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RESUMEN 
 
Las moléculas TSES33 y TSES38 son antígenos de secreción producidos por los adultos de Taenia 
solium, descritos previamente por su interés en el diagnóstico específico de teniosis intestinal. En el 
presente trabajo se diseñaron dos estrategias para su clonación, transcripción reversa del ARN a 
ADNc acoplado a amplificación posterior (RT-PCR) y síntesis de ADNc quimérico. En el caso de 
TSES38, la aproximación de RT-PCR permitió su obtención a partir del diseño de cebadores 
(primers) específicos y empleo de ARNms de cuello/escolex y proglótides maduras-grávidas del 
adulto de T. solium. Para la clonación de TSES33, fue necesaria la preparación de una molécula 
quimérica, sintetizando en primer lugar fragmentos truncados solapantes de la molécula mediante 
PCR que finalmente fueron ligados. Tras la obtención de los correspondientes ADNcs completos, 
éstos fueros subclonados en vectores de expresión, pGEX-4T, para la inducción de la expresión de 
las proteínas recombinantes en el sistema procariota. Los productos recombinantes obtenidos 
resultaron ser insolubles y, si bien fueron ensayados en “Western blot”, no fueron reconocidos por los  

1 Instituto de Salud Carlos III, 
Centro Nacional de Microbiología, 
Majadahonda, Madrid, España. 

2 Instituto de Investigaciones 
Biomédicas (BIOMED), Facultad 
de Ciencias de la Salud, 
Universidad de Carabobo Sede 
Aragua, Maracay, estado Aragua, 
Venezuela. 

3 Departamento de Parasitología, 
Facultad de Ciencias de la Salud, 
Universidad de Carabobo Sede 
Aragua, Maracay, estado Aragua, 
Venezuela. 

4 Centro de Investigaciones en 
Enfermedades Tropicales (CIET) 
“Dr. Witremundo Torrealba”, 
Facultad de Ciencias de la Salud, 
Universidad de Carabobo, San 
Carlos, estado Cojedes, Venezuela. 

5 Gulbenkian Institute for Science, 
Oeiras, Portugal 
 
γ  Autores que han contribuido por 
igual. 

Correspondencia: Teresa Gárate: 
E-mail: tgarate@isciii.es 
 

ARTICULO 



Salus online 
                                          Vol.12  - Sup.1  Biologia molecular -  Taenia solium   
                                                   Clonación de los productos de secreción     p. 186 
 
sueros de pacientes portadores de Taenia saginata, por los sueros de individuos sanos ni por los 
sueros de animales inmunizados con moléculas de secreción de metacestodos de T. solium.  
 
Palabras clave: Taenia solium, TSES33, TSES38, RT-PCR, ADNc quimera, pGEX-4T/ BL21 
Escherichia coli, teniosis.  

ABSTRACT 
 
Cloning approaches for secretion products of adult Taenia solium TSES33 and TSES38. 
Preliminary antigenicity study of recombinant molecules 
 
TSES33 and TSES38 secreted antigens are molecules produced by Taenia solium adult described 
previously for its interest in the specific diagnosis of intestinal taeniosis. In this study two strategies 
were designed for cloning, reverse transcription of RNA to cDNA coupled to posterior amplification 
(RT-PCR) and synthesis of chimeric cDNA. In the case of TSES38, the RT-PCR approach enabled to 
obtain it by the design of specific primers and the use of mRNA from neck/scolex and gravid 
proglótides of T. solium mature-adult. For TSES33 cloning was necessary to prepare a chimeric 
molecule, synthesizing first overlapping truncated fragments of the molecule by PCR which were 
linked. After obtaining the corresponding complete cDNAs, these are subcloned in expression 
vectors, pGEX-4T to induce the expression of recombinant proteins in prokaryotic system. The 
recombinant products obtained were insoluble and, although they were tested in Western blot, were 
not recognized by sera from patients with Taenia saginata, by sera from healthy individuals or sera 
from immunized animals with the T. solium metacestodes secretion molecules. 
 
