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Hay una fuerza motriz mas poderosa que el vapor, la electricidad y la
energia atobmica: la voluntad
Albert Einstein (1879-1955). Cientifico aleman nacionalizado estadounidense.
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Resumen

La teniasis y la cisticercosis ocasionadas por Taenia solium son problemas
de salud publica. El ciclo de vida de este parasito requiere de un hospedero
intermediario, el cerdo, para la formacién del cisticerco y un hospedero definitivo,
el humano, para el desarrollo del adulto. La teniasis humana es una enfermedad
intestinal adquirida por el consumo de carne infectada con cisticercos. El ciclo de
vida se continua cuando los cerdos ingieren heces humanas con huevos del
adulto, lo que les causa la cisticercosis porcina. Los humanos pueden actuar en
esta parte del ciclo como hospederos accidentales. La manifestacién mas grave
de la cisticercosis humana es la neurocisticercosis que frecuentemente causa
discapacidad fisica y en ocasiones la muerte. La deteccibn de humanos
portadores del adulto, se ha convertido en un elemento clave para el desarrollo
de estrategias de control de la enfermedad. Clasicamente la teniasis ha sido
identificada por examenes parasitolégicos que no son especificos ni sensibles,
observando la materia fecal, para identificar huevos, proglotidos y escoélex. Los
antigenos de excrecién/secrecion (AgE/S) del adulto son una compleja mezcla
de proteinas y otros compuestos provenientes del metabolismo del gusano, y los
anticuerpos contra estos antigenos pueden ser considerados como un indicativo

de la presencia de un parasito vivo.

El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar mimotopos obtenidos con
anticuerpos anti-P36 (antigeno de los Ag E/S del adulto de T. solium) de una
biblioteca de péptidos de 12 aa desplegados en la proteina Il de un bacteriéfago
tipo M13. La caracteristica de estos péptidos es que no tienen identidad con la
estructura primaria de la proteina P36, pero presentan mimetismo con epitopes
de la proteina, es por ello que son referidos como mimétopos. En este trabajo se
identificaron 3 mimétopos denominados 21, 49 y 52 con los cuales se produjeron
sueros anti-mimoétopos en conejo. Estos sueros mostraron que el suero anti-
mimotopo 21 reconoce a la proteina 36, 24 y 48 y el suero anti-mimotopo 49 solo

a la proteina P36 en los Ag E/S del adulto de T. solium.



1. Introduccion.

La teniasis y la cisticercosis ocasionadas por Taenia solium son problemas
de salud publica que prevalecen tanto en areas urbanas como rurales, donde se
asocian a las practicas tradicionales de crianza de cerdos, malas condiciones
sanitarias e higiénicas, ignorancia y pobreza. Se ha sugerido que la principal
consecuencia de la teniasis en la salud es la desnutricion, aunque esto aun no

se ha demostrado en forma concluyente como con otras parasitosis .

El término teniasis designa al parasitismo humano por cestodos o gusanos
planos del género Taenia, conocidos comunmente como solitarias. Existen dos
cestodos que afectan al hombre, Taenia solium y Taenia saginata, mismos que
requieren los hospederos intermediarios, el cerdo y la res respectivamente, para
completar sus ciclos de vida. El hombre es el hospedero definitivo obligado para
ambas taenias’. Recientemente se ha descrito otra Taenia que afecta a
humanos®, la cual ha sido clasificada como una subespecie de T. saginata (T.

saginata asiatica) por algunos autores'® '

y como una nueva especie (T.
asiatica) por otros'® '*. La teniasis por lo general sigue un curso benigno y a
menudo es asintomatica; cuando se presentan sintomas, éstos pueden ser leves
o moderados. Por lo general, el paciente afectado no recurre al médico,
manteniendo la infeccidn por afios. La principal manifestacion clinica es la
eliminacién frecuente de proglétidos, ya sea espontdneamente o con la
defecaciéon; ademas el paciente sefala el antecedente de consumo frecuente de
carne de bovino o de cerdo, algunas personas prefieren su gusto por consumirla

con insuficiente coccion®.

Los huevos de Taenia son eliminados con las heces del portador,
contaminando aguas y alimentos, y son ingeridos por cerdos o vacas donde
evolucionan a cisticercos produciéndose la cisticercosis porcina o bovina.
Cuando el hombre ingiere la carne de cerdo o vaca, contaminada con cisticercos
viables, se desarrolla en él la teniasis. EI hombre también puede, de forma
accidental, adquirir cisticercosis al ingerir los huevos de T. solium a través de

alimentos y aguas contaminadas. Estos huevos se desarrollan hasta cisticerco
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en diferentes tejidos, principalmente sistema nervioso central (SNC), causando
la neurocisticercosis (NCC). En la NCC se producen manifestaciones clinicas
como convulsiones, mareos, cefaleas, desérdenes mentales, etc'. La
contribuciéon que tiene la cisticercosis humana en las tasas de morbilidad y
mortalidad es resultado del desarrollo del cisticerco en el sistema nervioso
central (SNC), lo que frecuentemente causa discapacidad fisica y en ocasiones

la muerte®®.

Este parasito es endémico en Brasil, Colombia, Ecuador, Guatemala, México,
Peru, India, China, Nueva Guinea, Africa del Sur, Africa Occidental, Madagascar
y Zimbabwe. Pero con la emigracion y el turismo se ha difundido su presencia en
Estados Unidos, Canada3, Inglaterra, Kuwait, Portugal, Espafia y Australia. Se ha
convertido incluso en enfermedad emergente en los Estados Unidos, donde la

neurocisticercosis alcanza el 13.5% de las consultas por convulsiones'®.
1.2 Taenia solium.
1.2.1 Generalidades del parasito.

Taenia solium pertenece al phylum Platyhelmintes, clase Cestoda, orden
Cyclophyllidae, Subclase Eucestoda, Familia Taeniidae, Género Taenia, Especie
solium (Linneaus, 1758). Taenia solium es un endoparasito hermafrodita que
mide entre 1 y 15 metros de largo, es aplanado y alargado dorso ventralmente
tiene simetria  bilateral. Carece de tubo digestivo y presenta
pseudometamerizacion: cuerpo dividido en segmentos llamados proglétidos. Los
ciclofilideos estan dentro de un grupo de cestodos que se caracterizan por tener

glandulas o células viteldgenas compactas y un escélex con cuatro ventosas'>.
1.2.1.1 Morfologia
1.2.1.1.1 Gusano adulto

En su forma adulta (figura 1A), la “solitaria” presenta un cuerpo largo y
aplanado cuya longitud puede superar los dos metros. Habita en el intestino

delgado del hombre. Provista de un tegumento o epitelio que le permite absorber
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los nutrientes del medio, la taenia carece de tubo digestivo interno, aunque
desciende, desde un punto de vista evolutivo, de otros vermes aplanados que si

lo tienen.

Presenta un escolex (figura 1B) del tamafo de la cabeza de un alfiler que
tiene cuatro ventosas y un rostelo con una doble corona de ganchos (varian
entre 20 a 32 pares de ganchos); con los ganchos se prende del intestino y con
las ventosas se adhiere al mismo. El estrobilo, que es el cuerpo de la taenia,
estd segmentado. Los segmentos o proglétidos, inician de una regidén germinal
situada en la parte inferior del escélex siendo estos los mas cercanos al cuello o
inmaduros, es decir, sin organos sexuales desarrollados; van mostrando un
grado creciente de desarrollo y diferenciacion a medida que se alejan del
escolex hasta llegar a ser segmentos maduros en la parte media del estrébilo.
Cada proglétido maduro posee 6rganos genitales masculinos y femeninos, que
lo convierten en una auténtica unidad de reproduccién: la taenia es un parasito
hermafrodita. Los proglétidos mas alejados del escdlex muestran un utero
“gravido” ramificado lleno de huevos (~50 000 en cada uno). Cada proglétido
mide entre de 7 a 12 mm de largo por 5 a 6 mm de ancho, los gravidos son
liberados espontaneamente por la solitaria con las heces. Conforme se van
expulsando proglétidos gravidos, van gestandose otros nuevos en el cuello™.
Estos proglétidos estan recubiertos por un tegumento con microtricas en su
superficie exterior, constituyendo un tejido sincitial con funciones de secrecioén y
absorcion. El parénquima de los proglétidos inmaduros cuenta con abundantes
fibras musculares lisas y bolsas de glucégeno. La presencia del tejido muscular
explica los constantes movimientos de contraccion y relajacion. La presencia de
abundantes particulas de glucdégeno distribuidas entre todas las estructuras,

sugiera que la glucosa es la fuente de energia mas importante para el cestodo’”.
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Figura 1B. Escoélex Taenia solium. Pueden observarse los 6rganos de fijacion, dos de las cuatro
ventosas (V1y V2) y el rostelo armado con la doble corona de ganchos (R). Tomada de
http://www.viarural.com.ar/viarural.com.ar/ganaderia/porcinos/parasitos-internos/cestodes-taenia-

solium.htm
1.2.1.1.2 Cisticerco.

El cisticerco o metacéstodo (forma larvaria) de T. solium es una vesicula
ovalada y translucida llena de liquido, mide de 0.5 a 2 centimetros de diametro,
dotada de un pequeio escolex en su interior. Al igual que el escélex de la taenia
adulta, el escolex del cisticerco posee cuatro ventosas y un rostelo armado con
dos hileras de ganchos. Al carecer de tracto digestivo las larvas obtienen sus
nutrientes y excretan sus desechos a través de la superficie tegumental. La
superficie externa aparece aumentada por proyecciones digitiformes
denominadas microtricas, que son estructuras parecidas a las microvellosidades

del intestino y otros epitelios de vertebrados e invertebrados ™.

