amortiguador de Columna {(Apéndice D)hasta que

el pH de la resina fuera igual al de la solucion.



El extracto total de la larva muscular de T. spiralis se traté de la siguiente
manera:
Aproximadamente 20 mg del extracto total se centrifugaron a 100000 rpm en una
microultracentrifuga (Air-Fuge, Beckman), para descartar precipitados que pudieran
interferir con la cromatografia. El sobrenadante se pasé por la columna tres veces y
estd se lavo con el amortiguador de columna hasta que la Densidad Optica (D. 0.) de
las fracciones colectadas fuera de 0.0, midiendo la absorbancia a 280 nm en un
espectrofotometro (DU-65, Beckman). La elucion del antigeno adherido a la columna
se llevo a cabo en condiciones de pH basico, empleando dos tipos de Amortiguadores;
Pre-strip (Apéndice D) y Alkali-strip. El cambio de amortiguador se realizé de acuerdo
alaD. 0. de las fracciones colectadas. El material eluido fue colectado en fracciones de
0.5 ml y la cantidad de proteinas se monitoreo por la D. 0. a 280 nm. Las fracciones
eluidas que contenian proteina se llevaron a un pH de 8.3, con una solucion de Tris-
HCI1 IM. Al término de la elucion, la columna se reconstruyo lavando con 2 volumenes
de amortiguador de columna, 2 volimenes de agua bidestilada y con Amortiguador
PBS hasta que el pH de la resina igualé al de este ultimo. El gel se preservo en
Amortiguador PBS con Azida de Sodio al 0.1%. De acuerdo al patrén de elucidn, las
fracciones que contenian proteina se juntaron y se dializaron extensivamente contra
una solucion de Tris-HC1 20 mM pH 8.3. La concentracion de proteina en las muestras
colectadas se determind por el método de Lowry (1951), modificado. En algunos casos
se requirio concentrar las muestras, para lo cudl se empleo Acuazide (Calbiochem, San

Diego, Ca. USA).
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DETERMINACION DE PROTEINAS CON EL REACTIVO DE FENOL
SEGUN FOLIN (ENSAYO DE LOWRY MODIFICADO).

Se prepararon las siguientes soluciones:

Sol. A Sulfato de Cobre Heptahidratado al 0.5 % en agua bidestilada.

Sol. B Carbonato de Sodio al 2 % en Hidroxido de Sodio 0.1 N, preparada en el
momento de usarse.

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

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

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

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

Solucién patron de Albumina Sérica Bovina (ASB): ASB en agua destilada (1 mg/ml).

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

Tubo 1 2 3 4 3 6 7 8

ASB -- 10 20 40 60 80 100 - ul
H»O 500 490 480 460 440 420 400 490 pul
Muestra -- - - - -- -- - 10 pl
DOC 50 50 50 50 50 50 50 -- ul
Sol. E 25 25 28 2§58 25 23 25 25 ml

Ya que el extracto fue obtenido en presencia de DOC al 4 % se agregd la cantidad
indicada de DOC al 10 %.

Se mezclé el contenido de cada tubo y se permitié el reposo durante 10 min a
temperatura ambiente.

A cada tubo se le adicionaron 250 ul de Reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma) diluido
1:2 y 500 pul de SDS al 0.5 %. Se agité en vortex y se dejo reposar 30 mina T. A.
Posteriormente se leyd la absorbancia a 750 nm, en un espectrofotémetro (DU-65,
Beckman).

[La concentracion de la muestra problema se obtuvo por la interpolaciéon con la curva
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patron de ASB (10 a 100 pg).

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO
CONDICIONES REDUCTORAS (SDS-PAGE).

El andlisis electroforético de las proteinas del extracto crudo de la larva
muscular, los antigenos de superficie/esticosoma purificados de la larva muscular, el
extracto total de las proteinas recombinantes, asi como las proteinas recombinantes
purificadas de la larva muscular de T. spiralis se realizo en geles de poliacrilamida-
SDS al 10 % (Apéndice E) de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970).

Una vez que se obtuvieron las proteinas para su analisis electroforético se
anadio el amortiguador de muestra 5 X, y se hirvio esta mezcla por 5 min adicionando
-Mercaptoetano!l (Bio Rad, Richmond, Ca. USA), para su posterior andlisis
electroforético.

En el analisis electroforetico se empled una camara de electroforesis vertical
(Hoeffer Scientific Instruments, San Fco. Ca. USA). Para preparar los geles la mezcla
del gel espaciador al 10 % se coloco entre los vidrios y después se agregaron 2 ml de
[sopropanol para lograr una polimerizacion uniforme del gel. Posteriormente se lavo el
gel especiador con agua para eliminar el isopropanol. Despues se colocé un peine de 10
pozos y se deposito la mezcla del gel concentrador al 5 % y se dejo polimerizar por 15
min. El corrimiento electroforético se realiz6 inicialmente a 100 V hasta que
penetraron las muestras al gel concentrador y después se aumenté el voltaje a 140 V
durante 1 hr para la separacion de las proteinas en el gel espaciador.

En el analisis electroforético de las proteinas se incluyeron Marcadores de Bajo
Peso Molecular (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia): fosforilasa b (94
kDa), albumina (67 kDa), ovoalbimina (43 kDa), anhidrasa carbonica (30 kDa),
inhibidor de tripsina (20 kDa) y lactoalbiimina (14 kDa). Los geles se tifieron con Azul

de Coomassie al 0.1 %.



INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET).

La trasferencia de las proteinas al papel de nitrocelulosa se realizé de acuerdo a
la metodologia descrita por Towbin y cols. (1979), empleando papel filtro Whatman
del numero 3 y fibra scotch brite (Apéndice F). El gel de poliacrilamida-SDS se
equilibro en amortiguador de transferencia durante | hr a 4°C con cambios de la
solucion cada 30 min.

La transferencia de las proteinas al papel de nitrocelulosa se llevd a cabo
durante 1 hra 100 mV en una camara de transferencia (Hoefer, Scientific Instruments)
a4°C.

Una vez transferidas las proteinas, se corto la tira de papel de nitrocelulosa en
donde se encontraban transferidos los Marcadores de Peso Molecular y se tifieron éstos
con Negro Amido durante 5 min y posteriormente se destifieron con una solucion de
Metanol al 5 %, Acido Acético al 10 %. El resto del papel se bloqueo con una soluciéon
de ABS al 3 % en PBS pH 7.3, durante toda la noche a 4°C, con el objeto de bloquear
todos los sitios del papel donde no habia proteinas. Después de realizar el bloqueo, el
papel se cortd en tiras de 4 mm las cuales se guardaron para su uso posterior.

Para determinar el reconocimiento de los sueros de cerdo hacia los antigenos de
superficie/esticosoma de la larva muscular de T. spiralis, las tiras de nitrocelulosa se
incubaron con los sueros de los cerdos infectados dilucion 1:100 en una solucion de
PBS-ASB al 3 % a T. A. con agitacion constante, en un agitador de balanceo (Bellco,
Biotechnology). Posteriormente las tiras se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.5
%, dejando 10 min entre lavado y lavado. Al término de los lavados las tiras se
incubaron con el segundo anticuerpo, Igs de conejo anti IgG de cerdo acoplado a
Peroxidasa dilucion 1:2000 en PBS, 2 hrs a 37°C.

Después de la incubacion las tiras se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.5
%. dejando 10 min entre cada lavado, y se les agregaron 2 ml de solucién de substrato

(Apéndice D) , preparada al momento de usarse. La solucion substrato se dejo hasta

51



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

EXTRACCION DEL ADN DE LA CLONA RECOMBINANTE Ts-3.

Para la obtencion del ADN de la clona recombinante Ts-3 se sigui6 el protocolo
descrito por Silhavy, y cols. (1984). Una colonia de la bacteria E. ¢oli, cepa Y1090 se
inoculé en 40 ml de medio Luria-ampicilina (50 pg/ml)(Apendice C) suplementado
con Sulfato de Magnesio 10 mM y se incubd a 37°C con agitacion constante durante
toda la noche.

Al dia siguiente en un tubo de ensaye se mezclaron 20 ml del cultivo de la
bacteria Y1090 con 5 X 108 unidades formadoras de placas (ufp) de la clona Ts-3 y se
incubo 15 min 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 incubo a 37°C de
5 a 8 hrs con agitacion constante. Transcurrido este tiempo, se afiadié Cloruro de Sodio
0.5 M (29 g/100 ml) y 1 ml de Cloroformo y se agité por 5 min a T. A.
Inmediatamente después se centrifugé a 6000 rpm (centrifuga Beckman J2-21) durante
10 min y se obtuvo el sobrenadante, el cual se guardé a 4°C, por toda la noche.