Key words: Taenia solium, TSES33, TSES38, RT-PCR, cDNA quimera, pGEX-4T/ Escherichia coli 
BL21, Taeniosis. 
 
Nº de Acceso al GenBank: TSES 33 (FN356899) y TSES 38 (FN356899). 
Abreviaturas: Neurocisticercosis (NCC), sistema nervioso central (SNC), antígenos de secreción-
excreción (E/S), Ensayo Inmunoenzimático (ELISA), ácido desoxirribonucleico (ADN), ácido 
desoxirribonucleico complementario (ADNc), ácido ribonucleico (ARN), ácido ribonucleico mensajero 
(ARNm), marco de lectura abierto (ORF, Open Reading Frame), Reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR).  

INTRODUCCIÓN 
 

Taenia solium puede producir dos enfermedades diferentes en el ser 
humano dependiendo de que la infección este causada por e l cestodo adulto 
(teniosis) o por la forma larvaria (cist icercosis).  En el primer caso, tras la 
ingestión de los c ist icercos o metacestodos presentes en carne de cerdo, el 
cestodo se desarrolla hasta el estado adul to en el intest ino del hombre, lo 
que suele  cursar con pérdida de apeti to, nauseas, malestar intest inal,  
constipación o diarrea, pero también existen muchos casos en los que la 
infección puede resul tar asin tomática  (1-2).  
 
En contraste, la c ist icercosis, producida hab itualmente por la ingestión de 
huevos de T. solium,  puede resu ltar muy grave debido a la  tendencia de los 
cist icercos a localizarse en el  SNC (3). En este caso, neurocist icercosis 
(NCC), las mani festaciones clínicas dependen tanto del número y 
localización de las lesiones como de la severidad de la reacción inducida 
por el s istema inmuni tario de l enfermo f rente al parási to. En la NCC, la 
epi lepsia es el sín toma más f recuente (70% de los pacientes) pero también 
pueden aparecer otras mani festaciones entre  las que se incluyen signos 
neuro lógicos focales, encefalit is ,  h idrocefalia, etc.,  pudiendo terminar con la 
vida del  paciente.  
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En este sentido, la OMS estima que se producen alrededor de 50.000 
muertes cada año por neurocist icercosis  (2-6). Ya fuera de l s istema 
nervioso central,  la cist icercosis es f recuentemente asintomática, pero 
cuando los cist icercos se localizan en e l ojo son causa habitual de ceguera  
(7).  
 
Desde el punto  de vista epidemio lógico, el complejo teniosis/cist icercosis es 
endémico en la mayoría de los países lat inoamericanos, en muchos países 
del  Áf rica subsahariana, y en Asia (principalmente Ind ia, Ch ina y países del 
sureste asiát ico). También se han descrito un número relevante de casos en 
Europa, part icularmente en Portugal y España, número que se incrementa 
de manera marcada como consecuencia de la inmigración (8-10).  
 
En relación con el d iagnóstico  de las enfermedades, hoy en día la detección 
de teniosis continúa presentando limi taciones, en contraposic ión a la 
cist icercosis en la que se ha concentrado todos los esfuerzos con buenos 
resu ltados (11). Así,  las técnicas coprológicas, tanto macro como 
microscópicas, son económicas pero carecen de la especif icidad y 
sensib il idad adecuadas (12); por ejemplo, es imposible  d iferenciar los 
huevos de los tén idos ya que todos exhiben idéntica morfo logía, o c lasif icar 
proglót ides ro tas o en mal estado, o  detectarlas en e l estado pre-patente de 
la enfermedad o  en la  fase de patencia en períodos s in eliminación de 
formas parasitarias.  
 