El cisticerco puede presentar dos formas: recemosa y celulosa o
monovesicular (cerebro)'®. La forma recemosa es grande, con una vesicula

multilobulada, a menudo con forma de racimo de uvas (figura 2A) y el escdélex en
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general no es visible. Por su parte, la forma celulosa o monovesicular (figura 2B)
es pequefia, esférica u ovalada, con una vesicula translucida a través de la cual
se puede observar el escolex. Miden unos 5 - 10 mm de longitud, estan
formados por un compartimiento interno, que engloba al escoélex y al canal
espiral, y uno externo, que contiene el liquido vesicular (0.5 ml) ademas de una
cubierta externa. Se aprecian como vesiculas blanco-amarillentas, de forma
ovalada o redondeada, con el escoélex visible en su interior, con apariencia de un
pequefio granulo blanquecino. La superficie que presenta el cisticerco a su
hospedero humano o porcino es un tegumento citoplasmatico, sincicial y
continuo en toda la cara externa de la pared vesicular. Puesto que el cestodo
carece de tracto digestivo, obtiene sus nutrientes y excreta sus desechos a
través de la superficie tegumental. La superficie externa del tegumento esta
cubierta por una membrana plasmatica que es aumentada por proyecciones
digitiformes denominadas microtricas. El tegumento esta formado por vesiculas
y mitocondria. Por debajo del tegumento se encuentran varias capas de tejido
muscular liso, asi como los citones subtegumentales. Estas células sintetizan
activamente proteinas y otros componentes que posteriormente son
transportados hacia el tegumento a través de puentes citoplasmaticos. A mayor
distancia de la superficie se encuentran una serie de conductos o canales
formadas por las llamadas células flama, que constituyen un sistema
protonefridial. Taenia solium produce unas concreciones minerales denominadas
corpusculos calcareos que se forman en el lumen de los ductos

protonefridiales’”.
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Figura 2. A) Forma racemosa del ciscticerco de Taenia solium, obtenida por cirugia de un

paciente con neurocisticercosis. B) Cisticercos en su forma celulosa extraidos de musculo

esquelético de un cerdo infectado naturalmente.

1.2.1.1.3 Huevo.

En 1835 Karl Theodor Ernst von Siebold descubrié que los huevos de Taenia
son esféricos y con apariencia radial cuando se observan a través de un
microscopio optico, contienen una oncosfera con un embrién con seis ganchos
pequenos. Los huevos de T. solium son esféricos, miden entre 20 — 40 um de
diametro. Son morfolégicamente similares a los de otras especies de ténidos e
idénticos a los de T. saginata incluyendo la subespecie T. saginata asiatica.
Poseen varias envolturas siendo la mas externa el vitelio o capsula, constituido
por un grupo de células que forman un sincicio. La siguiente envoltura es el
embriéforo, formado por pequenos bloques proteicos unidos entre si por una
sustancia cementante. Esta envoltura, ademas de ser la mas importante en la
proteccion de la oncosfera, confiere a los huevos su apariencia estriada
caracteristica. EI embriéforo es producido por una envoltura celular mas
profunda llamada célula embrioforal’’. Tiene una serie de caracteristicas
contrastantes ya que por un lado es impermeable y muy resistente, o que
posibilita la supervivencia en un ambiente desfavorable; por otro lado, la
sustancia cementante que une a los bloques proteicos es sensible a la digestidon
enzimatica. Asi, cuando los huevos son ingeridos por el hospedero

intermediario, el embridforo se desbarata de inmediato liberando las
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oncosferas'®. Finalmente la membrana oncosferal rodea directamente al embrion

hexacanto'’.

Figura 3. Huevos de Taenia solium A)
huevos en fresco observados en el
microscopio de luz; B) huevos intactos
observados en el microscopio electrénico
de barrido; C) corte de un huevo
inmaduro observado en el microscopio
electrénico de barrido; D) corte de un
huevo observado en el microscopio
electrénico de  transmision.  Onc:
Oncosfera; Emb: embri6foro; H: ganchos
oncosferales'®. (Fotografias tomadas de
Aguilar-Diaz et al., 2006)

1.2.1.2 Sistema reproductor.

Como se mencioné anteriormente, cada proglétido es una unidad
reproductora independiente puesto que posee organos genitales masculinos vy
femeninos haciendo a T. solium un organismo hermafrodita. Los genitales
masculinos se desarrollan primero y estan constituidos por un gran numero de
testiculos (275 a 575) que confluyen en ducto genital que a su vez desemboca
por un costado del proglétido en el atrio genital”. El proceso de
espermatogénesis comprende meiosis y maduracidon de espermatozoides

filiformes (sin cabeza), con un solo axonema, alrededor del cual se encuentra el
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nucleo enrollado en firma helicoidal, y una capa de microtubulos helicoidales

externos’®.

Los genitales femeninos estan constituidos por un ovario trilobulado situado
en la base del utero en el extremo posterior del proglétido. El ovario desemboca
a través de la vagina en el atrio genital. Los proglétidos gravidos muestran de
siete a quince ramas laterales repletas de huevos. Cada una de las ramas puede
presentar subramificaciones. El numero de ramas uterinas permite diferenciar

morfolégicamente a T, soliumy T. saginata (figura 4).

Poro
genital

Poro
/ genital

Figura 4. A) Proglétido gravido de Taenia solium. Se aprecia el conducto uterino central del que
se desprenden las ramas en un numero menor a 12. B) Proglotido gravido de T. saginata (tincion
con tinta china). El utero ramificado presenta 12-30 ramas. Los conductos terminales de los
sistemas genitales femenino y masculino se unen en el poro genital indicado en ambas

imagenes””.
1.2.2 Ciclo de Vida

En condiciones naturales, la T. solium o solitaria habita en el intestino
delgado del ser humano. Su nombre comun alude a que en la mayor parte de los
casos se encuentra un solo gusano en cada portador. Esta constituida por un
escolex o cabeza, que en su parte inferior se adelgaza para formar un cuello, a

partir del cual se producen los proglétidos o segmentos®. El conjunto de
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proglotidos unidos entre si en forma de cadena se denomina estrobilo. Los
proglétidos mas cercanos al cuello son los mas jovenes e indiferenciados. Los
mas distantes estan totalmente diferenciados y contienen un gran numero de
huevos (~50,000) por lo que se dice que se encuentran gravidos. Los proglétidos
gravidos desprendidos espontaneamente por el gusano adulto (en promedio de
cuatro a cinco por dia), son evacuados hacia el exterior de las heces del
huésped'’. La primera expulsién de proglétidos de la T. solium generalmente

ocurre de dos a tres meses después de la infeccion?’.

La cisticercosis se adquiere por ingestion de huevos de T. solium. Una vez en
el tubo digestivo del hospedero intermediario (el cerdo), las enzimas proteoliticas
y las sales biliares proveen la sefial para la activacion del embrion hexacanto u
oncosfera contenido en el huevo. Los embriones activados penetran la pared
intestinal del hospedero hasta alcanzar capilares linfaticos y sanguineos que los
distribuyen a una gran variedad de 6rganos vy tejidos. Se sabe que se requiere
por lo menos de diez semanas para que el huevo se convierta en cisticerco y
éste puede sobrevivir por varios afos en los tejidos del hospedero intermediario.
El ciclo se completa cuando el ser humano ingiere carne de cerdo cruda o
insuficientemente cocida infectada con cisticercos vivos. Las enzimas gastricas e
intestinales asi como las sales biliares del hospedero, participan en la activacion
del cisticerco induciendo la evaginacién del escolex para su fijacién en la pared
del intestino. Una vez anclado, el parasito crece y se diferencia hasta convertirse

en una tenia adulta productora de proglétidos gravidos.

Los cisticercos se mueren a temperaturas de 45 — 50 °C, por lo que pueden
sobrevivir en trozos gruesos de carne si el centro no es cocido
adecuadamente®. Los cisticercos pueden sobrevivir de 26 a 30 dias a 4 °C, lo
cual indica que la infeccion puede darse por la ingesta de carne mal cocida o

cruda después de haber sido refrigerada a 4 °C en un lapso menor a un mes?®
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Figura 5. Ciclo bioloégico de
Taenia solium. Alterna entre el
ser humano como huésped
definitvo y el cerdo como
huésped intermediario. En su
estadio adulto, el platelminto
habita en el intestino humano.
Su presencia ocasiona la
teniosis. La tenia produce miles
de huevos, que se expulsan en
las heces. El cerdo se infecta al
ingerir heces con huevos o
segmentos del parasito adulto.
Cada huevo puede convertirse
en un cisticerco. El cisticerco
ocasiona la cisticercosis
porcina. El ciclo culmina cuando
el hombre consume carne de
cerdo infectada con cisticercos
vivos. El escdlex se fijan en las
paredes del intestino humano
donde se convierte en adulto.
La falta de higiene y la
convivencia con un teniasico
pueden ocasionar la ingestion
de huevos, desarrollandose la

cisticercosis humana.
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1.2.3 Manifestaciones clinicas
1.2.3.1 Teniasis

La infestacion por el gusano adulto del género Taenia produce el cuadro
clinico denominado teniasis intestinal. Los sintomas pueden estar causados por
la produccion de sustancias toxicas por parte del cestodo, por la irritacidon
mecanica intestinal, por anemias y por sindromes de malabsorcion intestinal. En
general, la mayoria de las infecciones por T. solium son asintomaticas, aunque
puede aparecer malestar abdominal (meteorismo vy plenitud intestinal),
sensacion de hambre, nauseas y diarrea. Es bastante frecuente detectar una

eosinofilia moderada en sangre periférica, mayor del 13%2*,
1.2.3.2 Cisticercosis.