Al siguiente dia se centrifugo el lisado previamente obtenido a 6000 rpm por 10
min y se recupero el sobrenadante. al cual se le afiadié Polietilenglicol (PEG) al 10 %,
y se colocd en agua de hiclo durante 1 hr. La mezcla se centrifugd a 6000 rpm 10 min a
4°C y el precipitado obtenido se resuspendié en 500 pl de SM (ver Apendice C). El
PEG se elimind de la solucion mediante extracciones con Cloroformo volumen a
volumen, centrifugandose a 2000 rpm por 10 min y se extrajo la fase acuosa. Esto
ultimo se repitid varias veces hasta que no se evidenciara mas PEG.

Posteriormente se anadieron 750 ul de EDTA 0.5 M pH 8.0 y 1.5 ml de Cloruro
de Sodio 5SM, ARNasa A y ADNasa | a una concentracion final de 10 ug/ml y 1 pg/ml

respectivamente, y se incubé 30 min a 37°C. Después de la incubacion se realizaron 2



extracciones con Fenol saturado (ver Apéndice A) volumen a volumen, una extraccion
con Fenol saturado:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1) volumen a volumen y
una extraccion con Cloroformo:Alcohol Isoamilico (24:1). Despues de cada extraccion
la mezcla se centrifugo a 6000 rpm durante 5 min recuperandose la fase acuosa en cada
una de ellas. El sobrenadante recuperado se precipito con 0.1 volumen de Acetato de
Sodio 3 M y 2 volimenes de Etanol Absoluto frio 1 hr a -20°C. y se centrifugo6 a
10000 rpm durante 15 min. La pastilla resultante se secoé y se resuspendié en agua

estéril.

LIBERACION DEL INSERTO DE ADN DE LA CLONA Ts-3 DE LA LARVA
MUSCULAR DE Trichinella spiralis.

El ADN de la clona Ts-3 se limpi¢ de impurezas mediante el Kit de Gene Clean
(Bio 101, La Jolla, Ca. USA) (ver Apéndice B) y se resiringi6 con la enzima Eco RI. A
30 pg de ADN de la clona Ts-3 se le agregd un exceso de Eco RI (80 U), 40 pl de
Amortiguador 10X para la enzima Eco Rl y 220 ul de agua estéril. Esta mezcla se dejo
incubando toda la noche a 37°C, al dia siguiente se analizé el ADN en un gel de
agarosa de bajo punto de fusion (Ultra Pure, BRL) al 0.8% en presencia de bromuro de
etidio y se verifico la liberacion del inserto de ADN de la larva muscular de T. spiralis.
Posteriormente se corto la porcion del gel en donde se encontraba el inserto de 1.5 Kb
y se purifico mediante Gene Clean. La integridad y concentracion del inserto se analizo
en un gel de agarosa de bajo punto de fusion al 0.8 % en presencia de bromuro de

etidio.

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA PARA EL ANALISIS DE
ADN.

La electroforesis en geles de agarosa en presencia de bromuro de etidio se

realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Sambrook y cols. (1989). A 100 ml
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del Amortiguador Tris-Boratos 1X (TBE) (Apéndice D), se le agregaron 0.8 g de
agarosa (Ultra Pure, BRL), los cuales se disolvieron en el amortiguador TBE 1X
hirviendo la mezcla en un horno de microndas durante | min, después se anadio el
bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/ml agitando para que se
mezclara. Posteriormente se vaciaron 15 ml de esta solucién a una camara horizontal
de electroforesis (Bio Rad). Al haber solidificado el gel se depositd la muestra de ADN
mezclada con el colorante 6X (Apéndice D). Como amortiguador de corrida se empled
TBE 1X. La separacion electroforética se realizo por 45 min a de 100 V, y
posteriormente se visualizo el gel mediante la exposicion de este a un transiluminador
de luz UV. En el analisis electroforético del ADN se incluyeron los marcadores de
peso molecular del ADN de lambda Hind III (Pharmacia LLKD Biotechnology,

Uppsala, Suecia).

LINEARIZACION DEL ADN DEL PLASMIDO pGEX-3X.

El ADN del plasmido pGEX-3X se restringié con la enzima Eco RI de acuerdo
a las instrucciones del proveedor (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia).
De esta forma, 10 pg del ADN del plasmido pGEX-3X fueron restringidas con 600 U
de la enzima Eco RI, 25 pl del Amortiguador 10X para Eco Rl y 175 ul de agua estéril,
esta mezcla se incubd por 3 hrs a 37°C. Posteriormente se tomo una alicuota de la
mezcla y se analizé en un gel de agarosa al 1 %. Al ADN linearizado se le hizo una
extraccion con Fenol:Cloroformo:Isoamilico (25:24:1) y se centrifugé a 10000 rpm por
3 min y posteriormente una extraccion con Cloroformo centrifugando a 10000 rpm por
3 min. La fase acuosa obtenida se precipitd con un décimo de volumen de Acetato de
Sodio 3 M pH 4.5 y 2 volumenes de Etanol durante 30 min a -20°C. y se centrifugoé a
10000 rpm por 30 min. Posteriormente se lavé con Etanol al 70 % se seco y se

resuspendio en 50 pl de agua estéril.
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DESFOSFORILACION DEL ADN DEL PLASMIDO pGEX-3X.

El ADN del plasmido pGEX-3X ya linearizado se desfosforilé de la siguiente
forma: a 8 pug del ADN del plasmido se le afnadieron 20 U de la enzima Fosfatasa
Alcalina de intestino de ternero (Boehringer Mannheim Biochemica, Alemania) y 5.1
ul del Amortiguador para Fosfatasa Alcalina y se incubd por 60 min a 37°C. Una vez
realizada la incubacion el ADN se calenté a 65°C por 10 min, llevandose a cabo 2
extracciones fendlicas. El ADN desfosforilado se precipité con un décimo del volumen
de Acetato de Sodio 3 M pH 4.5 y 2 voliumenes de Etanol absoluto, por 30 min a 20°C.

El ADN se resuspendio en 50 ul de agua estéril.

LIGACION DEL INSERTO DE ADNc¢ DE LA CLONA Ts-3 AL VECTOR
pGEX-3X.

El inserto de ADN de 1.5 Kb de la larva muscular de 1. spiralis liberado
mediante la enzima Eco RI se ligé al sitio Eco RI del plasmido pGEX-3X, siguiendo la
metodologia descrita por Sambrook y cols. (1989). Se probaron las relaciones molares
1:1 v 1:2. De esta forma se probaron 700 ng del ADN del plasmido pGEX-3X, el cual
se ligo a 30 y 60 ng del inserto de ADN de la larva muscular de T. spiralis. Para llevar
a cabo la ligacion se preparé una mezcla conteniende: 1.1 ul de ATP 5SmM, 0.1 U de
T4 ligasa y 1.2 pl de amortiguador para la T4 Ligasa. La mezcla de ligacion se incubo
a 16°C por toda la noche y al dia siguiente se empled para la transformacion de las

células competentes DHS5a.

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DH5q.

La preparacion de las células competentes se realizé de acuerdo al método
descrito por Sambrook y cols., (1989). Se sembro6 una colonia de bacterias E. ¢oli cepa
DHSa en medio SOB (ver Apéndice C) con Sulfato de Magnesio 10mM vy se dejo

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



ul del precultivo en un matraz que contenia 50 ml de medio SOB suplementado con
Sulfato de Magnesio 10mM y se colocéd en una incubadora de 37°C con agitacion
moderada hasta que el cultivo alcanzé una D.0. de 0.5 a 550 nm. Inmediatamente
después las bacterias se transfirieron a un tubo estéril y se incubaron 10 min en hielo.
después de lo cual se centrifugo a 2500 rpm por 12 min a 4°C (centrifuga Beckman J2-
21). El exceso de medio se elimind y la pastilla se resuspendio en 16 ml de
Amortiguador TBF 1 (ver Apéndice D) y se incubdé en hielo durante 15 min.
Posteriormente se centrifugé a 2500 rpm por 12 min a 4°C y el precipitado obtenido se
resuspendio en 4 ml de Amortiguador TBF 2 (ver Apéndice D). Posteriormente se
incubd en hielo durante 15 min, y se hicieron alicuotas de 400 pl, manteniéndose en

congelacion a -70°C hasta su uso.

TRANSFORMACION DE LAS CELULAS COMPETENTES DH5q.

La transformaciéon de las células competentes se llevo a cabo de acuerdo al
método descrito por Sambrook y cols. (1989), las células DHSa competentes se
descongelaron en hielo, y se les afiadieron 40 pl de una solucién de B-Mercaptoetanol
frio, incubandose en hielo por 10 min. La solucion de B-Mercaptoetanol se prepard
tomando 9 ul de B-Mercaptoetanol y 491 ul de agua estéril y se mantuvo en hielo. A
los tubos mantenidos en hielo se afiadieron 50 pl de células competentes y 200 ng del
ADN del plasmido pGEX-3X ligado al inserto de 1.5 Kb de la larva muscular de T.
spiralis y se incubaron en hielo por 30 min. Posteriormente los tubos se colocaron en
un baio de 42°C por 90 seg e inmediatamente se transfirieron a un recipiente con hielo
por 2 min. Una vez realizado lo anterior, a cada tubo se le afiadieron 200 pl de medio
Psi-b (ver Apéndice C) y se incubaron a 37°C por 1 hr con agitacion moderada.
Después de trascurrido este tiempo se espatularon 100 pl del liquido de transformacion

en cajas de Luria-ampicilina (50 pg/ml) y se incubaron toda la noche a 37°C.



