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Resumen: 

El nematodo Strongyloides stercoralis es el principal causante de la 

estrongiloidiasis humana. Debido a la capacidad del parásito de perpetuar un 

ciclo autoinfectivo la infección puede prolongarse durante años en el 

hospedador, dando lugar a una enfermedad crónica en personas 

inmunocompetentes, mientras que en condiciones de inmunosupresión puede 

desembocar en cuadros clínicos graves con elevadas tasas de mortalidad. La 

región de La Safor valenciana ha sido considerada foco endémico de este 

parásito desde hace más de un siglo, habiéndose diagnosticado cientos de 

casos desde entonces, suponiendo un problema sanitario en la región.  

La presente Tesis contribuye a la mejora en el conocimiento proteómico de la 

larva infectante del parásito, L3i, con el fin de identificar nuevas moléculas 

para el diagnóstico de la enfermedad. Para ello se ha realizado un análisis de 

los transcritos más abundantes de la larva L3i, clonándose 8 de ellos, y 

obteniendo finalmente 5 fragmentos de proteínas recombinantes: Antígeno 

principal-Major antigen,  14-3-3 zeta, Aminopeptidasa sensible a puromicina, 

Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4. Se han realizado diferentes ensayos para 

valorar la antigenicidad de estos fragmentos proteicos y su capacidad de ser 

reconocidos por los anticuerpos presentes en los sueros de pacientes 

enfermos. Además, se generaron anticuerpos policlonales frente a fragmentos 

de las proteínas 14-3-3 zeta, Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4, evaluándose su 

posible utilidad como herramienta diagnóstica específica para S. stercoralis.  

Con idéntico fin, se han producido péptidos sintéticos a partir de las proteínas 

14-3-3, Metaloproteinasa, Tropomiosina y Galectina identificadas en larvas L3i 

de S. stercoralis. Los ensayos inmunoenzimáticos, utilizando sueros de 

pacientes de diversos orígenes, han demostrado mayor reconocimiento para 2 

de los 9 péptidos sintetizados, obteniéndose buenos resultados en cuanto a  

sensibilidad (hasta del 93%). 

Finalmente se han realizado estudios de inmunolocalización de las proteínas 

14-3-3 zeta, Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4 en cortes de vermes utilizando 

los anticuerpos policlonales producidos, y se ha contribuido a mejorar el 

conocimiento morfológico de la L3i, realizando un estudio de la superficie del 

parásito mediante microscopia electrónica de barrido. 



 

 

 



 

 

Resum: 

El nematode Strongyloides stercoralis és el principal causant de 

l’estrongiloidiasis humana. Degut a la capacitat del paràsit per a perpetuar el 

cicle autoinfectiu, la infecció pot prolongar-se durant anys en l’hoste, donant 

lloc a una malaltia crònica en persones inmunocompetents, mentre que en 

condicions d’inmunosupressió pot desembocar en quadres clínics greus amb 

elevades taxes de mortalitat. La regió de La Safor valenciana ha sigut 

considerada focus endèmic d’aquest paràsit des de fa més d’un segle, havent-

se diagnosticat centenars de casos des d’aleshores i ha suposat un problema 

sanitari en la regió.  

La present Tesis contribueix a la millora  del coneixement proteòmic de la larva 

infectant del paràsit (L3i), amb la finalitat d’identificar noves mol·lècules que 

presenten aplicació en el diagnòstic de la malaltia. Per tal de dur-ho a terme 

s’ha realitzat un anàlisi dels transcrits més abundants de la larva L3i, clonant-se 

vuit d'ells i obtenint 5 fragments de proteïnes recombinants corresponents a: 

Antigen principal-Major antigen, 14-3-3 zeta, Aminopeptidasa sensible a 

puromicina, Ferritina 1 i Proteasa aspártica. S’han realitzat assatjos per tal de 

valorar l’antiguitat d’aquests fragments proteics i la seua capacitat per a ser 

reconeguts pels anticossos presents als sèrums de pacients afectats per la 

malaltia. Els fragments de proteïnes recombinants s’han utilitzat per a generar 

anticossos policlonals específics enfront de les proteïnes 14-3-3, Ferritina i 

Proteasa aspártica, com una ferramenta diagnòstica de S. stercoralis. 