Otra  alternativa sería optar por los métodos molecu lares, principalmente 
PCR, que a part ir de los años 90 se han ido describiendo en la l ite ratura, y 
que permiten la identif icación especie-específ ica de T. saginata  y T. solium 
(13-22). Estos protocolos están basados en el pol imorf ismo que presenta el 
ADN de los parásitos, como f ragmentos de ADN repetidos, el ADN 
ribosomal, el  ADN mitocondrial y otras secuencias de interés, d iferencias 
que después se ref le jan en el  d iseño de protoco los de ampli f icación, 
amplif icación-restricción, o amplif icación -secuenciación. Aunque este t ipo 
de aproximación diagnóstica muestra una especif ic idad exqu isita, y funciona 
con una sensibil idad excelente con ADN purif icado de muestras del parásito, 
a veces se aprecia problemas cuando se procesa muestras biológicas, más 
concretamente cuando se trabaja con heces sin  o  poca cantidad de huevos 
de pacientes portadores del ténido.  
 
Otra  a lternativa diagnóstica son los métodos inmunológicos; hasta la fecha, 
se  han descrito diferentes protoco los (ELISA-captura, “W estern blot”,  etc) 
para el  diagnóstico  de teniosis intest inal basados en la detección de 
coproantígenos (23), y en la de anticuerpos en el suero de los pacientes 
(24). Con respecto  a coproantígenos, se han preparado tanto anticuerpos 
pol iclonales (25-27) como monoclonales (28), aunque en el caso de los 
monoclonales sólo se describió este últ imo y no se volv ió a  ut i l izar. Los 
anticuerpos policlonales reconocen antígenos de los tén idos adul tos, que 
son específ icos de l género Taenia .   
 
Los ensayos  no discriminan entre T. so lium  y  T. saginata ,  son por tanto 
género-específ icos y capaces de detectar la infección en su prepatencia, 
con una sensibil idad independiente de l número de huevos eliminados,  
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muestran gran robustez y se tornan negativos tras el  tratamiento ef icaz (25, 
29-30). Las crít icas en relación con este t ipo de pruebas derivan de que la  
mayoría de e llas se basan en el empleo de anticuerpos polic lonales con 
problemas de reproducibil idad y casos de detección de falsos posit ivos, 
desconocimiento  de la naturaleza de los antígenos detectados , y falta de 
especi f icidad, al no di ferenciar entre T. saginata  y T. sol ium.  Con respecto a 
la detección de anticuerpos específ icos contra el adu lto de T. solium en el 
suero de pacientes con la patología  intest inal,  W ilk ins et al (24) describ ieron 
una prueba con antígenos de E/S del  parásito  adulto con una sensibil idad y 
especi f icidad excelentes, próximas al  100%. Más recientemente, mediante 
aproximaciones de proteómica y genómica, los mismos autores han clonado, 
caracterizado y expresado en célu las de insecto, los genes que producen 
dichos antígenos de E/S (TSES33 y TSES38) (31), y han adaptado los 
antígenos recombinantes a un ensayo de inmuno- electrotransferencia (32).  
 
En el presente trabajo, se ha subclonado los antígenos TSES33 y TSES38, 
molécu las de E/S producidas por el adulto de T. so lium  con prop iedades 
diagnósticas, ut i l izando como abordajes molecu lares RT-PCR y construcción 
de genes quiméricos. Además, se l levó a cabo el anális is preliminar de la 
antigenic idad de las correspondientes proteínas recombinantes expresadas 
en sistema procariota ut i l izando suero de pacientes con teniosis (T. 
saginata ) y suero de animales inmunizados con e l parásito.  
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material Parasitario. Un adulto de T. solium fue aislado de un paciente venezolano, 
sometido a tratamiento tenicida. Del adulto se separaron el escolex/cuello por una parte, y 
el estróbilo por otra, almacenándose las dos porciones en Trizol (Sigma) hasta su 
manipulación en el laboratorio.  
 