En el hombre, los cisticercos se desarrollan en el sistema nervioso central
(SNC), el ojo, el musculo esquelético y el tejido subcutaneo. Por su gravedad
destacan la neurocisticercosis y la cisticercosis ocular. La neurocisticercosis
constituye una enfermedad compleja, cuyos sintomas dependen en buena
medida del numero y localizacion de los parasitos en el SNC y las meninges, asi
como el grado de la reaccion inflamatoria inducida por el parasito y las
condiciones del hospedero'. El desarrollo de cisticercos en el SNC se atribuye a
un fendbmeno denominado tropismo, derivado de los aspectos mecanicos de la
circulacién junto al alto grado de concentracién de glucosa o glucégeno en el

tejido®.

La cisticercosis del parénquima cerebral genera crisis convulsivas en el 70%
de los pacientes con neurocisticercosis. En los paises donde la enfermedad es
prevalente, uno de cada dos casos de epilepsia se debe a neurocisticercosis. El
aumento de la presion intracraneal es otra de las complicaciones frecuentes. En
Iberoamérica la tasa de neurocisticercosis supera la de cisticercosis muscular y
subcutanea; en los paises asiaticos predomina la cisticercosis muscular

diseminada’®.
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1.2.4 Respuesta inmune del hospedero.

Ante la invasion parasitaria, el cuerpo reacciona con una doble respuesta
inmunitaria: humoral y celular. La humoral se caracteriza por la presencia de
anticuerpos, proteinas que se unen a su antigeno correspondiente. De la
respuesta celular se encargan los leucocitos. Se han detectado
inmunoglobulinas IgG en contra de los cisticercos en el suero sanguineo y en el
liquido cefalorraquideo. La presencia de IgG, que es el anticuerpo mas longevo,
corrobora que la enfermedad constituye un proceso cronico y de larga evolucion.
Existe, ademas, una correlacion entre anticuerpos del hospedero vy
caracteristicas de los parasitos: los anticuerpos abundan en pacientes cuyos
cisticercos estan vivos o en proceso de destruccién, para disminuir en presencia

de parasitos calcificados .

En la respuesta inmune celular, los linfocitos T son de dos tipos: T
coadyuvantes (Th) subdivididos en Th1 y Th2, y linfocitos T citotéxicos (Tc). La
proporcion entre ambos tipos de linfocitos esta asociada con la funcionalidad del
sistema inmunitario, una proporcion que parece anormal en los pacientes con
cisticercosis: se da un aumento en la subpoblacion de células citotdxicas que
sugiere una respuesta inmunitaria disminuida. Sin embargo, no se sabe si la
parasitosis es la causa o el efecto de la inmunodepresion. Se han detectado
citocinas en liquido cefalorraquideo y en la sangre de pacientes con
neurocisticercosis. Las citocinas reflejan una respuesta inmunitaria de tipo Th1
(asociadas a proteccién). No obstante, la reaccion inflamatoria crénica que
rodea a cisticercos en el cerebro sugiere la participacion tanto de linfocitos Th1

como Th2™.
1.2.5 Mecanismos de evasidén de la respuesta inmune

Para sobrevivir a una respuesta inmunitaria activa, el parasito desarrolla
diversos mecanismos de evasion y depresion de la respuesta inmunitaria:
establecimiento en sitios inmunolégicamente privilegiados, como el ojo y el

cerebro; enmascaramiento de la respuesta inmunitaria al cubrirse con
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anticuerpos del hospedero; produccion de moléculas que suprimen o desvian la

respuesta inmunitaria y procesos de mutagénesis ™.

Existen algunas evidencias que sugieren posibles estrategias de adaptacion
del parasito en un hospedero inmunocompetente. Entre ellas cabe mencionar la
secrecion del antigeno B, capaz de fijar el complemento en complejos solubles o
lejos del parasito, una propiedad que podria prevenir el dafio del parasito por
fijlacion del complemento sobre su superficie?®, la presencia de una gran
cantidad de inmunoglobulinas en la superficie del parasito que enmascararan su

presencia ante el sistema inmunolégico .
1.2.6 Diagnéstico
1.2.6.1 Teniasis

El diagndstico convencional de teniasis se basa en la identificacion de
proglétidos gravidos, mediante tamizaje de heces, o por encuentro casual en las
heces del paciente. Los proglétidos de T. solium tiene menos de quince ramas
uterinas, mientras que las de T. saginata presentan mas de quince®, sin
embargo, muchas veces los proglétidos estan deteriorados por lo que la
identificacion es dificil®®. La observacion de huevos mediante técnicas
coproldgicas, soélo puede indicar teniasis, pero no puede distinguir la especie ya
que los huevos son morfoldgicamente iguales®®. Se han desarrollado técnicas de
deteccidon de coproantigenos de Taenia mediante el uso de anticuerpos

3.3 5 monoclonales®, obteniéndose buena sensibilidad, pero no

policlonales
permiten distinguir entre T. solium y T. saginata. Ademas, se han desarrollado
técnicas para la deteccidon de anticuerpos en sueros de individuos con teniasis,
la mayoria con baja sensibilidad y especificidad, a excepcién de un ensayo
utilizando un antigeno de excrecion/secrecion de T. solium mediante EITB
(Enzime—Linked Immunoelectrotransfer Blot Assay), con el que se obtuvo 95%

de sensibilidad y especificidad para la identificacion de portadores del ténido®.
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1.2.6.2 Cisticercosis

El diagndstico convencional de cisticercosis se lleva a cabo generalmente por
técnicas de imagenes y una amplia variedad de ensayos inmunolégicos, ya que
la identificacion del agente causal pocas veces puede hacerse debido a la
localizacién de los cisticercos principalmente en el SNC**. Las técnicas de neuro
imagenes, tales como la Tomografia Axial Computarizada (TAC) y la
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), son utiles para el diagnédstico, pero la
infeccion puede pasar desapercibida cuando el numero de cisticercos es bajo o
las imagenes no son concluyentes. Por otro lado, estas técnicas son muy
costosas y de dificil acceso a la mayoria de la poblacién que vive en las areas

donde la cisticercosis es endémica™.

Las técnicas de inmunodiagndstico se basan en la deteccion de antigenos
circulantes del parasito y de anticuerpos anti—cisticerco tanto en suero como en
liquido cefalorraquideo (LCR). Se han estandarizado sistemas de captura de
anticuerpos policlonales de conejo, rindiendo buena sensibilidad vy

especificidad®®

, Sin embargo, los mejores indices diagndsticos se han
obtenido utilizando anticuerpos monoclonales®” . En las ultimas décadas se
han realizado esfuerzos para caracterizar y purificar antigenos que puedan
mejorar la especificidad de los ensayos. Los mejores resultados se han obtenido

con paramiosina de T. solium*®

, antigenos de bajo peso molecular (8 — 30
KDa) de cisticercos de T. solium*” %> **, los antigenos de excrecién/secrecion**
4>y las glicoproteinas*®. Con respecto a estas Ultimas se han identificado siete
glicoproteinas especificas (GP13, GP14, GP18, GP21, GP24, GP39-42, GP50)
de cisticercos de T. solium, las cuales empleandolas en la técnica de inmunoblot
(EITB45), han sido reconocidas por la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) como el método inmunolégico de eleccion para el diagndstico de

neurocisticercosis®’.
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1.2.7 Tratamiento
1.2.7.1 Teniasis

Hasta hace algunos anos, el farmaco de eleccién para el tratamiento de la
teniasis era la niclosamida, que actua directamente sobre los proglétidos
haciéndolos susceptibles a las enzimas proteoliticas del hospedero. Sin
embargo, se ha sugerido que el medicamento puede exponer al paciente al
riesgo de contraer cisticercosis pues destruye los proglétidos y libera los huevos
del parasito dentro de la luz intestinal, por lo que la administracion de un laxante
una o dos horas después del tratamiento es obligada asi como la disposicion

adecuada de las excretas*®2. Este farmaco ya no se produce.

El prazicuantel es el segundo farmaco de eleccion. Su mecanismo de accion;
es que lesiona el tegumento del parasito adulto y de la larva por medio de
interferir con los canales i6nicos de calcio. Es un farmaco bien tolerado, tiene
una toxicidad baja y minimos efectos secundarios con una eficacia del 100%. La
dosis para el tratamiento de la teniasis es de 5 — 25 mg/Kg por via oral en una

sola toma. Este medicamento si esta disponible en México®*°.

El albendazol es el tercer farmaco de eleccion, sobre todo en menores de
cinco afos de edad. Es bien tolerado y produce efectos secundarios minimos.
La ventaja de este farmaco es que no solo actua contra Taenia sp., sino también
contra la mayor parte de otros helmintos y nematodos frecuentes. Este farmaco
causa danos en el tegumento del parasito, uniéndose a la tubulina inhibiendo la
polimerizacién y ensamblaje de los microtubulos. La dosis recomendada para el
tratamiento de la teniasis es una sola dosis de 400 mm por via oral aunque
también se han presentado esquemas con dosis de 400 mg cada 24 horas

durante 3 dias.%%%.
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1.2.7.2 Cisticercosis

Hasta hace pocos afos el tratamiento de la neurocisticercosis se
circunscribia al control sintomatico, tanto con medicamentos como por medio de
una cirugia para resolver principalmente la hipertensidon endocraneana. La
aparicion de farmacos cestocidas abri6 la posibilidad de curar la enfermedad en

forma no invasiva.

