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RESUMEN

En Meéxico, la inspeccion post mortem (IPM) es el procedimiento sanitario oficial para detectar cisticercosis
bovina en rastros. La IPM ofrece <50% de sensibilidad por lo que una cantidad importante de canales infectadas
con cisticercos pueden pasar desapercibidas. En este proyecto, se desarrollé un sistema de expresion en baculovi-
rus para produccion de proteina recombinante Tsagl8 de Taenia saginata. Tsagl8 es sumamente antigénica y es-
timula la produccion de anticuerpos desde etapas iniciales de infeccion. La proteina recombinante denominada
rTsagl8 fue comparada con extractos crudos de Taenia saginata, Cisticerco bovis, Echinococcus granulosus, Cis-
ticerco ovis y Cisticerco tenuicollis por SD-PAGE y western blot. Se identificaron siete proteinas con un patron
electroforético similar entre rTsagl8 y los extractos crudos incluyendo bandas de tamafio esperado entre 18 KDa y
22 KDa. Se logrd desarrollar exitosamente un sistema de expresion de proteina recombinante con aplicaciones
diagnosticas para cisticercosis bovina y otras cestodosis en animales domésticos.

INTRODUCCION

En Latinoamérica, el problema de la parasitosis ocasionada por T. saginata esta subestimada debido a la esca-
sa utilizacion de métodos de diagndstico avanzados descuidandose incluso, el diagnéstico diferencial con otras
parasitosis ocasionadas por cestodos. Existen distintas infecciones parasitarias causadas por cestodos que debido a
su caracter zoonotico, implican un problema de salud publica y ocasionan pérdidas econémicas; entre ellos sobre-
salen T. saginata, T. solium, T. ovis. y E. granulosus. Entre los factores que predisponen la existencia de esta pa-
rasitosis se incluyen el tipo de sistema de explotacion animal, la falta de medidas higiénicosanitarias y el descono-
cimiento de la epidemiologia de esas enfermedades. En la industria de la carne, las pérdidas econdémicas por estas
parasitosis se encuentran estrechamente asociadas con la amplitud de la infeccion. La IPM es el procedimiento
oficial utilizado en plantas sacrificadoras para la deteccion de la cisticercosis bovina y otras parasitosis. El proce-
dimiento consiste en la inspeccion visual de las canales, haciendo cortes finos en masculos y visceras predetermi-
nados. Un limitante de esta técnica de diagnostico es su baja sensibilidad, calculada en menos de 50% ya que solo
detecta casos de animales altamente infestados con cisticercos muertos, degenerados o calcificados (Boa et al.,
2002; Wanzala et al., 2003). Existen alternativas a la inspeccién visual post-mortem para el diagnostico de cisti-
cercosis como el ultrasonido y pruebas seroldgicas basadas en la deteccion de antigenos y anticuerpos
de Cisticerco bovis. Las pruebas serol6gicas que detectan antigenos de cisticerco son poco utilizadas debido a que
los antigenos de secrecion y excrecion del parasito tienen una vida muy corta dentro del huésped (Ferrer, 2007;
Fleury et al., 2007). El diagndstico de los ténidos sigue presentando importantes limitaciones que deben resolverse
desarrollando sistemas de deteccion mas sensibles y especificos. En este trabajo se desarrollé una plataforma de
expresion de proteina recombinante Tsagl8 (rTsagl8), la principal proteina de adhesion que las oncosferas de T.
saginata utilizan durante las primeras etapas de infeccion. rTsagl8 fue expresada eficientemente en cultivos celu-
lares de Sf9, extraida y caracterizada parcialmente por SDS-PAGE mostrando alta reactividad con extractos cru-
dos de Cisticerco bovis y otros ténidos; resultando en una plataforma de diagndstico seroldgico con un gran po-
tencial para el diagndstico antemortem de estas parasitosis en ganado bovino de engorda destinado al abasto con
lo cual se evitaria la retencidn y destruccion de las canales en las plantas de sacrificio evitando pérdidas econdmi-
cas para el sector ganadero (Wanzala et al., 2003).

MATERIAL Y METODOS

Baculovirus recombinante. Para el desarrollo de la proteina recombinante se utilizé el gen del aislado 8 del anti-
geno de 18 KDa de T. saginata (GenBank HQ318711.1), el cual fue subclonado en el vector de baculovirus
pFastBacl (Life Technologies) con adicion de ocho histidinas en la terminal C de la proteina para facilitar su
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purificacion. Para producir la primera generacion de baculovirus recombinante (P1) se utilizé una linea de
cultivo celular de Spodoptera frugiperda (Sf9). Lo anterior, fue desarrollado por la compafiia Blue Sky Bio-
services (Worchester, MA).