Sueros. 12 sueros humanos, de pacientes con teniosis (T. saginata), confirmada mediante 
análisis molecular, multiplex HDP2-PCR (14), de las proglótides eliminadas. 30 sueros 
humanos procedentes de individuos sanos. Sueros de conejo: mezcla de sueros de 3 
conejos inmunizados con glicoproteínas de metacestodos de T. solium (TEW53, TEW54, 
TEW55), obtenidas por cromatografía de afinidad con lectinas de acuerdo con Tsang et al. 
(33). 
 
Vectores de clonación. -TOPO® pCR4® (Invitrogen). Vector para la clonación de 
productos de PCR. Contiene los cebadores T3 y T7, flanqueando la región de policlonaje. 
Gen de resistencia a ampicilina y kanamicina, y peso molecular de 3,9 Kb. Utiliza células 
Escherichia coli TOPO10 para su propagación. -pGEX-4T-3 (General Electric). Vector para 
la expresión de los genes de interés. Rinde proteína de fusión con la enzima glutation S-
transferasa (GST) de Schistosoma japonicum, propiedad que facilita su purificación y 
seguimiento. Contiene una región de policlonaje variado. Gen de resistencia a ampicilina, 
promotor T7 y tamaño de 4,9 Kb. Utiliza E. coli BL-21 para la expresión de las proteínas 
recombinantes. 
 
Extracción de ARN total, RT-PCR. Para la extracción del ARN total de las dos porciones 
del verme adulto, escolex/cuello y proglótides maduras-grávidas, se utilizó el kit “SV-Total 
ARN Isolation System” de Promega, siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. 
El ARN total extraído se cuantificó de acuerdo con Sambrook y Russell (34) y se almacenó  
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a –80 ºC hasta su uso. Después se realizó la amplificación por transcripción reversa, RT-
PCR, empleando el kit “Retrotools DNA-cDNA Polymerase” de Biotools, el ARN total como  
molde, y los cebadores específicos diseñados a partir de la secuencia AY128681 de la 
molécula TSES38. Los cebadores específicos fueron TSES38F1´(5’-
CGGCTGAGAATGATGAGAATTATTGTGG-3’) y TSES38R1 (5´-
TTACTTCCACAAAAGTATCACCATC-3`). Las amplificaciones se realizaron en un 
termociclador automático “Gene Amp PCR, System 2400”, Perkin Elmer, con las siguientes  
condiciones de reacción: Inicio (60 ºC/ 30 min, 85 ºC/ pausa, 94º C/3 min); 45 ciclos (94 ºC/ 
10 sec, 55 ºC/ 20 sec, 72 ºC/ 1 min);  Extensión final (72 ºC/ 7 min).  
 
Construcción de una quimera de ADNc. Se procedió a la construcción de ADN quimérico 
mediante PCR para obtener la molécula TSES33 según la metodología empleada por Jado 
et al. (35). Para ello utilizamos la “Taq GOLD” de Applied Biosystem y los cebadores 
específicos diseñados a partir de la secuencia con número de acceso AY183761, que 
corresponde a la molécula indicada y contiene un marco de lectura abierto de 804 pb. Se 
diseñaron cebadores directos y reversos solapantes con una longitud entre 59 y 75 
nucleótidos que nos permitió sintetizar dos fragmentos (inicial y terminal) de forma 
independiente y que se corresponden con el ORF de la molécula TSES33 (Figura 2). Las 
amplificaciones se realizaron con las siguientes condiciones de reacción: Inicio (94 ºC/  
2min); 40 ciclos (94 ºC/ 30 sec, 55 ºC/ 1min, 72 ºC/ 30 sec);  Extensión final (72 ºC/ 5 min).  
 