En la actualidad, se cuenta con dos medicamentos de administracién oral
disponibles en el mercado: el prazicuantel y el albendazol. A partir de los
primeros informes de pacientes tratados con estos farmacos se ha venido
obteniendo experiencia principalmente en el tratamiento de cisticercosis
parenquimatosa, seguida de la subaracnoidea. Su utilidad en otras variantes
como las intraventriculares no ha sido establecida por la intensa reaccion

inflamatoria que ocurre durante la destruccion del parasito®* ©°.

Praziquantel. Se ha demostrado que dosis bajas de 5 — 10 mg/Kg/dia han
tenido algun efecto sobre los cisticercos y que dosis altas de hasta 50 — 70

mg/Kg/dia han sido bien toleradas®®.

Albendazol. El albendazol ha demostrado ser un medicamento altamente
efectivo para el tratamiento de la cisticercosis, con una alta efectividad en el
caso de NCC ya que ha mostrado una mayor penetracion en el fluido
cerebroespinal que el praziquantel. Se ha determinado que una dosis de 15
mg/Kg/dia ha sido efectiva ya que no conlleva a efectos secundarios marcados.

Este medicamento tiene menor costo que el praziquantel.

Esteroides. Entre el segundo y quinto dia de la terapia antiparasitaria,
generalmente se observa un aumento en los sintomas neuroldgicos, atribuidos a
la muerte del parasito y a la reaccion inflamatoria que hay en la zona de
alojamiento del cisticerco. Asi, la administracion de esteroides tiene la finalidad
de disminuir la inflamacién, el edema y la hipertension intracraneal causada por
los antiparasitarios. Los esteroides mas utilizados son la dexametasona en dosis

entre 4.5 y 12 mg/Kg/dia y la prednisona en dosis de 1 mg/Kg/dia. En algunos
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casos también se utiliza el manitol para disminuir la hipertension intracraneal
aguda en dosis de 2 g/Kg/dia. En muchos casos de NCC se presentan episodios
epilépticos debido a la calcificacion del cisticerco en el cerebro. Para tratar los
episodios epilépticos se utilizan los antiepilépticos obteniendo resultados

favorables cuando se presentan crisis epilépticas causadas por NCC.

Cirugia. Anteriormente, la cirugia para extraer los cisticercos del cerebro y de
los ventriculos era el método mas utilizado como tratamiento, aunque con la
aparicion de los antihelminticos mencionados, la practica de éste método fue
disminuyendo y actualmente esta indicado solo para los casos en los que el
parasito se encuentra en los ventriculos del cerebro, considerando que
actualmente se cuenta con la cirugia neuroendoscopica para la recesion de los

cisticercos ventriculares la cual es menos invasiva.
1.2.8 Medidas de control

Para el control del binomio teniasis/cisticercosis se han puesto a prueba
diversas estrategias, desde el tratamiento masivo con drogas cestocidas y
campafnas de educacion en salud hasta el desarrollo de vacunas. En un estudio
amplio realizado en el estado de Morelos, el grupo de Flisser demostro la gran
eficacia de la educacion para la salud, centrada en la prevenciéon de la
cisticercosis porcina y la convivencia de dar tratamiento dirigido contra la teniosis
intestinal™.

Otra alternativa para el control de la cisticercosis es la vacunacion de cerdos.
Dos vacunas recombinantes TSOL18 y TSOL45 de antigenos de oncosferas de
T. solium, generaron 99.5% 97.1% de proteccion, respectivamente, contra la
cisticercosis porcina, sin embargo, la vacuna es cara y faltan por realizar

estudios de campo.
1.3 Antigenos de Excrecién/Secrecion

Tanto en la larva como el adulto de T. solium presentan antigenos los cuales

se pueden clasificar de varias maneras, algunos son especificos para el género
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pero no para la especie, se han encontrado antigenos que son especificos para
los cestodos y algunos que son especificos para los estadios de T. solium®®. Los
antigenos de excrecidon/Secrecion (AgE/S), son antigenos derivados del
metabolismo del parasito que por su naturaleza misma son liberados al medio
donde éste se encuentra. Se han encontrado varios AgE/S los cuales se han
investigado para determinar si pueden utilizarse como buenos antigenos para la
identificacion especifica del parasito. Dentro de estos antigenos se encuentran el
AgB, la proteina 29 (P29), ES38, ES33 y los AgE/S 72, 48, 36 y 24%. Estos
antigenos han sido estudiados utilizando diferentes métodos como son las
pruebas de ELISA y la Inmunoelectrotransferencia (IET) para conocer su

sensibilidad y especificidad.
1.3.1 Antigeno diagnoéstico P36

El antigeno P36 obtenido a partir de los AgE/S de la forma adulta de Taenia
solium, ha demostrado ser un antigeno especifico y con potencial para ser
utilizado como un antigeno diagndstico teniasis, ya que solo ha sido detectado
en los AgE/S del adulto y no en los AgE/S de la forma larvaria del parasito.
También se ha encontrado que este antigeno no presenta reaccién cruzada con
otros cestodos, caracteristicas que le otorgan propiedades particulares y de
interés para su investigacion en el diagnostico de la teniasis causada por T.

solium®.
1.3.2 Mimétopos

Los mimétopos son secuencias cortas de aminoacidos (7—15) que mimetizan
secuencias de aminoacidos en proteinas. Estas regiones en las proteinas si son
antigénicas se denominan epitopos. Por lo tanto, podria decirse que un
mimotopo es una secuencia de aminoacidos que mimetiza un epitopo de un

antigeno.
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1.4 Despliegue en fagos (PhD)

El despliegue en fagos, técnica descrita por primera vez por G. Smith en
1985, es una técnica que permite la expresion de péptidos en la superficie de
fagos filamentosos. El despliegue en fagos permite la seleccion de péptidos y
proteinas, incluyendo anticuerpos, con alta afinidad y especificidad para casi
cualquier molécula blanco. Esta técnica involucra la expresion de proteinas,
incluyendo anticuerpos, o péptidos en la superficie de un fago filamentoso. La
secuencia de DNA de interés es insertada dentro de una ubicacién en el genoma
del bacteriéfago filamentoso, en el cual la proteina codificada es expresada o
desplegada en la superficie del fago filamentoso como producto de fusion de una

de las proteinas de la capside®.
1.4.1 Fagos filamentosos

Bacteriéfagos, o simplemente fagos, son virus que infectan una gran variedad
de bacterias Gram negativas utilizando el pili. Las particulas Ff de fagos
filamentosos (cepas M13, f1 y fd) que infectan E. coli via pili F, consisten en una
cadena sencilla de DNA (ss) que esta encerrado en una cubierta proteica. El
genoma entero del fago consiste en 11 genes. Un fago viable expresa alrededor
de 2700 copias del gen de la proteina 8 (pVIll), proteina de 50 aa que también
se sabe es la principal proteina de la capside y de 3 a 5 copias del gen Il (plll),
una proteina de 406 aa que es una de las 3 proteinas de la capside de fagos

filamentosos)®. (Figura 6°°)

Ph.D.-12 X, OGS -

Figura 6. Representacién esquematica de la proteina Ill de un fago filamentoso con un péptido
de 12 aa desplegado, en donde X, representa dicho péptido. La plll es una de las proteinas de

menor proporcion del fago.
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Los fagos filamentosos no producen una infeccion litica en E. coli, sino que
producen un estado en donde la bacteria infectada produce y secreta particulas
virales sin sufrir lisis. La infeccion se inicia por la unién de la proteina Il al pili F
de E. coli (ejemplo. Cepa TG1). La union induce la retraccion del pili y por ende
la inyeccion del ADN circular del fago, el cual es convertido por la maquinaria de
replicacion del hospedero en la forma replicativa (RF). La RF experimenta
replicacion para generar ADN de cadena sencilla y también sirve como templado
para la expresion de las proteinas Il y VIII. La progenie del fago es ensamblada
por empaquetamiento del ADN de cadena sencilla dentro de las cubiertas

proteicas, y expulsada al medio a través de la membrana bacteriana®.
1.4.1.1 Proteina lll

Esta constituida por 406 residuos de aa, es la proteina de cubierta que se
encuentra en menor proporcion ya que solo esta presente en 3 a 5 copias del
fago. La proteina puede ser dividida en dos dominios: el C-Terminal, que
interactua con la pVIIl para mantenerse unida la cubierta del fago; y el N-
terminal, dos tercios de la proteina forman una estructura abultada que median
la union al pili F, esencial para la infeccién. La insercion de péptidos en el
dominio N-terminal regularmente no interfiere con la capacidad infectiva. Por
manipulacion genética han sido insertados espaciadores flexibles o el flanqueo
con cisteinas que al plegarse forman puentes disulfuro, los cuales mantienen
separado el péptido desplegado del resto de las proteinas de cubierta,

haciéndolo mas accesible para interactuar con el receptor de interés®’.
1.4.1.2 Proteina VIII

Es la proteina principal de la cubierta, es un polipéptido de 50 aa y forma el
cuerpo del fago. El numero de copias de esta proteina depende la longitud de la
particula del fago, la cual depende a su vez del tamafio del genoma.
Generalmente, una molécula de la pVIll es requerida para envolver 2.3
nucelotidos, lo cual corresponde a 2800 copias para un genoma de 6.5 kb. Al

igual que la plll, pueden ser clonados oligonucledétidos en el gen para la pVIll y
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expresados como un péptido de fusion al dominio N-terminal que es proyectado
hacia el exterior de la superficie del fago. Debido a que la pVIll compone casi en
su totalidad a la cubierta del fago, las proteinas de fusién deben de ser
distribuidas a lo largo de la longitud del cuerpo del fago. La adicién de mas de
cinco aminodacidos en el dominio N-terminal se vuelve téxico para le ensamblaje

de la capside del fago, disminuyendo asi su infectividad®’.
1.5 Fago M13KE

En el despliegue en fagos, la biblioteca de péptidos Ph.D.12 esta expresada
en fagos M13KE los cuales se diferencian del fago silvestre M13. Las dos
principales diferencias son que se le han insertado dos sitios de clonacién
(Acc65l) en el extremo 5’ al final del gen |ll para expresar secuencias cortas de
péptidos fusionados al extremo N — terminal de la plll y la presencia del gen
LacZa con el objetivo de poder llevar a cabo una reaccion llamada o-—
complementacion lo que permite seleccionar clonas azules al utilizar el
compuesto 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-Gal). EI genoma
del fago M13Ke esta contenido en una secuencia de 7,222 nucledétidos formando

una cadena sencilla de ADN, su genoma se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Genoma del fago M13KE. Se observa en rojo la insercion del sitio de union en el cual
se introduce la secuencia de aminoacidos que sera expresada en el extremo N—terminal de la
plll. También se observa el gen LacZa que ha sido insertado para que se pueda llevar a cabo la
a—complementacion.
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2. Hipotesis

Los anticuerpos desarrollados en contra de mimaotopos de la proteina P36 del
extracto de E/S de adulto de T. solium seran capaces de reconocer a dicha

proteina en un ensayo de inmunoblot.
3. Objetivo General.