EXTRACCION RAPIDA DE ADN DE CELULAS TRANSFORMADAS.

Se seleccionaron 25 colonias bacterianas transformadas crecidas toda la noche
y se picaron con un palillo estéril y se resuspendieron en 20 pl de Amortiguador para
extraccion rapida de ADN (Apéndice D). Con objeto de analizar el ADN de cada una
de las clonas se les adicionaron 20 upl de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico
(25:24:1). se agitaron y se centrifugaron durante 2 min a 12000 rpm. El sobrenadante
se transfirio a un tubo eppendorf estéril y se tomaron 5 pl para ser analizado en un gel

de agarosa (Ultra Pure, BRL) al 0.8 %.

AISLAMIENTO DE ADN DE LAS CLONAS RECOMBINANTES
SELECCIONADAS.

Para la obtencién de ADN de las clonas recombinantes empleando el vector
pGEX-3X se sigui6 la metodologia descrita por Birnboim y Doly (1979). En esta las
clonas recombinantes se inocularon por separado en tubos con 5 ml de medio Luria-
ampicilina (50 pg/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37°C con agitacion
constante.

Al dia siguiente se centrifugd el cultivo en una centrifuga eppendorf a 12000
rpm por 2 min y la pastilla se resuspendi6 en 1 ml de Amortiguador Set (Apéndice D)
centrifugandose a 12000 rpm por 3 min. El precipitado se resuspendié en 150 pl de
Amortiguador Set, 20 ul de ARNasa A (10 mg/ml) v 400 pl de solucion alcalina
(Hidroxido de Sodio 0.2 N, SDS 2 %). LLa mezcla se resuspendio y se incubd 15 min en
hielo. posteriormente se agregaron 300 pl de Acetato de Amonio 7.5 M pH 8.0, se
resuspendio y se incubd 1 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

centrifugé 3 veces mas para eliminar todos los residuos posibles, agregandose 500 ul



de Isopropanol frio e incubandose 30 min a -20°C. La solucion se centrifugd a 12000
rpm 10 min, y se obtuvo el sobrenadante al cual se le hicieron 2 lavados con 1 ml de
Etanol al 70 % frio. EI ADN se sec6 en un horno de vacio por 20 min, y se resuspendio

en 20 pl de agua estéril.

RESTRICCION DEL ADN DE LAS CLONAS RECOMBINANTES
SELECCIONADAS.

El ADN de las clenas recombinantes empleando el vector pGEX-3X se
restringié con la enzima Eco RI para liberar el fragmento de ADNc de la larva
muscular de T. spiralis. Para ello, aproximadamente a 15 ug de ADN de las clonas
recombinantes se les agregdé 10 U de enzima Eco RI, 3 pl de Amortiguador para Eco
RI 10X y 12 ul de agua bidestilada estérii, incubande esta mezcla durante toda la noche
a 37°C. Al dia siguiente se realiz6 una electroforesis del ADN restringido el cual fue
analizado en un gel de agarosa (Ultra Pure, BRL) al 1 % en presencia de bromuro de

etidio.

INDUCCION DE LA EXPRESION DEL PEPTIDO RECOMBINANTE DE T.

La induccién de la expresion de los péptidos de fusion de la clona recombinante
seleccionada (3.11) se realizé siguiendo el método descrito por Smith y Jonhson
(1988). Como control se incluyé el plasmido pGEX-3X parental.

De esta forma, se inoculd una colonia de las clona recombinante 3.11 en 50 ml
de medio Luria-ampicilina (50 pg/ml) y se incubé a 37°C con agitacion constante por
toda la noche.

Al dia siguiente se realizé una dilucion 1:10 del cultivo de toda la noche en

medio Luria-ampicilina fresco y se incubaron las células a 37°C hasta alcanzar una D.
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0. de 0.7 a 600 nm.
Inmediatamente  después  se  afadio  isopropil-B-D-thiogalactosido

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

mas a 37°C.

PREPARACION DEL EXTRACTO CELULAR DE LAS CLONAS
RECOMBINANTES.

Las células inducidas con IPTG se recuperaron mediante centrifugacion a 6000
rpm y se resuspendieron 1:100 en PBS + Triton X-100. Posteriormente las células se
lisaron por sonicacion a 15 micrones por 15 seg, descansando 30 seg entre cada
sonicacion, 6 veces por tubo. Después de que las células se lisaron el extracto crudo se
centrifugd a 10000 rpm durante 5 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se paso a través
del tamiz de una columna de Glutatién acoplado a Sefarosa 4B. (Pharmacia LKB

Biotechnology, Uppsala, Suecia).

PURIFICACION DEL PEPTIDO RECOMBINANTE DE T. spiralis.

La purificacion del péptido recombinante de T. spiralis producido por la clona
pGEX-3.11 se realiz6 usando una columna de Glutation Sefarosa 4B siguiendo las
instrucciones del proveedor (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia). La
columna se lavo con 20 ml de PBS para remover la solucion de preservacion, después
se equilibré con 6 ml de PBS + Triton X-100. El extracto celular obtenido de la clona
3.11 se centrifugd a 6000 rpm y se filtré mediante un filtro de 0.22 um antes de pasarse
por la columna. Posteriormente se afiadieron 5 ml de la muestra a la columna y se
descarto el eluyente, la columna se lavé enseguida con 20 ml de PBS y se eluyo el

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



en Tris-HCI 50 mM pH 8.0, colectandose fracciones de | ml. La cuantificacion de

proteinas fue determinada de acuerdo al método de Lowry (1951), modificado.

ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS EXTRACTOS CELULARES Y DE
LOS PEPTIDOS RECOMBINANTES (SDS-PAGE) DE LA CLONA 3.11.

Los lisados y los péptidos de fusion purificados fueron separados
electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 10 % en presencia de SDS, en una
minicamara de electroféresis (Hoeffer), a 140 V por 1 hr. Los geles se tifieron con Azul

de Coomasie al 0.1 % (Apéndice E).

SUEROS DE CERDOS.

Las muestras de sueros empleadas en el ensayo de ELISA fueron obtenidas de
10 cerdos de rastro infectados naturalmente y de 16 cerdos infectados
experimentalmente con T. spiralis, y mantenidos a -20°C. Las muestras de suero de
esos animales fueron inicialmente analizados por ELISA e IET para determinar la
presencia de anticuerpos contra los antigenos de superficie/esticosoma purificados de

la larva muscular.

ENSAYO DE ELISA.

El ensayo de ELISA se realizo de acuerdo a lo descrito por Arriaga y cols.
(1989), con algunas modificaciones. La proteina de fusion expresada por la clona 3-11
se empled a una concentracion de 5 pg/ml. El péptido recombinante se resuspendié en
Amortiguador de Carbonatos, depositindose 100 ul en cada pozo de la placa de ELISA
(Nunc-Immuno Plate, Inter. Med.). La placa se incubd toda la noche a 4°C, y al dia

siguiente se bloquearon los sitios donde no se adhiri6 el antigeno por 6 a hrs T. A. con
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200 pl de PBS-Albimina Sérica Bovina (ASB) al 3 %-Tween 20 0.5 %. Los sueros
probiema se agregaron diluidos 1:25, 1:50, 1:75 y 1:100 en PBS-ASB 3 %-Tween 20
0.5 %, en diferentes ensayos de ELISA, 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 Ascaris suum, Irichuris suis y
Cysticercus cellulosae, estos sueros se emplearon a las mismas diluciones mencionadas
anteriormente. Al siguiente dia 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 pl del
conjugado Igs de conejo anti IgG de cerdo acoplado a peroxidasa diluido a 1:10000 en
PBS-ASB 3 %-Tween 20 al 0.5 %, incubandose 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 ul por pozo de Amortiguador Citrato-Fosfato con 4 mg/ml de o-
fenilendiamina y 4 pl de Peréxido de Hidrégeno al 30%. La reaccion se detuvo con 50
ul de Acido Sulfurico 2.5 M. La D. 0. de la reaccién se leyo en un lector de ELISA
(Minireader 11, Dynatech).



RESULTADOS

ANALISIS DEL EXTRACTO TOTAL DE LA LARVA MUSCULAR DE
Trichinella spiralis.