Geles de agarosa, purificación de productos de amplificación. Los productos de 
amplificación, y otras mezclas de fragmentos de ADN, se fraccionaron en geles de agarosa  
de 1-3% según el tamaño de los amplicones (34). Los geles se tiñeron con bromuro de 
etidio (0,5 µg/ml) y se utilizaron como marcadores el ADN del fago lambda digerido con 
HindIII o Bst EII y PCR markers (Sigma). Las bandas de amplificación se purificaron bien 
de los geles de agarosa empleando  el kit “QIAquick gel extraction (QIAGEN)  o bien el kit 
“QIAquick PCR purification” (QIAGEN). 
 
Secuenciación. Los ADNs se secuenciaron por el método de Sanger et al (36), a partir del 
producto purificado y usando los cebadores universales suministrados por los vectores de 
clonación. Se empleó secuenciación automática (modelo 377 de Applied Biosystem) y el 
protocolo de reacción “Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (ABI-
PRISM, PE Biosystems). La información fue analizada y editada mediante el paquete 
informático Lasergene (DNASTAR). Las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas 
deducidas fueron comparadas con las secuencias de los genes descritos en las bases de 
datos Genbank y EMBL mediante el algoritmo BLAST y PSI-BLAST (37). La secuenciación 
así como la síntesis de cebadores fue llevada a cabo por la Unidad de Genómica del 
Centro Nacional de Microbiología del Instituto de Salud Carlos III.  
 
Expresión de proteínas de fusión. La subclonación  de las moléculas TSES33 y TSES38 
en el vector de expresión pGEX-4T-1 se llevó a cabo en dos etapas. Una primera etapa 
que consistió en la introducción de los sitios de restricción en cada extremo  de ambos 
antígenos mediante PCR y subclonación en el plásmido pCR 4® TOPO®. Para ello, a la 
molécula TSES38 se añadieron las secuencias EcoRI (extremo 5´) y XhoI (extremo 3´) y 
por otro lado, a los fragmentos inicial y terminal de la molécula TSES33 se añadieron las 
secuencias EcoRI (extremo 5’)/Hind III (extremo 3’) y Hind III (extremo 5’)/Xho I (extremo 
3’), respectivamente. Una segunda etapa que consistió en la digestión de los clones 
recombinantes con las enzimas de restricción adecuadas y posterior ligación con el vector 
pGEX-4T-1 (Figuras 1 y 2). Las células BL21 competentes se transformaron con las dos 
construcciones TSES33 y TSES38 en el vector pGEX-4T-1, siguiendo los protocolos  
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habituales (34). La inducción de las proteínas recombinantes y su purificación se realizaron 
según Ferrer et al. (38). 
 
Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida  (SDS-PAGE), “Western Blot”. 
El fraccionamiento de los extractos proteicos en geles de poliacrilamida, su posterior 
transferencia a membranas de nitrocelulosa, y el desarrollo del “Western blot” con los 
sueros humanos y de conejos se realizó siguiendo protocolos ya previamente descritos 
(39). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
El objetivo principal del presente trabajo fue el aislamiento de los genes TSES33 y 
TSES38, productos E/S producidos por el adulto de T. solium.  Para ello, se utilizaron dos 
estrategias. Un primer abordaje consistió en la clonación del ORF de la molécula TSES38 
mediante RT-PCR, con la combinación de cebadores específicos TSES38F1/TSES38R1. 
Dicha reacción se realizó empleando diferentes cantidades de ARN total de cuello-escólex 
(13,5 ng) y proglótides maduras-grávidas (22,95 ng), obteniéndose unas bandas  con un 
tamaño esperado de 800 pb (Figura 1).  
 
Las bandas fueron purificadas y subclonadas en el plásmido pCR4® TOPO®. La 
secuenciación de los clones recombinantes nos confirmó que habíamos clonado la 
molécula TSES38 (AY128681). Además, este resultado puso de manifiesto que dicha 
proteína se estaba expresando en las porciones analizadas del verme adulto, cuello-
escólex y proglótides maduras y grávidas de T. solium. 
  