Aislamiento y caracterizacion de mimétopos obtenidos a partir de anticuerpos
en contra del antigeno P36 del extracto de antigenos de Excrecion/Secrecion

(AgE/S) del adulto de Taenia solium.
3.1 Objetivos particulares.

1.- Obtencion de antigenos de Excrecion-Secrecion (AgE/S) del adulto de

Taenia solium.

2.- Produccion de suero hiperinmune en contra de los AgE/S
3.- Purificacion de anticuerpos especificos contra P36.

4.- Aislamiento y analisis de clonas de mimotopos.

5.-Produccion y caracterizacion de anticuerpos anti-mimoétopos.
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4. Materiales y Métodos.
4.1 Reactivos quimicos y equipos

Todos los materiales y métodos empleados en esta tesis, asi como sus
especificaciones han sido incluidos en la descripcion del método e que fueron
requeridos. Los animales empleados para las inmunizaciones fueron
proporcionados por el bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Las
centrifugaciones menores a 3,700 rpm se hicieron en una centrifugo modelo
Centra CL2 de IEC, y las mayores a 10,000 rpm en una microcentrifuga modelo
5415C de eppendorf.

4.1.2 Animales de laboratorio.

Se utilizaron hamsters dorados Mesocricetus auratus hembras de 8 semanas
de edad y conejos hembras de 3 meses de edad de la cepa Nueva Zelanda, los
cuales fueron proporcionados por el bioterio de la Facultad de Medicina de la
UNAM

4.1.3 Escherichia coli (cepa TG1)

Las bacterias utilizadas en este trabajo fueron de la cepa E. coli TG1 pues es
la recomendada para el despliegue en fagos. Se recomienda esta cepa debido a
sus caracteristicas genéticas. En primera instancia es una bacteria que tiene la
presencia del plasmido F que le da la caracteristica de pili a las bacterias. Esto
es necesario ya que el fago M13KE, para lograr la infeccion, se une al pili F de la
bacteria por medio de la interaccion de la plll del fago y el receptor TolA del pili
de la bacteria. Otra caracteristica fundamental es que se la ha deletado la parte
que codifica para el fragmento alfa del gen LacZ, por lo que la f—galactosidasa
no se forma por completo siendo disfuncional al no estar las dos subunidades
presentes. El fago M13KE en el que esta expresada la biblioteca de péptidos
tiene el gen lacZa por lo que al llevarse a cabo la infeccion de la bacteria por
parte del fago este gen es transferido a la bacteria en un proceso llamada o—

complementacion y la otra subunidad LacZa es transcrita y traducida a partir del
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gen lacZa y la B—galactosidasa es formada de manera correcta siendo asi

funcional.
4.2 Métodos

4.2.1 Obtencion de los antigenos de Excrecion/Secrecion (AgE/S) del

adulto de T. solium

Cinco gusanos fueron colocados a 37 °C en cajas petri estériles con medio
RPMI complementado con antibidticos (1X10° U/L de penicilina y 2 g/L de
estreptomicina, Sigma). El medio RPMI fue cambiado cada ocho horas durante
el primer dia de incubacion y cada doce horas durante los siguientes tres a
cuatro dias. Los medios recolectados durante la incubacion de los parasitos se
juntaron, dializaron con PBS y se concentraron aproximadamente 10 veces con
una unidad AMICON utilizando membranas de PM 3,000 (Millipore). Finalizada
la concentracion, se le agregaron a la muestra inhibidores de proteasas (TLCK,
PMSF, EDTA) y se congelaron a -20 °C hasta su uso.

4.2.2 Cuantificacion de los antigenos de E/S por el método Lowry.

La muestra a cuantificar debera de estar diluida en PBS en un volumen final
de 1 mL. Para la preparacion de la curva patron se coloca 1 mL de la

concentracion correspondiente en cada tubo.

Solucién Lowry:

Na,CO3 anhidro al 2% en NaOH 0.1M 9.8mL
Tartrato de sodio y potasio al 2% 0.1 mL
Sulfato cuprico al 1% 0.1 mL

Agregar 4 mL de solucion de Lowry a cada tubo, agitare incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Posteriormente agregar 0.4 mL de reactivo de
Folin & Ciocalteu (Sigma) diluido 1:1 en agua, agitar e incubar a temperatura

ambiente durante 30 minutos. Leer el contenido de los tubos a una longitud de
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onda de 600 nm ajustando a cero con un blanco de PBS, solucion Lowry y
reactivo de Folin sin contener muestra de proteina. La curva patrén es una

dilucion seriada de BSA iniciando con una concentracién de 1000 ug/mL.
4.2.3 Produccién de suero hiperinmune a AgE/S

Para la produccion de suero a-AgE/S, se inmunizaron por via intramuscular
hamsteres hembras de 8 semanas de edad. Previamente se tom6 una muestra
de sangre para obtener suero preinmune o0 suero normal que sirviera como
control negativo en el analisis de inmunoblot. Las dosis antigénicas utilizadas
fueron de 100 pg. Se realizaron tres inmunizaciones, una cada quince dias por
via subcutanea. 5 dias después de la ultima inmunizacion se valoro el titulo del
suero de los animales por IET y ELISA. Posteriormente los animales fueron
sangrados a blanco y el suero fue recuperado por centrifugacién a 735xg/15 min

y guardado en alicuotas a -20 °C hasta su uso.

4.2.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(PAGE-SDS)

Se prepard un gel preparativo al 12.5 % (ver anexos), en el cual fue cargada
una cantidad de 10 ug de proteina/pozo. Previo al cargado, se diluyd la proteina
(1:1) en amortiguador de cargado (Tris-HCI 100 mM pH= 6.8, SDS 4%, azul de
bromofenol 0.2% y glicerol 20%) y se incub6é a 100 °C durante 5 minutos. El
proceso de electroforesis se llevd a cabo a 100 mV, dando tiempo suficiente
para que el azul de bromofenol llegara a 1.0 cm antes del final del gel. El gel fue
tefido con azul brillante de Coomassie para observar el patron de bandas de los
AgE/S.

4.2.5 Inmunoblot.

Se corrieron geles preparativos al 10% utilizando 2 pg de proteina/mm lineal de
membrana. Se utilizd6 un marcador de peso molecular pretefido (BenchMark
Pre-Stained Protein Ladder, Accesolab). Al finalizar la electroforesis las

proteinas contenidas en el PAGE-SDS fueron transferidas a membranas de
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nitrocelulosa (Amersham Biosciencies) en una camara de
inmunoelectrotransferencia (BioRad) a una diferencia de potencial de 100 V
durante una hora. Se trabajo a temperatura ambiente con amortiguador de
transferencia frio. Una vez terminada la transferencia, las membranas fueron
guardadas a -20°C entre dos papeles filtro humedecidos con PBS en una bolsa

de plastico.
4.2.6 Elucién de anticuerpos especificos del suero a-P36.

Se prepararon membranas de nitrocelulosa con los AgE/S. Posteriormente se
recortd con un bisturi la region de interés (36 kDa) y se bloqued con Blotto (leche
descremada) 5% en PBS-TWEEN 0.05% durante 1h a temperatura ambiente en
agitacion. Transcurrido el tiempo, se realizaron tres lavados a la membrana con
PBS-TWEEN 0.05% durante 10 minutos c/u. Para la adsorcién de los
anticuerpos a-P36, se incubd la membrana con el suero hiper inmune a AgE/S
diluido 1:50 durante 2 horas a temperatura ambiente. Después se realizaron tres
lavados con PBS-TWEEN 0.05% durante 10 minutos cada uno.