[.a obtencion del extracto total de la larva muscular de 1. spiralis se realizo de
acuerdo al método descrito por Parkhouse y cols., (1981). La utilizacién de este
procedimiento resultd eficiente en cuanto a la cantidad de antigeno obtenido, la cudl
fue de 7 a 10 mg/ml. Ademas mediante geles de poliacrilamida en presencia de SDS al
10 % se caracterizd el extracto total (Fig. 6), observandose un patréon proteico
complejo, el cual comprendié proteinas con pesos moleculares de 20 a 200 kDa,

evidenciandose su integridad por medio del analisis electroforetico.

ANALISIS DE ANTIGENOS PURIFICADOS DE SUPERFICIE/ESTICOSOMA
DE LA LARVA MUSCULAR DE Trichinella spiralis.

A partir de 20 mg de extracto total de la larva muscular de T. spiralis se
procedio a purificar a los antigenos de superficie/esticosoma de este parasito. Dicha
purificacion se llevo a cabo mediante una cromatografia de afinidad empleando al
anticuerpo monoclonal NIM-M1 acoplado a Sefarosa 4B. De esta purificacion se
obtuvieron 40 pug/ml de antigeno purificado. Los antigenos de superficie/esticosoma
asi 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 antigenos de
superficie/esticosoma purificados se emplearon posteriormente en un ensayo de ELISA
con la finalidad de evaluar la presencia de anticuerpos dirigidos contra T. spiralis en
sueros de cerdos infectados experimental y naturalmente con el parasito (ver mas

adelante).
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Fig. 6. Analisis electroforético del extracto total de da baimva muscular de 1.
spiralis. EL extracto total de la larva muscular (carril 2) se obtuve como s¢
deseribio en materiales v metodos v se separo clectroforéticamente en geles de
polizerilamida-SDS al 10 %. E1 peso molecular de las protemas empleadas como

estandares se presentan en el carril 1.
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Fig. 7. Analisis electroforetico de antigenos purificados de superficie/esticosoma
de la larva muscular. Los antigenos de superficie/esticosoma se purificaron
mediante una cromatografia de afinidad empleando al anticuerpo monoclonal
NIM-M1 acoplado a Sefarosa 4B. El peso molecular de las proteinas empleadas
como estiandares se presentan en el carril 1. Patron de los antigenos purificados de
la fraccion pre-strip (carril 2) y antigenos purificados de la fraccion alkali-strip
(carril 3).

ANALISIS DE ELL ADN PURIFICADO DE LA CLONA RECOMBINANTE Ts-

Para la puriticacion del ADN de la clona 1s-3 se siguio ¢l metodo descrito por
Stthavy v cols. (1984) obteniéndose aproximadamente 300 pg de ADN. EI ADN
purilicado de la clona T's-3 se restringio con la enzima keo Rl con objeto de liberar ¢l
fragmento de ADNe de L. spiralis v se separo electroforeticamente en un gel de
agarosa de bajo punto de fusion al 0.8 % en presencta de bromuro de etidio. bn este

B

analisis se observo la liberacion de 2 fragmentos de ADN con pesos moleculares de 1.5

v O3 Kb (kg 8).
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Fig. 8. Analisis electroforetico del ADN de la clona I's-3. EI ADN de la clona Ts-3
se restringio con la enzima Eco Rl y se analizo electroforéticamente en geles de
agarosa de bajo punto de fusion al 0.8 % en presencia de bromuro de etidio. Los

marcadores de peso molecular usados como estandares fue ¢l ADN de lambda
HindIIL.

OBTENCION Y ANALISIS DEL FRAGMENTO DE ADN DE 1.5 Kb.

Il tragmento de ADN de 1.5 Kb se corto del gel v se realizo la liberacion del
ADN del gel mediante el empleo del Kit de "Gene Clean", ¢l cual tambien sirvio para
limpiar el fragmento de impurezas v poder subclonarlo en el plasmido pGEX-3X
Como resultado de esta purificacion se obtuvo entre 500 ng v | pg del inserto de 1.3

Kb. ¢l cual se procedio a ligar con el pGEX-3X linearizado.



ANALISIS DE CLONAS RECOMBINANTES EMPLEANDO EL VECTOR
pGEX-3X.

El analisis de las clonas recombinantes se llevd a cabo por medio de la
electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % del ADN del plasmido silvestre y el ADNc
de T. spiralis los cuales se ligaron con la enzima T4 ligasa, empleandose 2 relaciones
molares (1:1 y 1:2). Posteriormente. con el producto de la ligacién se realizo la
transformacion de la bacteria Escherichia coli cepa DHS5« la cudl se habia preparado
competente.

La transformacion de las células competentes se determiné mediante el uso del
medio selectivo Luria-ampicilina. Con la relacién molar 1:1 no se obtuvieron clonas a
diferencia de la relacion 1:2 en la cual se obtuvieron 24 clonas. Con la finalidad de
diferenciar a las colonias que contenian el plasmido recombinante ¢ el plasmido
parental se procedi6 a extraer el ADN de cada una de las 24 colonias obtenidas. Esto,
se realizé mediante la técnica de extraccion rapida de ADN descrita por Sambrook y
cols. (1989). El ADN se analiz6 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 migracion del ADN de las clonas candidatos estaba por encima del

ADN del pGEX3X parental, lo que indicaba que podrian ser recombinantes.

ANALISIS DE CLONAS RECOMBINANTES SELECCIONADAS.

Una vez que se determinaron las posibles clonas recombinantes se procedié a
extraer en pequena escala el ADN de éstas siguiendo la metodologia descrita por
Birnboim y Doly (1979). Posteriormente se restringié el ADN con la enzima Eco Rl y
se analizo electroforéticamente en geles de agarosa al 1 % en presencia de bromuro de
etidio con la finalidad de comprobar la presencia del inserto de ADNc de T. spiralis.
De este analisis se observo que de los 9 candidatos seleccionados previamente, sélo 6

de ellos contenian el fragmento de 1.5 Kb (Fig. 10). Una de estas clonas fue
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scleccionada para su posterior caracterizacion v se le denomino 3 11 (Fig. 11)
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Fig. 9. Analisis electroforético del ADN de 9 clonas recombinantes. EI ADN de las
clonas recombinantes se obtuvo siguiendo la metodologia de extraccion rapida de
ADN v se analizo electroforeticamente en geles de agarosa al 0.8 Y. Carriles [ a 3
v 7 a 10 ADN de las clonas recombinantes, carril 6 ADN del plasmido pGEX-3X
circular.



Fig. 10. Analisis clectroforético del ADN de las clonas  recombinantes
seleccionadas. El ADN de las clonas seleccionadas se restringié con Eco Rl y se
analizo por clectroforesis en geles de agarosa al 0.8 %. Carriles 1,2,5,6,7, ¥ 8§ ADN
de las clonas candidatos restringidos con Eco RL Carril 3, pGEX-3X circular;
carril 4, pGEX-3X restringido con Eco RL
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Fig. 11, Analisis electroforético del ADN de la clona 3.11 restringida con Eco RIL
ElL ADN de la clona 211 se obtuve por digestion con Eco Rl y se¢ analizé por
clectroforesis en gel de agarosa al 0.8 %. Carril 1 ADN del pGEX-3X restringido
con Eeco RIL, carril 2 ADN de la clona recombinante 3.11 restringida con la misma
enzima. Los marcadores de peso molecular se indican a la izquierda de la figura.

ANALISIS DE LA EXPRESION DEL PEPTIDO RECOMBINANTE DE

I richinella spiralis.
L.a produccion del péptido recombinante expresado por la clona 3.11 se llevo a
cabo sigutendo la metodologia descerita por Smith vy Johnson (1988). usando 1P1G

como nductor. I+l analisis electrotoretico del extracto total obtenido de la clona 3 11 ¢n



geles de pohacrilamida en presencia de SDS al 10 6. mostro la presencia de una
nwolecula de 28 kDa la cudl no se detecto en el extracto obtenido de la clona parental;
¢n este se observo una banda mayoritaria de 26 kDa correspondiente a la Glutation
lransterasa.

Considerando estos resultados se caleulo que el pepudo de 1. spiralis expresado

tiene un peso molecular de aproximadamente 2 kDa (Fig. 12).

Fig. 12. Analisis clectroforético del lisado total de la clona recombinante 3.11. El
lisado de la clona 3.11 s¢ obtuve siguiendo la metodologia descrita por Smith y
Johnson (1988) v se analizo en geles de poliacrilamida-SDS al 10 %. Carril |
Extracto total de la clona parental, carril 2 Extracto total de la clona 3.11. Los
Marcadores de Peso Molecular se indican a la izquierda de la figura.kl peptido
recombinante se indica con la flecha.



ANALISIS DEL PEPTIDO RECOMBINANTE DE LA LARVA MUSCULAR
DE T. spiralis.