 

 
 
Figura 1. Esquema del aislamiento y subclonación de la molécula TSES38. A) Electroferesis en gel 
de agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio, donde se observa el ADNc de TSES38 amplificado 
por RT-PCR: (1) RNA de cuello-escólex de adulto de T. solium; (2) RNA de proglótides maduras-
grávidas de adulto de T. solium; (M) marcador de 100 pb ladder (Biotools). B) Estrategia para la 
subclonación del cDNA de TSES38 en el vector pCR 4®-TOPO®. C) Estrategia para la subclonación 
del cDNA en el vector de expresión pGEX-4T-1. 
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El segundo abordaje consist ió en la  síntesis del  ORF de la molécula 
TSES33 mediante ingeniería genética ut i l izando  como herramienta la PCR 
(construcción de un ADNc quimérico). Con este obje t ivo, se  e studió el ORF 
de 804 pb de TSES33 (Nº de acceso AY183761) mediante  el  subprograma 
MAPDRAW  del paquete LASERGENE para seleccionar un s it io de restricc ión 
único en d icha secuencia. Se conf i rmó que presentaba un s it io ún ico para la 
endonucleasa Hind III,  localizado en e l nucleótido 642, r indiendo la  digest ión 
dos f ragmentos de 642 pb y 162 pb. Posteriormente, se d iseñaron una serie  
de parejas de cebadores directos y reversos solapantes para cada uno de 
los f ragmentos indicados.  
 
La construcción se rea lizó  mediante 7 y 2  ampli f icaciones seriadas para el 
f ragmento inic ial y te rmina l respectivamente, en las que el producto 
obtenido de cada reacción se ut i l izó como molde para la s iguiente 
amplif icación. Por tanto, fuimos sin tet izando amplicones de 106 pb, 202 pb, 
286 pb, 384 pb, 475 pb, 588 pb y 642 pb para el  f ragmento inicial y  108 pb y 
162 pb para el f ragmento terminal.  Con los amplicones f ina les de ambos 
f ragmentos se realizó la l igación en el vector pCR 4® TOPO®. Finalmente, 
una vez conf irmadas por secuenciación la composición de los c lones inic ial 
y f inal obtenidos, se procedió a introducir los s it ios de restricc ión 
adecuados. Así,  en el  f ragmento inicial se introdu jo los s it ios EcoRI  en el 
extremo 5´ y  Hind III en  el extremo 3´, y en e l f ragmento f inal los sit ios 
Hind III en el extremo 5´ y Xho I en el extremo 3´; de esta manera se permit ió 
su posterior subclonación en los vectores de expresión pGEX-4T-1. Todas 
las modif icaciones ind icadas se llevaron a cabo mediante PCR con los 
cebadores diseñados para este f in (Figura 2).  
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Figura 2. Estrategia para la obtención y subclonación de la molécula quimérica TSES33. A) 
Esquema de la construcción del fragmento inicial de la molécula TSES33: pareja de cebadores así 
como tamaño de los amplicones obtenidos en las siete PCRs seriadas llevadas a cabo. B) 
Estrategias para la subclonación de los fragmentos iniciales y terminales de la molécula TSES33 en 
el vector pCR 4®-TOPO® y en el vector de expresión pGEX-4T-1. C) Esquema de la construcción 
del fragmento terminal de la molécula TSES33: pareja de cebadores así como tamaño de los 
amplicones obtenidos en las dos PCRs seriadas empleadas 
 
 
Es importante  señalar que se el igió el abordaje de  la construcción de ADNc 
quimérico para el antígeno TSES33, ya que dicho antígeno  no se pudo 
ais lar mediante RT-PCR a part ir del ARN tota l de T. so lium  (dato no 
mostrado) tras rea lizar varios in tentos. Si tenemos en cuenta los resultados 
obtenidos en la  RT-PCR con la molécula TSES38, podemos af i rmar que el 
ARN total  ut i l izado estaba en buenas cond iciones, y el resul tado negativo 
con TSES33 se podría explicar porque este antígeno exhibe menores 
niveles de expresión, y, por tanto, sería necesario más ARN to tal en la 
reacción de part ida, aspecto que no se contempló en su momento. Otra 
posibil idad a considerar podría ser que esta molécula  se expresa solamente 
en proglót ides inmaduras y no en las porciones del adulto  ut i l izadas en la 
extracción de ácidos nucleicos.  
 