La elucidn de los anticuerpos a P36 previamente identificados en la
membrana por inmunoblot, se llevé a cabo con una disolucién de glicina acida
(Glicina 0.1M, NaCl 0.15M, pH= 2.6) que se incubd durante 3 minutos con la
membrana. Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregé amortiguador de
neutralizacion Tris — HCI [1 M], pH = 9.0. Una vez neutralizada se dializé contra
PBS y concentré en un equipo AMICON utilizando membranas de PM3000. El
eluido (anticuerpos) fue cuantificado por el método Lowry y probado en un

inmunoblot con los AgE/S.
4.2.7 Titulacion de biblioteca de fagos PhD12

La titulacion de los fagos se realizé con diluciones seriadas en TBS pH =7.5 (10
® a 10" ver anexos) realizadas de una biblioteca de fagos (PhD12, New
England Biolabs). Se tomaron 10 pL de las diluciones y con ellas se infectaron
300 pL de un cultivo de E. coli cepa TG1 (D.O.g0onm = 0.8), a 37 °C durante 30

minutos y sin agitacion. Posteriormente fueron diluidos en 4 mL de medio de
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cultivo Top LB (45°C) y vertidos en placas con medio LB. Finalmente, las cajas
fueron incubadas a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente se realiz6 el
conteo de placas para determinar el titulo de la biblioteca. (Fuente Manual
PhD12 Biolabs)

4.2.8 Seleccion de Mimoétopos.

Se unieron en una placa con 8 pozos (Costar) anticuerpos a-P36 [100 pg/mL]
elaborada en buffer de carbonatos [0.1 M], pH = 8.6 agregando 100 pL de ésta
solucion en cada pozo de la placa e incubando en camara humeda durante toda
la noche a 4 °C. Al dia siguiente fue retirado el exceso de anticuerpos y se lavd
la placa por triplicado con 100 pL de una disoluciéon TBS—-Tween 20 (0.3%).
Posteriormente se bloqued la placa con 100 yL de BLOTTO (leche descremada
10% y NaN3 0.2% en TBS-Tween 20 0.1%) incubando durante 45 minutos a 37
°C. La disolucion bloqueadora fue descartada e inmediatamente se lavé la placa
por triplicado con una disolucién de TBS — Tween 0.3%. Posteriormente se
agregaron 125 pL a cada pozo de la biblioteca de péptidos de 12 aa
desplegados en el fago M13KE (PhD12, New England Biolabs) [1x10"" UFC/mL]
hecha en TBS y se incubd durante toda la noche a 4°C. Pasado el tiempo de
incubacion, el exceso de fagos fue recuperado y se lavo la placa por triplicado
con una disolucién TBS—Tween 20 0.3%. Después se agregaron a cada pozo 75
ML de un amortiguador de elucién de glicina [0.1 M], pH = 2.0 y se incubd la
placa durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se recupero
el volumen de cada pozo y se transfirid a un tubo eppendorf al cual previamente
se le agregaron 400 yL de un amortiguador de Tris — HCI [1 M], pH = 9.0 para
lograr un volumen final de 1 mL de eluido. Los fagos recuperados en esta ronda
fueron amplificados y titulados. Posteriormente, se realizé una segunda y tercera
ronda de seleccién pero utilizando 10" fagos por pozo y una disolucién de

lavado de TBS—Tween 20 0.6% y 1.0% respectivamente.

33



4.2.9 Amplificacion de fagos

Se infectaron 500 pL de un cultivo (D.O. 600, = 0.8) de E. coli cepa TG1 (ver
Anexos) con 10 uL de los fagos del eluido incubando durante 30 minutos a 37° C
sin agitacion. Posteriormente se transfirié el volumen de infeccion a un matraz
erlenmeyer con 50 mL de medio LB y se incubd por toda la noche a 37°C y 200
rom. Posteriormente se centrifugd el cultivo a 3700 rpom durante 30 minutos, al
sobrenadante recuperado se le agregaron 8 mL de una disolucion de PEG
20%/NaCl 2.5 M y se guardaron a 4 °C durante toda la noche. Los fagos fueron
concentrados centrifugando a 4000 rpm durante 30 minutos y resuspendidos en
1 mL de TBS pH = 7.5 (Stock 1er ronda). El remanente de bacterias fue retirado
centrifugando durante 10 minutos a 14000 rpm. Estos fagos volvieron a ser

titulados de acuerdo al numeral 4.2.1 para entrar a un nuevo ciclo de tamizaje.
Se alterné el bloqueo de la placa de ELISA de la siguiente forma:

Ronda 1: BLOTTO (leche descremada 10% y NaN3; 0.2% en TBS — Tween 20
0.1%). Ronda 2: Disolucién BSA 0.1% en TBS — Tween 20 0.1%. Ronda 3:
BLOTTO (leche descremada 10% y NaN3 0.2% en TBS — Tween 20 0.1%).

4.2.10 Seleccidén de clonas de fagos.

Después de la realizacién de la tercer ronda de seleccion, los fagos se
reamplificaron vy titularon siguiendo el procedimiento previamente descrito,
utilizando una variante que permitié seleccionar las clonas de fagos que tiene el
inserto de interés. Antes de sembrar las bacterias con los fagos se agregaron 30
ML de una disolucién de IPTG [1 M] (Invitrogen), 40 puL de una disolucion de X-
Gal [20 mg/mL] (Invitrogen) en dimetilformamida (Sigma). Las clonas que tienen
inserto llevan a cabo un proceso denominado a-complementacién, y se
muestran azules debido a la hidrélisis del X-Gal. Con ayuda de una pipeta
Pasteur las clonas azules fueron recuperadas y se almacenaron en 100 uL de
TBS pH= 7.5 a 4 °C. Posteriormente estas clonas fueron amplificadas para la

preparacion del ADN para secuenciacion.
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4.2.11 Preparacioén del ADN de fagos para secuencias

Para la preparacion de los templados se utilizaron 1.1 mL del amplificado de
fagos y se centrifugaron a 14000 rpm en una centrifuga Eppendorff Centrifuge
5415 C durante 1 minuto. El sobrenadante (1 mL) se transfirié a un tubo nuevo al
cual se le agregaron 300 pyL de una disolucion de PEG 20%/NaCl 2.5 M y se
dejé reposar la mezcla a temperatura ambiente durante 30 minutos. Los fagos
fueron recuperados centrifugando a 14000 rpm durante 10 minutos y
descartando el sobrenadante. El botdn se resuspendid en 100 pyL de un
amortiguador de loduro, posteriormente se le agregaron 250 uL de etanol
absoluto y la mezcla se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Después se centrifugd a 14000 rpm en una centrifuga Eppendorff Centrifuge
5415 C a 4 °C durante 10 minutos y se desechd el sobrenadante. El boton se
lavé con etanol al 70% (almacenado a -20 °C), se centrifugdé con un breve pulso
y se desecho el sobrenadante. El remanente de etanol fue eliminado secando el
botén al vacio en un aparato Speed Vac DNA 120 Thermo Savant. El botén fue
resuspendido en 50 uL agua estéril. Estos ADN fueron secuenciados con el
método de secuenciacion capilar por el método de Sanger, en un secuenciador
ABI PRISM 310 “310 Genetic Analyzer” (Applied Biosystem). Los analisis de las
secuencias de aminoacidos de las clonas se realizaron con el programa
PCGENE (Analisis de nucledtidos y Clustal X). Con estos resultados se hizo una
agrupacion de clonas por similitud entre los aminoacidos y posteriormente se

seleccionaron 3 clonas para la inmunizacién de conejos.
4.2.12 Inmunizacién de conejos para produccion de sueros antimimétopos

Se inocularon 3 conejos cepa Nueva Zelanda (uno para cada clona
seleccionada) de 12 semanas de edad. Cada conejo se inoculé con 10" fagos
en 200 yL de PBS estéril. Se realizaron cuatro inmunizaciones subcutaneas a
intervalos de 2 semanas. Una semana después del ultimo refuerzo los conejos

fueron sangrados a blanco por puncién cardiaca.
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4.2.13 Ensayo de Inmunoblot con los sueros anti-mimétopos

Para comprobar que el suero antimimétopo producido reconoce la proteina
de 36kDa (P36) en el extracto de AgE/S, se enfrenté una membrana que
contiene éstos ultimos (2 mm de ancho) con cada uno de los sueros
antimimotopos obtenido de los conejos. Se utilizd como control positivo suero
hiperinmune a—AgE/S producido en hamster y suero preinmune de hamster y
conejo como control negativo. Los sueros a—mimotopos fueron diluidos 1:100 en
PBS—Tween 0.3% - leche descremada Svelty al 5% e incubados con la
membrana de nitrocelulosa por 1 h a temperatura ambiente en agitacion
constante. Después de este tiempo se realizaron tres lavados con PBS — Tween
0.3% de 5 minutos cada uno. Como segundo anticuerpo se utiliz6 a-IgG de
hamster para el control positivo, y a—-lgG de conejo para el resto de .las
muestras, ambos peroxidados (Zymed) a una dilucién 1:2000. Este segundo
anticuerpo se incub6é por una hora en agitacion a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo de incubacién, las membranas se lavaron de igual forma
y se procedi6 el revelado de la reaccion utilizando diaminobencidina (DAB). Esta
reaccion se llevd a cabo durante dos minutos y se detuvo realizando tres
lavados rapidos con PBS y un lavado de cinco minutos con agua destilada. Las
bandas obtenidas en las membranas del inmunoblot fueron analizadas en el

software 1D Image Analysis de Kodak Digital Science.
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5. Resultados

Después de haber recolectado el medio de cultivo en donde se mantuvieron
las tenias, éste se concentré para asi obtener los AgE/S los cuéles fueron
utilizados para realizar una SDS—PAGE para apreciar su composicion y el patrén
de separacion de proteinas de acuerdo a sus pesos moleculares. En la figura 9
se observa en el carril 1 con los pesos moleculares utilizados, en el carril 2 los
AgE/S, en donde se aprecian bandas en el rango de 10 a 200 kDa y bandas de
aproximadamente 24, 36, 48 y 72 kDa, las cuales han sido propuestas como

diagnésticas para la teniasis causadas por T. solium®®.
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Figura 8: SDS-PAGE donde se observa: 1. Marcadores de peso molecular y 2. AGE/S del adulto

de Taenia solium.
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Estos AgE/S fueron transferidos del gel de poliacrilamida a una membrana de
nitrocelulosa. Esta membrana fue utilizada para realizar la adsorcion de
anticuerpos del suero hiperinmune de hamster a—AgE/S. Después de la
adsorcion de anticuerpos, se cortd la zona correspondiente a la proteina de 36
kDa, para posteriormente eluir los anticuerpos a—P36 con glicina acida que se
utilizaron para la seleccion de mimoétopos. En la figura 9, se muestra un
inmunoblot realizado con la membrana de nitrocelulosa que contiene los AgE/S
enfrentado contra suero hiperinmune de hamster a—AgE/S (carril 2) y los
anticuerpos a—P36 (carril 3). En el carril 2 se muestra el mismo patrén de bandas
que en la figura 8. Esto nos confirma que la transferencia de proteinas del gel de
poliacrilamida a la membrana se realizé con éxito. En el carril 3 se muestra una
banda de color intenso en la zona de los 36 kDa, lo que nos confirma que los
anticuerpos eluidos reconocen sélo a la P36, que es la proteina diagnostica de

interés en este trabajo.
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Figura 9: Inmunoblot de AgE/S del adulto de Taenia solium enfrentado contra: 1. Suero normal
de hamster (control negativo) 2. a—AgE/S del adulto de T. solium (control positivo) y 3.
Anticuerpos eluidos a—P36.