A partir del lisado total expresado por la clona 3.11 inducida con IPTG se llevo
a cabo la purificacion del péptido recombinante mediante una cromatografia de
afinidad empleando Glutation acoplado a Sefarosa 4B, obteniéndose de S a 10 mg/ml
del péptido recombinante purificado. Posteriormente, éste se analizd
electroforéticamente en geles de poliacrilamida en presencia de SDS al 10 % y se

observo una sola banda proteica de aproximadamente 28 kDa (Fig. 13).
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Fig. 13. Anailisis electroforético de la proteina recombinante expresada por la
clona 3.11. La proteina de fusién de la clona 3.11 se purific6 por medio de una
cromatografia de afinidad de Glutatién acoplado a Sefarosa 4B y se analizé en
geles de poliacrilamida al 10 % en presencia de SDS. Carril 1., Glutatién S-
transferasa purificada de la clona parental; carril 2, Péptido recombinante de T.
spiralis purificado. Los Marcadores de Peso Molecular se muestran a la izquierda
de la figura.
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ANALISIS DEL RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS DE 1. spiralis POR
SUEROS DE CERDOS INFECTADOS CON EL PARASITO.

Las muestras de suero de los cerdos infectados con 1. spiralis fueron
micialmente analizados en un ensayo de IET con el extracto total de la larva muscular
del parasito. Mediante este analisis se observo el reconocimiento principal de 4
moleculas de la larva muscular. con pesos moléculares de 47, 532, 67 v 72 kDa Como

conlroles negativos se meluyeron sueros de cerdos no infectados y sueros de cerdos

mfectados con Ascarts suum, Lrichuns suis v Cysticercus cellulosac. no observandose

redctividad hacia estas moleculas, El patron de reconocimiento obtenido por algunos de

los sucros probados s¢ muestran en la Fig. 14
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Fig. 14. Analisis del reconocimiento de antigenos de la larva muscular de 1.
spiralis por algunos de los sueros de cerdos infectados con el parasito mediante
IET. Los antigenos de la larva muscular se transfirieron a papel de nitrocelulosa.
Posteriormente Ias tiras se reaccionaron con sueros de cerdos infectados con T,
spiralis a una dilucion de 1:100. Carriles 1 al 5, sueros de cerdos infectados con 1.
spiralis; carriles 6 al 10, sueros de cerdos no-infectados; carril 11, suero de cerdo

infectado con Cysticercus cellulosae; carril 12, suero de cerdo infectado con
Trichuris suis; carril 13, suero de cerdo infectado con Ascaris suum.



EVALUACION DEL USO DEL PEPTIDO RECOMBINANTE DE Trichinella
spiralis EN EL DIAGNOSTICO DE TRIQUINELOSIS PORCINA MEDIANTE
EL ENSAYO DE ELISA.

Los sueros de cerdos infectados natural y experimentalmente con 1. spiralis
fueron probados en un ensayo de ELISA, empleando 1 pg de los antigenos de
superficie/esticosoma purificados con el anticuerpo monoclonal NIM-M1. Asimismo,
se incluyeron como controles negativos sueros de cerdos que mediante IET no
presentaron reactividad hacia los componentes de la larva muscular de T. spiralis;
sueros de cerdos infectados con otros parasitos como Ascaris suum. Trichuris suis y
Cysticercus cellulosae. Los resultados de este andlisis mostraron la presencia de
anticuerpos dirigidos contra los antigenos de superficie/esticosoma en 26 sueros
probados, por lo que fueron considerados como positivos, (Tabla 7). El punto de corte
de este ansayo fue de 0.128 y se calculé considerandose la media de los valores de
densidad optica (D. O.) obtenidos por los sueros de los cerdos no infectados mas 2
desviaciones estandar. Los valores de D. O. obtenidos con los sueros de cerdos
infectados con otros parasitos quedaron por debajo del punto de corte calculado

(Grafica 1).
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Grafica 1. Valores de densidad éptica (D. O.) obtenidas en ensayos de ELISA
empleando sueros de cerdos infectados natural y experimentalmente con el
parasito. El ensayo de ELISA se realizé empleando antigenos purificados de
superficie/esticosoma de la larva muscular a una concentracion de 1 pg/ml y los

sueros de animales infectados experimentalmente y naturalmente con el pardsito
diluidos 1:250.

Los sueros que reconocieron por ELISA a los antigenos de
superficie/esticosoma se empleron posteriormente para evaluar el valor diagndstico del
péptido recombinante de T. spiralis producido por la clona 3.11. Para este fin, se
empleo la proteina de fusion a una concentracion de 5 pg/ml en un ensayo de ELISA y
los sueros de cerdos infectados se probaron a diferentes diluciones (1:25, 1:50, 1:75 y
1:100). Los resultados obtenidos demostraron que la utilizacion de los sueros diluidos
1:100 es mas conveniente ya que las reacciones inespecificas se ven reducidas,
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obteniéndose un punto de corte de 0.177 en comparacion con 0.412 para la dilucion
1:25 (Tabla 6), para calcular el valor de corte se considero el valor medio de D. O. mas
2 desviaciones estandar. Empleando la dilucion 1:100 y considerando el punto de corte
de 0.177, 21 de los 26 sueros de cerdos infectados reconocieron el péptido
recombinante de T. spiralis, teniendo el ensayo una sensibilidad del 81 % (Grafica 2 y
Tabla 7), y especificidad del 100 % (Tabla 8).

Cuando se consideraron en este ansayo unicamente los sueros de cerdos
infectados con 1. spiralis provenientes de rastro (10), se obtuvo una sensibilidad del
90 % comparada con 75 % obtenida con los sueros de cerdos infectados

experimentalmente con el parésito (16). (Graficas 3 y 4 respectivamente).
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Grafica 2. Valores de D. O. obtenidos en ELISA empleando sueros de cerdos
infectados con el parasito diluidos 1:100 y empleando el peptido recombinante de
la clona 3.11 a una concentracion de S ug/ml. Sueros de cerdos infectados con
Cysticercus cellulosae (C. c.), Ascaris suum (A. s.), Trichuris suis (T. s.). Sueros de
cerdos no infectados (C), Sueros de cerdos infectados con T. spiralis (SCI).



TABLA 6.

Reactividad de los sueros de cerdes infectados natural y experimentalmente con
T. spiralis hacia el péptido recombinante expresado por la clona 3.11 en ensayos

de ELISA

Dilucion de los

sueros de cerdo Valor de corte Porcentaje de

no infectados D.O.4934m X+/-2S Sensibilidad*
1:25 0.412 26.92
1:50 0.341 15.38
3518 0.320 23.07
1:100 0.177 80.7

X=Valor medio.

*=3 ensayos.



TABLA 7.
Sensibilidad del ensayo de ELISA con la proteina recombinante de T.spiralis

empleando muestras de sueros de cerdos infectados natural y experimentalmente

con T. spiralis.

Proteina Antigeno de S/E
Recombinante (A) Purificado (B)
NS. () () NS. ) ()
Sueros de cerdos
no infectados 6 0 6 6 0 6
Sueros de cerdos
infectados con
T. spiralis. 26 21 5 26 26 0
SENSIBILIDAD 81 % 100 %

(A) = El péptido de fusion de T. spiralis se empleé a una concentracion de 5 pg/ml
y los sueros a una diluciéon 1:100.

(B) = El antigeno de superfice/esticosoma purificado se empleé a una
concentracion de 1 pg/ml y los sueros a una dilucién 1:250.

N.S. = Niimero de sueros.

(+) = Positivos.

(<) = Negativos.



TABLA 8.
Anilisis de la especificidad de la proteina recombinante de T. spiralis en el

diagndstico de triquinelosis porcina empleando sueros de cerdos infectados con

otros parasitos.

Antigeno

Valores de D. O.

Proteina Recombinante GSTa

SUEROS 1:100 X X
Cysticercus cellulosae 8)* 0.158 0.072
Trichuris suis (2)* 0.043 0.004
Ascaris suum (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.
* Numero de sueros.

& GST= Glutation S-transferasa.
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Grafica 3. Valores de D. O. obtenidos en ELISA empleando sueros de cerdos
infectados con T. spiralis provenientes de rastro diluidos 1:100 y empleando el
peptido recombinante de la clona 3.11 a una concentracién de 5 ug/ml. Sueros de
cerdos infectados con Cysticercus cellulosae (C. c¢.), Ascaris suum (A. s.),
Trichuris suis (T. s.). Sueros de cerdos no infectados (C), Sueros de cerdos

infectados con T. spiralis (SCI).
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Grafica 4. Valores de D. O. obtenidos en ELISA empleando sueros de cerdos
infectados experimentalmente con T. spiralis diluidos 1:100 y empleando el
peptido recombinante de la clona 3.11 a una concentracién de 5 ug/ml. Sueros de

cerdos infectados con Cysticercus cellulosae (C. c.), Ascaris suum (A. s.),
Trichuris suis (T. s.). Sueros de cerdos no infectados (C), Sueros de cerdos

infectados con T. spiralis (SCI).