Ref lexionando sobre todas las posibil idades comentadas, sería interesante 
en el  futuro  averiguar s i existe una expresión d iferencial de las dos 
molécu las entre  las dist intas regiones del adulto de T. solium ,  haciendo uso 
por ejemplo de aproximaciones de PCR en t iempo real.  Por otra parte, la  
metodología de construcción de una quimera de ADN ha sido empleada por 
otros autores para la síntesis de varios f ragmentos de ADN no cod if icantes 
de Ricketts ia prowazekii ,  R. be ll i i  y  R. aesch limannii .  Dichos f ragmentos  
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permit ieron la optimización de una mult iplex-PCR que fue capaz de 
identif icar, de manera especie-específ ica, dichos patógenos bacterianos con 
muestras de pacientes (35). Sin  embargo, en nuestro trabajo , y a diferencia 
del  estudio anterior,  el f ragmento quimérico s intet izado se correspondió  con 
el ORF de la  molécu la TSES33. Por tanto , hubo que traba jar de manera 
precisa en su síntesis para que no exist iera  ningún error en la secuencia  del 
ADNc, como mutaciones puntuales o “gaps”, errores comunes que se  
producen como consecuencia  del uso de la enzima Taq po limerasa de forma 
continuada. De hecho, se desarro llaron dos intentos de clonación, ya que 
durante el  primero se perdió un nucleótido que varió  el marco de lectura 
encontrándonos con un codón de parada antes de t iempo (dato no 
mostrado), y fue el segundo intento el  que condujo a la obtención del ORF 
correcto y de esta manera la correspondiente proteína TSES33. Por tanto, 
hemos podido comprobar y conf irmar la ventaja de este abordaje  molecular, 
que resulta part icu larmente ú t i l cuando no se dispone del correspondiente 
material parasitario  y se t iene in formación sobre la secuencia  a clonar.  
 
Después, se l levó a  cabo la subclonacion de los dos ADNc (TSES33 y  
TSES38) en el  vector de expresión pGEX-4T-1, se indu jo la expresión de las 
proteínas recombinantes fusionadas a  GST. Para visualizar dichas 
expresiones, se  real izó el f raccionamiento  de los extractos proteicos de E. 
co li,  previamente tratados con tampón de lis is B-PER (Pierce), en un gel al 
10% SDS-PAGE. Podemos observar en la Figura 3 que las proteínas 
mayoritarias presentes en el extracto  de E.  coli inducido se corresponden 
con las proteínas de fusión de GST (26 kDa) más los antígenos 
recombinantes TSES33 (28,8 kDa) y TSES38 (30,58 kDa), con un peso to tal 
de 54,8 kDa y de 56,58 kDa respectivamente. Además, se conf irmó que 
dichas moléculas se expresaban como productos insolubles .  



Salus online 
                                          Vol.12  - Sup.1  Biologia molecular -  Taenia solium   
                                                   Clonación de los productos de secreción     p. 194 

 
 
 
Figura 3. A) Electroforesis en gel SDS-PAGE al 10% con el fraccionamiento de los productos de 
expresión pGEX-4T-1 de las moléculas TSES38 (I) y TSES33 (II), teñido con Azul de Coomassie. 
(M) marcador de peso molecular  (“Sigma marker wide ranger MW”), (1) extracto proteico inducido 
soluble, (2) extracto proteico inducido insoluble. Las flechas indican la posición de las proteínas 
recombinantes expresadas. B) Análisis inmunoenzimático “Western-blot” de la proteína 
recombinante inducida del clon TSES38. C) Análisis inmunoenzimático “Western-blot” de la proteína 
recombinante inducida del clon TSES33. (1-12): cada tira incubada con un suero de paciente 
infectado con T. saginata, (13) tira incubada con una mezcla de sueros de pacientes sanos, (14) tira 
incubada con una mezcla de suero de conejos inmunizados con glicoproteínas de metacestodos de 
T. solium (TEW53, TEW54, TEW55).  
 