Una vez purificado el anticuerpo a—P36, se realizo la selecciéon de mimotopos
para P36 mediante el tamizaje de una biblioteca de fagos que contenian
péptidos de 12 aa desplegados en la plll de su capside. Se aislaron 32 clonas y
se prepardo su ADN para secuenciacion. El analisis de la traduccion de las
secuencias nucleotidicas se llevd a cabo con el programa PC/GENE vy se

muestra a continuacién en la tabla 1.
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Clona Secuencia Clona Secuencia

20 |TIHA|V|IA|FIP|P|P|Y|L|T| 38 MIQ|MIE|Y|I|R|L|S|S|S|S
21 |T/HIL|T|G|T|L|Y|P|T|R|P| 39 |S|H|N|S|L|S|R|I|L|DIN|M
22 |LIHIK|L|S|S|A|A|L|S|F|-| 40 |N|A|K|I|K|IP|P|LIW|I|G|P
23 |LIPY|T|S|V|IT|A|Q|Q|Q|L| 41 |T|P|P|PIR|IE|P|H|F|A|P|V
25 | -|-|-|-|-|-|-|-|-|-]1-]-| 42 |I|[N|N|S|P|Y|I|P|S|SIR|A
27 | -|-|-|-|-|-|-|-|-|-]-]-| 43 |S|H|T|N|F|L|L|T|Q|L[NJA
28 |L|S|V|S|P|N|D|G|T|I|R|P| 44 |H|L|H|S|S|A|S|S|S|V|S|N
29 |-|-|-|-|-|-|-|-|-|-|-]-| 45 |S|P|Y|QH/P|K|T|L|F|L|P
30 [T|S|TIN|Y|P|P|P|T|E|G|A| 46 |A|L|N/H|S|T|A|Y|H|N|R]|I
31 |Y|P|T|V|LIN|F|T|P|A/H|L| 47 |V|V|T|PIAIP|I|A|L|AIV|Q
32 |T|VIP|VIS|IN|IR|A/H|V|F|S| 48 |N|L|Q|P|S|E|P|F|S|T|T|M
33 |L|P|IPIKIQ|T|I|L|N|S|H|G| 49 |L|[S|Y|P|AIR|N|S|L |P|M|S
34 |Y/AIPIRIAIAIP|L|ILIH|Y|N| 50 |A|K|Q|P|L|HIA|S|S|P|L|M
35 |A|P|S|IS|H|IP|G|G|-|V|VIS| 51 |T|F|S|QH|L|Y|G/AHAIP
36 |GIN|S|F|V|LIHM|S|R|P|L| 52 |NIM|Q|G|L|G|S|T|R|T|G|V
37 |F|TILIP|L|IN|]Y|S|H|K|A[V| 53 |N|IP|M|V|Y|F|PIR|T|T|F|E

Tabla 1. Secuencias de aminoacidos obtenidas de cada clona a partir de su secuencia

nucleotidica.

Asimismo las secuencias y alineaciones se realizaron con clustal X, incluido

del programa PCGENE. Las alineaciones finales para ajustes finos se realizaron

de forma manual. Se formaron grupos de clonas de acuerdo a la similitud entre

las secuencias de aa, para asi poder formar consensos para seleccionar las

clonas que se utilizarian en la inmunizacién de lo conejos para la produccion de

sueros anti-mimoétopos. En la tabla 2 se muestran los resultados de la alineacion

y agrupamiento de las secuencias de aa de las clonas.
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20 TIH[A[V][A[F|[P[P[P[Y[L|N 43 slultInleli L lTlallINTA

21 TIH[L|[T|G|T|L|Y|[P[T|R[P 45 sleivlialale kltiLlelLlP

o 46 A|LIN|H|S|T|A|Y|H|N|R]I

ad HlLr]s[s|al[s]s]s]v]s]n] 28] | |s|v]s|rn|plelT]i[r]P

38 Q/M|E|Y|I|R|L|S|sS|s|S -

2 InInlslelyl i Tplsls|r]l A [22] CIH[K[L|[S|S|AJA[L[S|F]-

[40] [n[alk] i [&]r]P Tslp 23 PIY[T[S|V[T|A[Q|alQ[L

50 klalplilalalslslploivl33 L[P[P[K[q|T|T|[L|N[S[H[G

137 FIT|L|PlL|N]Y|S|H|K|A|V

o 134 ] Iv|alp[rlalalp]i|c]n]y]n

36 cIn[S]E[v]L]n|m]s]r]P]L 35 AlP|s|s|H|P|G|G|-|V]|V]s

49 L|S|v|P|A|R|IN|S|L|P|M]|S 4a70yv|vitlelalrli|alL]alv]a

28 L|s|v|s|pP|N|D|G|T|I|R]|P o

s9ls|nIn]s|c]s|rli[L]D[N]m 152 N|M|alc|L|c|s|T|R|[T|G|V
148 ] Nl L|Q|P|s|E|P|F[sS|T|T|M

140 InJalk] i [klelp]L]w]i]c]P 51 T|F|s|a|H|L|Y|G|A|H|A|P

50 Kla|P|L|H|A|S|s|P|L|Mm]|%3 N|P|M|IV]Y|F|P|R|T|T|F|E

137 Lip|LIN|Y|s|H|K|A|V

[41] tlelelr|r]E[P[H]F]a]lrP]V]

[r|s|tn|y|rlrlr|T]E|lc]|A

131 Y P[T|V|L|N|[F|T|P|A|H]|L

132 7lv]e|v]s|n|r|alH]|V]F]S]

Tabla 2. Agrupacion de las secuencias de péptidos de las clonas antimimoétopos obtenidas. Se
muestran los consensos que existen entre las clonas. Las que estan sombreadas de color verde
con aquellas que se seleccionaron para la produccion de sueros anti-mimoétopos en conejos.

Después de haber realizado el analisis antes mencionado, se seleccionaron
tres clonas para inmunizar conejos y asi producir los anticuerpos anti-
mimétopos. Las clonas que fueron seleccionadas son las que tenian el mayor
numero de aminoacidos comunes dentro del grupo al que pertenecian, éstas se

muestran en la tabla 3.
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Clonas Secuencia Conejo
21 THLTGTLYPTRP 1
49 |LSYPARNSLPMS 3
52 |NMQGLGSTRTGV 4

Tabla 3. Secuencias de los mimoétopos seleccionados para la produccion de sueros anti-

mimotopos en conejo.

Los conejos fueron inmunizados de acuerdo al esquema de inmunizacion

descrito con anterioridad. Una vez que se obtuvieron los sueros en contra de

cada uno de los mimotopos seleccionados, se realizé un inmunoblot con los

AgE/S con el objetivo de observar la especificidad en el reconocimiento de cada

suero a—mimotopo producido. En la figura 10 se puede apreciar que el suero

anti-mimaotopo para la P36 de la clona 21 reconocio fuertemente una banda en

la regidén de 24 kDa y también de forma mas débil, dos bandas en la regién de

36 y 48 kDa. Asi mismo, se puede apreciar que el suero anti-mimotopo de la

clona 49 reconoci6é una banda en la zona de 36 kDa. Por ultimo, se aprecia que

el suero anti-mimaotopo de la clona 52 no tuvo éxito para detectar alguna banda

en los AgE/S.

42



C- C+ 21 49 52

—0

— 24

Figura 10. Inmunoblot con los AgE/S del adulto de Taenia solium enfrentados

con sueros a—mimotopos 21, 49 y 52. Se muestra el control negativo (suero

normal de conejo) y el control positivo (suero hiperinmune anti-AgE/S de conejo).
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6. Discusion

La composicién de los AgE/S obtenidos a partir del cultivo de adultos de T.
solium en medio RPMI + antibidticos fue verificada en un PAGE-SDS, el cual
mostré que tiene una composicion compleja de diferentes antigenos. Con esta
mezcla compleja de antigenos, se produjo un suero hiperinmune en contra de
las proteinas presentes en los AgE/S, lo que confirma la complejidad de los
antigenos en esta fraccion. Considerando el trabajo de Ochoa-Sanchez, se
decidio purificar los anticuerpos especificos para P36 debido a que esta proteina
demostré tener un gran potencial como antigeno diagndstico para la teniasis
causada por T. solium®. El procedimiento de adsorcién/elucion de anticuerpos
que se llevo a cabo fue clave en este trabajo, ya que esto nos permitiria obtener
anticuerpos especificos en contra la proteina P36 de los AgE/S. Asi mismo, nos
habilité para llevar a cabo el proceso de seleccion y aislamiento de mimétopos
para la P36 mediante el tamizaje de una biblioteca de fagos que contenian
péptidos de 12 aa desplegados en la proteina 3 de su capside. Otro punto clave
en este trabajo, fue que en el tamizaje realizado, la astringencia de los lavados
de las placas con PBS-Tween 20 fue incrementando desde 0.3 % hasta 1 %
para que asi, obtuvieramos soélo aquellos péptidos mimoétopos que
interaccionaban de manera mas especifica con el anticuerpo utilizado. Aquellos
péptidos que se unieran de forma débil al anticuerpo serian separados del

mismo por efecto de la astringencia que genera el detergente Tween-20.