DETERMINACION DEL RECONOCIMIENTO DE LA PROTEINA DE
FUSION DE Trichinella spiralis POR SUEROS DE CERDOS INFECTADOS
EMPLEANDO IET.

Con la finalidad de demostrar el reconocimiento del péptido recombinante de T.
spiralis por los sueros de cerdos infectados con el parasito, se transfirio la proteina de
fusion a tiras de nitrocelulosa, las cuales se reaccionaron con sueros de cerdos
infectados natural y experimentalmente con T. spiralis diluidos 1:100. Estos sueros se
seleccionaron porque dieron valores de D. O. mas 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 recombinante de T. spiralis (3.11), sin embargo,
en ambos casos no se observd reconocimiento de la Glutation S-transferasa expresada
por la clona parental (3c). En este ensayo se incluyé tambien un suero de cerdo no

infectado, observandose no reactividad hacia el peptido recombinante de T. spiralis.
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Fig. 15, Ensayo de IET para determinar el reconocimiento del péptido
recombinante por muestras de sueros de cerdos infectados natural y
experimentalmente con el parasito. Extractos totales de la clona 3,11 (carriles
2.4.6) y la clona 3¢ (carriles 1,3,5) que expresa el plasmido parental se separaron
por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10% vy se transfirieron a
papel de nitrocelulosa. Posteriormente, las tiras se reaccionaron con una dilucién
1: 100 de sueros de animales no infectados v de cerdos infectados experimental v
naturalmente con 1. spiralis. Los marcadores de peso molecular se indican en la
figura. La flecha indica el péptido recombinate de 1. spiralis.



DISCUSION

En los ultimos afios se ha observado en nuestro pais un incremento en el
numero de casos clinicos de triquinelosis, ademas de presentarse como una infeccion
epidémica (Martinez-Marafion 1983, 1985; Hernandez y cols., 1992). El consumo de
carne de cerdo infectada con el parasito ha sido el mecanismo principal de transmision
de la infecciéon a humanos. Debido a esto, es necesario que se apliquen pruebas de
diagnoéstico de la infeccion a dos niveles, 1) en el estudio masivo de cerdos con la
finalidad de detectar carne contaminada con ¢l parasito, para lo cual se requiere un
método de diagndstico con el cual se detecten infecciones cronicas, las cuales incluyan
cargas parasitarias muy bajas y 2) en el diagnoéstico de infecciones humanas durante la
fase aguda de la infeccion, de tal forma que se pueda llevar a cabo un tratamiento con
farmacos.

En relacion con el diagnéstico de triquinelosis porcina, éste se realiza en los
rastros mediante la demostracion directa de la larva muscular en biopsias de musculo
(triquinoscopia). Sin embargo, este método tiene algunas limitaciones ya que el tamafio
de la muestra es pequefio y restringe la deteccion de las larvas en el musculo de
animales aun con cargas parasitarias altas, pasando desapercibidas infecciones con
cargas parasitarias bajas.

En algunos rastros de paises europeos la deteccion de T. spiralis se realiza
principalmente por digestion artificial del diafragma 6 lengua de los cerdos. Este
método ha sido aceptado por la Comunidad Europea por ser confiable en la deteccion
de infecciones por I, spiralis en cerdos y en comparacion con la triquinoscopia, ha
resultado ser mas preciso y menos laborioso (Ramisz 1985).

En la actualidad, una alternativa empleada en el diagnéstico de triquinelosis es
el uso de métodos serologicos, los cuales han sido reconocidos como métodos
potenciales en la identificacion de infecciones con parasitos especificos aun en la

ausencia de sintomas clinicos caracteristicos o sin la determinacion del parasito. Una
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de las técnicas mas empleadas para este fin es el ensayo de ELISA, que es altamente
sensibie y util en la determinacion tanto de anticuerpos contra el parasito como de
antigenos parasitarios. La sensibilidad de este ensayo en la deteccion de anticuerpos
especificos contra T. spiralis ha sido comparada con la sensibilidad de los métodos
directos (triquinoscopia y digestion artificial) asi como con otros métodos serologicos
indirectos (inmunofluorescencia, contrainmunoelectroforesis, fijacion de complemento
Ruittenberg y cols., 1976; van Knapen y cols., 1976; van Knapen y cols., 1981: van
Knapen y cols., 1984) observandose con el ensayo de ELISA una mayor sensibilidad
en el diagnostico de triquinelosis.

Sin embargo, uno de los mayores obstaculos para el empleo del ensayo de ELISA es
la obtencion de reacciones falso-positivas. Esto se ha atribuido a los antigenos
utilizados en estos ensayos, los cuales generalmente son extractos totales de la larva
muscular del parasito, obteniéndose reacciones cruzadas con sueros de animales
infectados con otros parasitos. Bajo estas condiciones se reduce la posibilidad de
detectar niveles bajos de anticuerpos especificos contra T. spiralis, obtenienddse a su
vez falsos-negativos.

A este respecto, diversos grupos de investigacion han empleado en el ensayo de
ELISA, productos de secrecion-excrecion y de superficie esticosoma purificados de la
larva muscular mediante anticuerpos monoclonaies, obteniéndose un incremento en la
especificidad y sensibilidad del diagndstico de la infeccion, pudiéndose detectar
cerdos aun con cargas parasitarias muy bajas (Gamble y Graham 1981, Arriaga y cols.
1989).

Por otro lado, los antigenos de superficie/esticosoma y de secrecion-excrecion
de la larva muscular de T. spiralis considerados dentro del grupo de antigenos TSL-1
(Appleton y cols. 1991) son inmunodominantes y Wisnewski y cols. (1993) han
caracterizado bioquimica ¢ inmunologicamente al epitopo responsable de esta

inmunodominancia. Mediante técnicas de cromatografia de gas/espectrometria de masa



(CG/EM) se han identificado y cuantificado a los azicares asociados con los antigenos
del grupo de TSL-1. Una caracteristica de la composicion de carbohidratos del grupo
TSL-1 fue la elevada concentracion de residuos de fucosa, la cual es conocida por su
relevancia inmunoldgica en mamiferos y sistemas parasitarios. Este carbohidrato se
presenta en parasitos como Toxocara canis (Glicoproteinas ES) y esquistosomas
(Glicocalix). Por otro lado, una caracteristica Gnica de los antigenos TSL-1, fue la
identificacion de una 3,6-dideoxyhexosa denominado tivelosa. Esta familia de azucares
son comunes en Salmonella y en E. coli, se encuentran en los lipopolisacaridos y
constituyen grupos inmunodominantes y son resistentes a la oxidacion por periodato.
En Ascaris se ha aislado en los huevecillos otro tipo de 3,6-dideoxihexosas
denominada 3,6-dideoxiarabinohexosa. Se ha observado que este componente le
confiere a los huevecillos las propiedades de resistencia a la desecacion y a la
penetracion de otras sustancias tales como gases y solventes organicos. Sin embargo, la
tivelosa parece ser especifica del género Trichipella ya que otros antigenos de otros
parasitos helmintos tales como Toxocara canis, Schistosoma mansoni, Hymenolepis
diminuta, Heligmosomoides polygyrus, Dirofilaria immitis,  Irichuris muris,
Aspicularis tetraptera y Syphacea obvelata no mostraron reactividad cruzada con esta
molécula en ensayos de ELISA por inhibicion competitiva (Denkers y cols., 1991). De
esta forma se ha sugerido que dado que la tivelosa es especifica y es un epitopo
inmunodominante que constituye a los antigenos TSL-1, ésta puede ser utilizada en el
diagnostico de la triquinelosis porcina.

Un aspecto importante para poder realizar lo anterior es que la tivelosa puede
ser sintetizada quimicamente, lo cual asegura su estabilidad asi como su pureza, las
cuales son caracteristicas limitantes en el empleo de cualquier molécula en el
desarrollo de métodos de diagnéstico. Sin embargo, dado que la tivelosa se encuentra
presente en bacterias Gram negativas como Salmonella y E. coli, resulta relevante

evaluar si los sueros de cerdos infectados con T. spiralis tienen reactividad hacia
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extractos de estos organismos, esto con la finalidad de evitar la existencia de falsos
positivos en el diagnostico de la iriquinelosis porcina.

Por otro lado, los antigenos del grupo TSL-1 ademas de tener utilidad en el
diagnostico de la triquinelosis, participan en la inducciéon de proteccion contra T.
spiralis (Ortega-Pierres y cols. 1989). Ademas, Jarvis y Pritchard (1992) demostraron
que los antigenos de secrecion-excrecion desglucosilados obtenidos de la larva
muscular de T. spiralis inducen proteccion en ratones en contra de la infeccion por el
parasito. Los autores sugieren que aunque ¢l epitopo dominante del grupo TSL-1 es de
naturaleza de carbohidrato, la parte proteica participa activamente en la induccion de
inmunidad protectora. Cabe mencionar que los autores usaron periodato de sodio para
desglicosilar los antigenos de secrecion-excrecion y como se menciond anteriormente,
la tivelosa es resistente a este tratamiento, por lo que es posible que los productos de
superficie/esticosoma hayan contenido residuos de este azucar y parte de la proteccion
conferida se deba a este azucar, por lo que es necesario realizar nuevos experimentos
de proteccion con antigenos tratados mediante hidrolisis acida suave.