Posteriormente, se l levó a cabo el “W estern blot” con extracto proteico 
inducido de E. co li correspondiente a la f racción insolub le f raccionada, ante  
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la imposibi l idad de purif icar las prote ínas recombinantes expresadas. Las 
membranas fueron incubadas con sueros de pacientes portadores de T. 
saginata ,  así como con una mezcla de sueros de pacientes sanos y una 
mezcla de sueros de conejos inmunizados con gl icoproteínas  de 
metacestodos de T. solium .   
 
Las proteínas expresadas no fueron reconocidas por los suero s de los 
pacientes portadores de T. saginata ,  n i por las otras muestras ut i l izadas, 
resu ltando moléculas no antigénicas en nuestras cond iciones de trabajo. En 
relación con la mezcla de sueros de conejos inmunizados con glicoproteínas 
del  metacestodo de T. sol ium,  el resultado negativo obtenido se podría 
explicar teniendo en cuenta  la naturaleza estado-específ ica de los 
antígenos estud iados (31), si bien se necesitan o tros estudios con las 
proteínas expresadas en sistemas eucariotas y más sueros para conf irmar 
dicha hipótesis. Con respecto a  los sueros de pacientes portadores de T. 
saginata ,  los resu ltados negativos podrían explicarse por la  natura leza 
especie-específ ica  de TSES33 y TSES38 de  T. sol ium,  como lo han 
defendido a lgunos autores (31).  
 
También se debe considerar que la inmunogenic idad de las proteínas 
nativas reside exclusivamente en ep itopos glucídicos, ya que las secuencias 
aminoacídicas deducidas contienen si t ios hipotét icos de glicosilación, y los 
antígenos en el presente trabajo se expresaro n en E. coli .   En este sentido, 
Levine et al.  (31) ais laron dichas prote ínas nativas por abordajes de 
proteómica y expresaron las prote ínas recombinantes en un s istema 
eucariota (Baculovirus), que aporta modif icaciones postraduccionales en 
relación con los sistemas procariotas ut i l izados en el presente  estudio.  
 
Estos autores obtuvieron unos resultados excelentes de especi f icidad y 
sensib il idad f rente  a un panel de sueros humanos de pacientes portadores 
de T. so lium  y  de pacientes con c ist icercosis. Más tarde, e l mismo grupo de 
investigación llevó a cabo un traba jo empleando un mayor número de sueros 
para conf irmar las propiedades de las pro teínas recombinantes TSES33 y 
TSES38, expresadas en el mismo sistema (32). Los autores observaron 
falsos posit ivos con  la  pro teína TSES38, con 17 de los 26 sueros peruanos 
de individuos portadores de T .  saginata .  Sin  embargo, no observaron ningún 
falso posit ivo  con dichos sueros f rente a  la proteína TSES33.   
 
En nuestro caso, las proteínas  TSES33 y TSES38, expresadas en un 
sistema procariota (sin  modi f icaciones postraduccionales) y f rente  a un 
panel reducido de sueros, no han mostrado antigenic idad. Hasta el 
momento, en el Servicio de Parasitología del  Inst ituto  de Salud Carlos III no 
se ha registrado ningún suero de paciente portador de T. solium que podría 
ser u t i l izado en el estudio. En e l futuro próximo, se l levará a  cabo la 
subclonación de dichos antígenos en un s istema eucariota (Baculovirus) y 
se harán trabajos en zonas endémicas, como Venezuela,  México y Boliv ia, 
donde se puede tener acceso a las muestras séricas necesarias.   
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