Esto llevo al aislamiento de 32 clonas de mimotopos potenciales para P36, se
extrajo el ADN del fago, se obtuvieron las secuencias de los 12 aa que
componen a los diferentes mimotopos contenidos en los fagos. Estas
secuencias fueron agrupadas de acuerdo a la similitud y repeticion entre sus aa,
logrando asi un patron de similitud entre las diferentes clonas aisladas. De los 10
grupos formados se seleccionaron 3 clonas, siendo éstas las mas
representativas de cada uno. Con estas 3 clonas se inmunizaron conejos para la
produccion de sueros anti-mimoétopos los cuales fueron analizados

posteriormente por inmunoblot. Es importante resaltar que sélo los sueros de las

44



clonas 21 y 49 reconocieron bandas en los 24, 48 y 36 kDa, mientras que el
suero de clona 52 no reconocio ninguna banda en los AgE/S. El reconocimiento
por el suero anti-mimétopo 21 de las bandas 24, 48 y 36 kDa en los AgE/S
podria explicarse mencionando que posiblemente todos estos antigenos son
productos de degradacién de la proteina de 48 kDa que se aprecia en el PAGE-
SDS de los AgE/S y que comparten el epitopo reconocido por el suero anti-
mimotopo 21. Esta propuesta se ha considerado ya que inclusive los pesos
moleculares de los diferentes antigenos presentan una relacidn aritmética al ser
multiplos de 12 kDa. En el caso del suero anti-mimétopo 49 el cual reconocié
una unica banda en la regién de 36 kDa, se puede afirmar que es un mimaétopo

especifico de la proteina P36 de los AgE/S del adulto de T. solium.

Respecto al suero anti—-52 el cual no reconocié ninguna banda en los AgE/S
pudiera deberse a que el mimoétopo es de indole conformacional, es decir, que el
péptido que contenia el fago fue reconocido por el anticuerpo con la estructura
que tenia dicho péptido al estar unido a la plll de la capside del fago y que, al ser
desnaturalizada la proteina en el inmunoblot, el suero anti-mimétopo ya no fue
capaz de reconocerla. Los péptidos que estan desplegados en la plll de la
capside del fago M13KE tienen una conformacion estructural que depende de la
secuencia de los 12 aa y sus interacciones que existen entre ellos y los aa de la
p3 generando asi estructuras diferentes entre cada uno de los péptidos

desplegados en el fago.

De acuerdo a los hallazgos de este trabajo, podemos decir que se obtuvieron
2 mimotopos para la P36, uno especifico y uno mas que reconoce también a los
antigenos P24 y P48, los cuales tienen potencial para ser utilizados en el
diagndstico de la teniasis causada por Taenia solium. Futuros estudios se

realizaran para demostrar la factibilidad de esta aseveracion.
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7. Conclusiones

>

Se obtuvieron los antigenos de Excrecion/Secrecion (AgE/S) a partir de la

forma adulta de Taenia solium.
Se produjo un suero hiperinmune contra los AgE/S en hamster.

Mediante la técnica de adsorcién/elucion se purifico el anticuerpo

especifico para la P36.

Se aislaron 3 clonas de mimétopos de P36 a partir de una biblioteca de
fagos (M13KE).

Se produjeron dos sueros anti-mimotopos de las clonas 21 y 49, los
cuales reconocieron con éxito antigenos potenciales para el diagnéstico

de la teniasis causada por T. solium.
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8. Anexos

Preparacion de disoluciones.

PBS

Para un litro:
NaCl 8.00 g.
KCI 0.20 g.
Na;HPO,4 1.44 g.
KH2PO4 0.24 g.

Posteriormente ajustar pH a 7.4 y aforar.

TE

Para un litro:
Tris HCI 10 mM
EDTA 1 mM

PEG 20% / NaCl 2.5 M
Para un litro:

Polietilenglicol 8000 200.0 g.

NaCl 146.1 g.
TBS
Para un litro:

Tris — HCI 12.11 g.
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NaCl

60.0 mL

IPTG 200 mM / X — gal 100 mM

Para 25 mL:
IPTG

X —gal

1.25g.

1.0 g.

Disolver en 25 mL de dimetilformamida, proteger de la luz y almacenar a -20 °C.

Amortiguador para electroforesis de proteinas.

Para un litro:

Tris — Base

Glicina

SDS 10%

Amortiguador para transferencia de proteinas.

Para un litro:
Tris — Base
Glicina
Metanol abs.
Preparacion de medios.
Medio LB
Para un litro:
Triptona

Extracto de levadura

15.1g.
94.0 g.

50.0 mL.

3.08 g.
14.48 g.

200 mL.

20.0 g.

5.04q.
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NaCl 10.0 g.

SOB

Para un litro:
Triptona 20.0 g.
Extracto de levadura 5.04¢.
NaCl 0.54¢.
KCI 20 mM 10.0 mL
Agar 15.0 g.

Sulfato de magnesio 2M 5.0 mL
Para hacer medio Top SOB agregar s6lo 10.5 g de agar

Medio Minimo (M9)

Para un litro:
Sales 5x M9 200 mL
Glucosa 20% 20 mL

Sulfato de magnesio TM 2 mL
CaCl, 1 M 0.1 mL
Escherichia coli cepa TG1
Genotipo supe hsdA5 thiA(lac-proAB) F’[traD36 proAB” laclq lacZAM15]

Para inducir la formacién del pili F debe de ser cultivada en cajas de medio

adicionado con vitamina B1 al 0.5%
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Preparacion de gel de acrilamida para electroforesis de proteinas (12.5%)
Cantidades para dos geles:
Gel separador:

Mezclar perfectamente 4.2 mL de acrilamida 30% / bi-acrilamida 0.8%, 2.5 mL
de Tris 1.5 M pH 8.8, 2.4 mL de H,0, 200 yL de SDS 10%, 66 pL de persulfato
de amonio 10%, 6.6 yL de TEMED vy cargar en los vidrios de preparacion.
Adicionar H,O hasta el limite superior de los vidrios y esperar hasta su

polimerizacion.
Gel concentrador

Mezclar perfectamente 1.3 mL de acrilamida 30% / bis acrilamida 0.8%, 2.5 mL
de Tris 1.5 M pH 8.8, 2.4 mL de H20, 60 pyL de SDS 10%. 20 pL de persulfato
de amonio 10%, 3 pL de TEMED y cargar encima del gel separador ya

polimerizado. Colocar el peine.
Preparacion de gel de agarosa al 1.5% + bromuro de etidio
Para cuatro geles:

Dosilver 2.4 g. de agarosa en 160 mL de TAE 1X, adicionar 36 pL de bromuro de

etidio, mezclar bien y verter en los moldes. Dejar solidificando a 4 °C.
IET

1. Bloquear las tiras de la transferencia con 600 uyL de BLOTTO (leche
descremada 10% NaN; 0.2%) en PBS - Tween 0.3%. Incubar a

temperatura ambiente y agitacion durante 15 minutos.

2. Adicionar el suero a probar, haciendo los calculos pertinentes para que la
dilucion sea la adecuada, generalmente se usa una dilucion 1:500.

Incubar duarnte 1 hora.
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3. Hacer 3 lavados con PBS — Tween 0.3% dando agitacién de 5 minutos

entre cada uno de ellos.

4. Adicionar 600 uL del 2° anticuerpo (ditigiado contra el primero y acoplado
a peroxidasa) diluido 1:2000 en PBS — Tween 0.3%. Incubar durante 45
minutos. Al término de la incubacion., hacer tres lavados igual que en el

paso 3, y un ultimo lavado con PBS 1X.

5. Adicionar 600 pyL de una disolucién reveladora de diaminobencidina
0.02% y H20, 0.001% en PBS 1X. Incubar de tres a cinco minutos y

detener la reaccidén con agua destilada.

Dilucion de fagos para titulaciéon y calculos para la obtencion del titulo.

10uL  10uL 10puL 10 uL 10 uL 10 uL

YR Y YA YA YA YAYEA
[ [ L
| R R R

10 uL del stock de la
ﬂ fi j 1\0J )

biblioteca de fagos
990 uL 990 uL 990 uL 990 uL 990 uL 990 uL 990 uL

PhD12 BioLabsy,.
1\01 j

Calculo de del titulo de fagos:
# de placas * Vol. De Infeccién * factor de conversion * Inverso de la dilucion.

Ejemplo: Se inoculd el medio de cultivo con 10 yL de bacterias infectadas y se
selecciond la dilucién de 1072 para realizar el conteo de placas, y el nimero de

placas fueron 90, el titulo de fagos es el siguiente:
90 placas * 10 uL * (1 ml/1000 pL) * 10" = 9 x 10" fagos/mL

Nota: Se asume que cada placa es generada por un fago viable en el cultivo.
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