Por otro lado, la utilizacién de los antigenos TSL-1 en el diagnéstico de la
triquinelosis requiere su producciéon a gran escala. Una forma de lograr lo anterior es
el empleo de técnicas de ingenieria genética para realizar la clonacion de los genes que
codifican para los antigenos de interés y que pueden ser expresados en sistemas
bacterianos permitiendo su produccion eficiente, de tal forma que puedan ser usados en
el diagnostico de triquinelosis en poblaciones abiertas.

En la actualidad existen vectores de expresion los cuales han sido usados en la
clonacién de genes que codifican para antigenos parasitarios, utiles en el diagndstico
de diferentes infecciones parasitarias. En especial, el vector pGEX-3X ha permitido
expresar antigenos recombinantes de Trypanosoma cruzi (Ibafiez y cols.. 1987),

Taenia taeniacformis (Bowtell y cols., 1983, 1984, 1986), Echinococcus multilocularis
(Gottstein y cols., 1983, 1987; Vogel y cols., 1988; MUller y cols., 1989; Hemmings y



McManus, 1989, 1991), Toxoplasma gondii (Tenter y Johnson 1991; Parker y cols.,
1991) v Babesia bovis (BOse y cols., 1990) entre otros. En el presente trabajo se
empleo este vector para subclonar el inserto de ADNc de la clona Ts-3, la cual codifica
para un péptido de T, spiralis, el cual comparte determinantes antigenicos con los
antigenos de superficie/esticosoma del parasito. El empleo del pGEX-3X permiti6 la
purificacion del péptido de T, spiralis fusionado a la Glutation S-trasnferasa mediante
el uso de una cromatografia de afinidad empleando Glutation reducido y bajo
condiciones no desnaturalizantes. La proteina de fusion purificada se obtuvo a una
concentracion de 5 a 10 mg/ml lo cual concuerda a lo reportado por Smith y Johnson
(1988), quienes obtuvieron alrededor de 8 mg/ml de una proteina de fusiéon expresada
en el vector pGEX-3X y purificada empleando el mismo tipo de cromatografia descrita
en este trabajo. El analisis electroforético del péptido purificado reveld una sola banda
de proteina con peso molecular de 28 kDa (Fig. 12). De esta forma la expresion y
purificacion del péptido recombinante de 1. spiralis fue altamente eficiente empleando
este vector. Asimismo, en este trabajo se evalué mediante un ensayo de ELISA el uso
de este péptido en el diagndstico de triquinelosis porcina. Para realizar esto, se
utilizaron sueros de cerdos cuya infeccion con T, spiralis se habia probado previamente
mediante [ET, evidenciandose el reconocimiento de un patron antigenico caracteristico
de animales infectados con el parasito. Ademas, se demostro la reactividad de estos
sueros hacia los antigenos de superficie/esticosoma purificados de la larva muscular de
1. spiralis empleando un ensayo de ELISA. Los resultados obtenidos en el ensayo de
ELISA empleando el péptido recombinante purificado demostraron que 21 de los 26
sueros de cerdos infectados con T. spiralis reconocieron al péptido de fusion,
confiriendo una sensibilidad del 81 % (Tabla 7) y una especificidad del 100 % (Tabla
8). Es importante hacer notar que la sensibilidad del ensayo de ELISA empleando el
péptido recombinante purificado aumento al incrementarse la dilucion de los sueros de

cerdos infectados con el parasito, de tal forma que a la dilucion 1:25 se obtuvo una
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sensibilidad del 27 % comparado con una sensibilidad del 81 % a la dilucion 1:100
(Tabla 6). Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis sugieren la utilidad del
péptido recombinante de 1. spiralis en el diagnostico de triquinelosis porcina. Sin
embargo la sensibilidad del ensayo ain podria aumentarse reduciendo la reactividad de
los sueros empleados hacia la Glutation S-transferasa, lo cual permitiria reducir los
valores de D. O. de los sueros de cerdos no infectados y por consiguiente un punto de
corte mas bajo, obteniéndose menos falsos negativos. Lo anterior se puede realizar
mediante el uso del Factor X el cual reconoce una secuencia especifica en la proteina
recombinante libérandose el péptido de T. spiralis. Otro aspecto que debe ser
considerado es el tiempo que los sueros son mantenidos en congelacion, ya que se ha
reportado que pueden ocurrir reacciones inespecificas o pérdida de reactividad cuando
las muestras de suero son mantenidas en congelacion por periodos mayores de 3 meses
(van der Leek y cols., 1992).

Por otro lado, el empleo en este tipo de ensayos de una mezcla de péptidos
recombinantes redituaria en una mayor sensibilidad, ya que aumentaria el numero de
epitopos a reconocerse por los sueros de animales infectados con T. spiralis,
eliminando los problemas inherentes a la heterogeneidad de la respuesta inmune del
huésped. En otras parasitosis como en el caso de oncocercosis, ¢l empleo de 3
proteinas recombinantes en un ensayo de ELISA confirié 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 diagnéstico de Echinococus
multilocularis (Gottstein y cols., 1993).

El uso de péptidos sinteticos también permitiria reducir las reacciones
inespecificas haciendo posible la utilizacion de una mezcla de ellos (Vergara y cols..
1692). A este respecto existen numerosas evidencias que demuestran que el uso de
péptidos sintéticos ha permitido desarrollar métodos de diagnostico altamente sensibles

y especificos en otros parasitosis (Hemmings y McManus, 1989 y 1991; Miiller y
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cols.. 1989: Felleisen y Gottstein, 1993; Gottstein y cols., 1993; Tenter y Johnson,
1991).

En cuanto al uso de péptidos recombinantes como vacunas, Mitchell (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 toxicas y efectos dafinos después de la
vacunacion y c¢) Obtencioén de antigenos recombinantes de organismos de diferentes
estadios del ciclo de vida de éstos, q:ie simplemente no pueden ser obtenidos en
grandes cantidades.

Asi, la utilizacion de péptidos recombinantes en la induccién de inmunidad
protectora contra diferentes parasitosis ha sido exitosa. Gottstein y cols., (1990)
emplearon péptidos recombinantes para inducir una respuesta inmune humoral y
celular en ratones y perros infectados con Salmonella typhimurium en la cual habian
clonado el gene II/3-10 del parasito Echinococcus multilocularis. La vacuna
recombinante se denominé S. typhimurium+pVM 11/3-10 y fue administrada por 2
vias: la subcutanea y la oral. Se observd que los niveies de anticuerpos fueron mayores
en animales que recibieron la vacuna por via subcutdnea y que la respuesta humoral y
celular fue aumentada después de la administracion de la vacuna. Asi, es evidente que
la eleccion del péptido y la via por la cual se presenta el mismo al sistema inmune
pueden ser factores criticos a considerar cuando se apliquen péptidos recombinantes o
sintéticos como vacunas.

Por otro lado, Johnson v cols. (1989) emplearon una proteina recombinante de
Taenia ovis fusionada a Glutation S-transferasa en la vacunacion de ovejas
observandose una proteccion del 94 % contra el desafio con los huevecillos del
parasito. Un aspecto importante de mencionar es el hecho de que la misma proteina
fusionada a B-galactosidasa no indujo proteccion. Con respecto a la utilizacién de

vacunas moleculares en la inmunoprofilaxis de triquinelosis, seria de interés evaluar el
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uso del péptido recombinante de T. spiralis obtenido en este trabajo de tesis en la
induccién de una respuesta inmune en contra de la infeccion por el paréasito. Lo
anterior, en base a que esta proteina de fusion comparte determinantes antigenicos con
los componentes de superficie/esticosoma de la larva muscular del parasito los cuales
participan en la induccién de proteccion en contra de la infeccion (Ortega-Pierres y
cols. 1989; Jarvis y cols., 1992) . Ademas, el péptido recombinante no esta glicosilado
, por lo que su uso permitiria determinar la participacion de la parte proteica de estos
antigenos en la inducciéon de proteccidon. El hecho que existen anticuerpos dirigidos
contra estc péptido en el suero de cerdos infectados tanto natural como
experimentalmente con T, spiralis demostrados en esta tesis tanto por ELISA como por
IET es una evidencia de la inmunogenicidad de estos antigenos.