Produccion de proteina recombinante Tsagl8. Se infectaron cultivos de células Sf9 con baculovirus P1 e incu-
bados por 68-70 horas a 27°C. Las células fueron cosechadas, lavadas con bufer de fosfatos y almacenadas a -
80°C hasta el momento de su procesamiento. Para la extraccion de la proteina recombinante se procesé 1
gramo de Sf9 infectadas en bufer de lisis que contiene 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 25 mM Bicina, 1 M Ditio-
treitol diluido 1:1000 y 1% de coctel inhibidor de proteasas. Las células fueron maceradas durante 5 minutos
sobre hielo empleando un homogenizador de células e incubadas por 18 horas a 4°C. Posteriormente, los lisa-
dos celulares se mezclaron en vértex por 1 minuto y centrifugados a 10,000 x g por 30 minutos a 4°C para
obtener el sobrenadante que contiene rTsagl8.

Controles de referencia. Como control de referencia positivo para la proteina nativa de 18 KDa de T. saginata se
procesd 1 gramo de C. bovis en estado vesicular siguiendo el mismo protocolo que para Sf9 infectadas. Los
cisticercos fueron obtenidos de una canal confiscada en un Rastro TIF local, la cual resulto altamente infesta-
da con el parasito. Como control de referencia negativo para rTsagl8 o la proteina de 18 KDa de T. sagina-
ta se procesé 1 gramo de cultivo puro de Sf9 sin infectar, siguiendo el mismo protocolo que para Sf9 infecta-
das. Los lotes de lisados de rTsagl8, C. bovis y Sf9, fueron almacenados a -80°C hasta el momento de los ex-
perimentos SDS-PAGE para caracterizacion parcial de proteinas.

Caracterizacion parcial e inmunoreactividad de rTsagl8. La caracterizacion parcial de los extractos de
rTsagl8, C. bovis y Sf9 se realiz6 empleando SDS-PAGE; las bandas de proteina fueron reveladas con tin-
cién de azul de Coomassie. Para determinar el peso molecular aproximado se utilizé el Novex Sharp Protein
Estandar Ladder (Life Technologies). La inmunoreactividad de la proteina rTsagl8 fue evaluada por western
blot empleando un suero de bovino experimentalmente infectado con oncosferas de T. saginata desarrollado
como control de referencia, amablemente proporcionado por la Dra. Edda Sciuto Conde, del Departamento de
Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se desarrolld un sistema de expresion en baculovirus para la produccién de la proteina recombinante de adhe-
sion de 18 KDa de T. saginata denominada rTsagl8 en cultivos de células Sf9. La proteina recombinante se ex-
presd y almaceno en el citoplasma de Sf9 y se cosechd a las 68-70 horas post infeccion. La extraccién de rTsagl8
a partir de Sf9 infectadas se realizé por extraccion quimica empleando un bufer de lisis que contiene una mezcla
de detergentes idnicos y no iénicos asi como inhibidores de proteasas. Se desarroll6 un primer lote de ~90 gramos
de Sf9 infectadas (50 botellas de cultivo de 150 cm2 ). De ese lote se procesaron 3 g de Sf9 infectadas para produ-
cir 30 ml de lisado que contiene rTsag18.

El lisado conteniendo rTsagl8, C. bovis y Sf9 fueron separados por SDS-PAGE vy tefiidos con tincion de azul
de Coomassie. El revelado revelé maltiples bandas de proteina de aproximadamente 15 KDa, 21 KDa, 32 KDa,
34 KDa, 38 KDa, 46 KDa y 52 KDa entre el lisado de rTsagl18 y el extracto de C. bovis, pero no en el extracto de
Sf9 sin infectar. La inmunoreactividad de rTsagl8 fue evaluada por western blot empleando un suero positivo de
referencia de bovino, revelando al menos siete fracciones de proteina recombinante con un patrén de masa mole-
cular similar a los desarrollados por el extracto de C. bovis empleando la tincién de azul de Coomassie.

El diagndstico seroldgico de cisticercosis bovina depende en gran medida de la disponibilidad de antigenos
especificos. La proteina de adhesion de 18 KDa de T. saginata produce potentes respuestas de anticuerpos y ha
demostrado ser un buen candidato como antigeno para aplicaciones diagndsticas (Ferrer et al., 2007; Parkhouse et
al., 2008). En este estudio se evalu6 y demostro la utilidad diagndstica de la proteina de adhesion de 18 KDa de T.
saginata producida en forma recombinante en un sistema de baculovirus al compararla con extractos de C. bo-
vis en estado vesicular.

La inmunoreactividad de rTsagl8 fue probada y confirmada por western blot mostrando un patrén de bandas
en al menos siete fracciones proteicas diferentes con peso molecular entre los 15 KDa y 52 KDa presentes en los
extractos de rTsagl8 y C. bovis. Los resultados indican que la rTsagl8 aqui desarrollada significa una fuente po-
tencial de antigeno para ser usado como base para desarrollar plataformas de diagnostico seroldgico para cisticer-
cosis bovina, particularmente el desarrollo de un sistema ELISA para detectar ganado infectado con C. bovis. Esto
permitiria el escrutinio de C. bovis desde las primeras etapas del proceso de engorda, dando la oportunidad al pro-
ductor de aplicar los tratamientos y medidas sanitarias para evitar la retencion o decomiso de las canales y las
pérdidas econdmicas derivadas de este problema.
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Coomassie blue de extractos y pellets de parasitos y rTsag18
20 pl de extracto/pellet por pozo (Western blot )
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