Por otro lado, el empleo de péptidos sintéticos en la inmunoprofilaxis de
infecciones parasitarias es una alternativa a la utilizacion de péptidos recombinantes,
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 v 35.1) del merozoito de Plasmodium falciparum, obteniéndose
una supresion 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 proteccion contra el estadio sanguineo asexual de Plasmodium falciparum.
Mas recientemente Millet y cols. (1993) evaluaron la inmunogenicidad de la vacuna
SPf66 contra Plasmoduim falciparum en seres humanos voluntarios. El resultado de
este estudio sefiala que la inmunizacién con la vacuna induce titulos elevados de
anticuerpos contra los péptidos sintéticos mostrando asi la presencia en estas moléculas
de epitopos para células B, confiriendo un 79 % de proteccion.

Es evidente que el empleo de antigenos recombinantes o sintéticos de T.
spiralis tanto en el diagnostico como en la inmunoprofilaxis de la triquinelosis

permitira desarrollar medidas de control de esta infeccion en dreas endémicas
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redituando finalmente en el control de la transmision de esta parasitosis al humano.



CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron 24 clonas recombinantes por subclonacion del ADNc de la
clona Ts-3 en el vector pGEX-3X y en 6 de ellas se demostré la presencia del
inserto clonado.

2. La clona 3.11 que fue seleccionada de las clonas recombinantes
obtenidas expreso eficientemente el péptido recombinante de T. spiralis, despues
la induccion con IPTG.

3. Se obtuvo un alto rendimiento en la purificacion del péptido
recombinante (5 a 10 mg/100ml) por cromatografia de afinidad empleando
Glutation acoplado a Sefarosa 4B.

4. El analisis electroforético del péptido recombinante purificado mostré la
presencia de una sola banda proteica de 28 kDa, calculando asi que el péptido
clonado de T. spiralis tiene un peso molecular de 2 kDa.

5. El empleo del péptido recombinante purificado de T. spiralis permitié
detectar con una sensibilidad del 81 % a sueros de cerdos infectados natural y
experimentalmente con el parasito,

6. La especificidad del ELISA empleando el peptido recombinante con
sueros de cerdos infectados con otros parasitos fue del 100 %.

7. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis mostraron que el
péptido recombinante de T. spiralis es 1til en el diagnéstico de triquinelosis

porcina.



APENDICE A

FENOL SATURADO

El fenol se destilo v se congelo. el pH era menor a 7.8, se saco el fenol del
congelador y se dejo que se descongelara a T. A., después se calent6 a 68°C y se le
agregé hidroxiquinoleina a una concentracion final de 0.1 %. Después de hervir el
fenol se le adicioné un volumen igual de Amortiguador Tris-HCl 0.5 M, pH 8.0 a T.
A., se mezclo durante 15 min, cuando las 2 fases se habian separado, se aspiro la fase
acuosa. Después se adiciond un volumen igual pero de Amortiguador Tris-HCI 0.1 M,
pH 8.0 al fenol y se agité de nuevo por 15 min a T. A., se removié la fase acuosa y se
repitieron las extracciones hasta que la fase fenélica tenia un pH mayor de 7.8 (medido
con papel indicador de pH). Cuando el fenol ya habia sido equilibrado se le adiciono
0.1 volumen de Amortiguador Tris-HCI 0.1 M (pH 8.0) conteniendo 0.2 % de B-

Mercaptoetanol, y se mantuvo en congelacion hasta su utilizacion.



APENDICE B

GENE CLEAN

Protocolo para aislar y limpiar ADN de un gel de agarosa de bajo punto de
fusion. Se cort6 la banda del gel de agarosa de bajo punto de fusion en donde se
encontraba el ADN de la clona Ts-3 y se afadieron 3 volimenes de la soluciéon de
Yoduro de Sodio del Kit (Gene Clean, Bio 101) volumen a volumen correspondiente al
pedazo recortado del gel de agarosa de bajo punto de fusion, se dejo 3 min a 42°C y se
depositaron 5 pl de glass milk del Kit, resuspendiendo las perlas con la solucién del
ADN vy el Yoduro de Sodio, después se centrifugéd (centrifuga eppendorf) a 10000 rpm
por 30 seg. se decanto el sobrenadante y las perlas de vidrio con el ADN se lavaron 3
veces con New Wash del Kit resuspendiendo las perlas en esta solucion vy
centrifugando en cada lavado a 10000 rpm por 30 seg. Posteriormente se
resuspendieron las perlas en 10 pl 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 llevd a un gel de

agarosa (Ultra Pure, BRL) al 0.8 % en presencia de bromuro de etidio, para ver la

concentracion del ADN limpiado.



APENDICE C

MEDIOS DE CULTIVO (por litro)

SOB

Bacto triptona 20.0 g, Extracto de Levadura 5.0 g, Cloruro de Sodio 0.5 g,
ajustar el pH a 7.5 con KOH.

LURIA

Bacto triptona 10.0 g, Bacto Levadura 5.0 g, Cloruro de Sodio 5.0 g.

Psi-b
Extracto de levadura 5.0 g, Bacto triptona 20.0 g , Sulfato de Magnesio

2.0 g ajustarel pH a 7.6 con KOH.

SM

Cloruro de Sodio 5.8 g, Sulfato de Magnesio 2.0 g, Tris-HClI 1 M pH 7.5

50.0 ml, Solucion de Gelatina al 2% 5.0 ml.
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APENDICE D
Amortiguadores
PBS
Cloruro de Sodio 150 mM, Fosfato de Sodio Dibasico 16 mM, Fosfato de
Sodio Monobasico 4 mM  ajustar el pH a 7.3.
TBF 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 acetico. 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
Alkali-strip
Dietilamina 50 mM, Deoxicolato de Sodio al 2% pH 11.5.
Amortiguador de Columna
Tris-HCI 20 mM, Deoxicolato de Sodio al 0.5% pH 8.3
Pre-strip
Glicina 50 mm, Deoxicolato de Sodio al 2% pH 9.3
Tris-Boratos 5X
54 g Trisma-base, 27.5 g Acido Borico, 20 ml EDTA al 0.5 M pH.8.0
Colorante 6X
Azul de Bromofenol 0.25 %, Xilen Cianol FF 0.25 %, Glicerol 30 %.
Amortiguador para extraccién rapida de ADN
Cloruro de Sodio 100 mM, EDTA 10 mM, Tris 2 mM pH 7.5..
Set
Lisozima 2 mg/ml, Glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0
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Amortiguador de Carbonatos

Carbonato de Sodio 1.59 g, Bicarbonato de Sodio 2.93g, pH 9.6
Amortiguador para Electroforesis

Tris-base 3.02 g, Glicina 14.41 g, y S ml de SDS al 20 %, aforado a 1 litro

pH a 8.3.

Amortiguador de transferencia

12.11 g de Trisma base, 57.68 g de Glicina y 800 ml de Metanol, aforado a 4
litros durante 1 hr a 4°C con cambios de la solucion cada 30 min,

Solucion Sustrato para inmunoelectrotransferencia

20 ml de PBS, 4 ml de un stock 6X de 4-cloro-1-naftol en Metanol absoluto: 3

mg/ml, y 8 ul de Perdxido de Hidrégeno al 30 %.

r
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APENDICE E

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO
CONDICIONES REDUCTORAS (SDS-PAGE).

Para la elaboracion de geles de poliacrilamida en presencia de Duodecil Sulfato
de Sodio (SDS-PAGE) fue necesario preparar las siguientes soluciones stock.
1. Amortiguador para el gel concentrador (BGC 8X).
Trisma base 2 M pH 6.8 (50 ml), SDS al 20 % (4 ml), aforar a 100 ml con agua
bidestilada.
2. Amortiguador para el gel espaciador (BGE 5X) .
Irisma base 2 M pH. 8.8 (187.5 ml), SDS 20 % (5 ml). aforar a 200 ml con agua
bidestilada.
3. Acrilamida 30 % /Bisacrilamida 0.8 %.
Acrilamida 60 g, N'N'-metilen-bis-acrilamida 1.6 g, Glicerol 60 ml, aforar a 200 mi
con agua bidestilada y posteriormente filtrar varias veces.
4. Amortiguador de Muestra 5X.
Trisma base 2M pH.6.8 (0.78 ml), SDS 20 % (2.5 ml), Glicerol (0.97 ml). Azul de

Bromofenol al 2% en glicerol al 60 % (25 ul). llevar a 5 ml con agua bidestilada.

PREPARACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS AL 10 %.
CONCENTRADOR AL 5%.

BGC 8X (0.25 ml). H»O (1.41 ml), Acril/Bisacrilamida 30:0.8 % (0.33 ml), N', N', N,
N'-Tetrametiletilenediamina (TEMED) (1.5 pl), Persulfato de Amonio (APS) 10 % (12
ul).

ESPACIADOR AL 10%.

BGE 5X (1.88 ml), HyO (4.44 ml), Acril/Bisacrilamida 30:0.8 % (3.16 ml), TEMED
(5 ul), APS 10% (20 pl).
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APENDICE F

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA
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