Amb el mateix fi, s’han produït pèptids sintètics a partir de les proteïnes de L3i 

de S. stercoralis, Metaloproteinase, Tropomiosina i Galectina. Els assatjos 

inmunoenzimàtics, utilitzant sèrums de pacients de diversos orígens, han 

demostrat una major capacitat inmunogènica per a 2 dels 9 pèptids 

sintetitzats, obtenint-se bons resultats pel que fa a l’especificitat i la sensibilitat 

(fins al 93%). 

Finalment s’han realitzat estudis d´ inmunolocalizació de les proteïnes 14-3-3, 

zeta Ferritina 1 y Proteasa aspàrtica 4 en talls de vermes utilizant els anticossos 

policlonales produïts, i s’ha contribuït a millorar el coneixement morfològic de 

la L3i, realitzant un estudi de la superficie del parasite per mitj de SEM 
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Abstract: 

The nematode Strongyloides stercoralis is the causative agent of human 

strongyloidiasis. Since the life cycle of this parasite allows autoinfections, 

strongyloidiasis can become a chronic disease in immunocompetent 

individuals, while in immunocompromised is not rare the evolution to a severe 

and even a fatal course of the infection. The region of La Safor valenciana has 

been considered an endemic focus of the parasite since more than a century 

ago, with hundreds of cases diagnosed since then; strongyloidiasis is a sanitary 

problem in this region.  

This Doctoral Thesis provides new information about the protein content of 

the infective stage of the parasite, L3i larvae, in order to identify new 

molecules that could be applied in diagnosis. An analysis of the most abundant 

transcripts of L3i larvae was performed, cloning 8 of them, and finally 

obtaining 5 fragments of recombinant proteins: Major antigen, 14-3-3 zeta 

protein, Puromycin-sensitive aminopeptidase, Ferritin 1 and Aspartic protease 

4. Also, several assays to evaluate antigenicity of these fragments, as well as 

the capacity of recognition by antibodies in serum of infected patients were 

done. In the same way, polyclonal antibodies have been generated against 3 

fragments of recombinant proteins: 14-3-3 zeta, Ferritin 1 and Aspartic 

protease, which were employed as a diagnostic tool for the identification of 

the parasite. 

With the same purpose, synthetic peptides from the proteins of L3i larvae, 

Metalloproteinase, Tropomyosin and Galectin, were produced. 

Immunoenzymatic assays using serum of infected patients demonstrate 

greater immunogenic potential in 2 of the 9 synthetic peptides, with good 

sensitivity (up to 93%).  

Finally, an immunolocalization study of 14-3-3 zeta, Ferritin 1 and Protease 

aspartic 4 proteins was performed on larvae L3i cuts of S. stercoralis, using the 

polyclonal antibodies produced previously at the laboratory, also it has 

contributed to the improvement of the morphological knowledge of the 

surface of the L3i larvae, carried on by analysis with Scanning Electron 

Microscopy (SEM).  
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1. Introducción 

1.1. Aspectos generales sobre Strongyloides stercoralis 

Los helmintos del género Strongyloides, el cual comprende más de 50 especies 

de parásitos gastrointestinales, afectan a una gran variedad de vertebrados, la 

mayoría de ellos mamíferos, existiendo también especies propias de anfibios, 

reptiles y aves (Speare, 1989). 

El género Strongyloides se encuentra incluido en la familia Strongyloididae, y 

forma parte a su vez de la superfamilia Strongyloidoidea, dentro del orden 

Rhabditida y de la Clase Secernentea (Phasmidia). 

Según los estudios llevados a cabo por Blaxter et al. (1998) relativos a la 

filogenia del Phylum Nematoda y basados en el análisis comparativo de DNA 

de la subunidad pequeña del RNA ribosomal (SSU) de 53 especies, el género 

Strongyloides queda incluido en el Clado IV, junto con otras especies parásitas 

de plantas e insectos y especies bacteriófagas de vida libre (Figura 1.1). Estos 

análisis han sido apoyados por trabajos posteriores (Dorris et al., 2002).  

Los integrantes de este género presentan, además, gran especificidad con sus 

hospedadores, de manera que frecuentemente cada especie parasita a una 

sola, o bien a un grupo reducido de especies hospedadoras (Viney & Lok, 

2015). Los trabajos llevados a cabo por Dorris et al. (2002), basados en el 

estudio de genes de la subunidad pequeña ribosomal (SSU rDNA) de varios 

miembros del género Strongyloides, así como de otros nematodos 

relacionados con el mismo, pusieron de manifiesto la alta semejanza molecular 

existente entre las especies que componen este género. Ello podría implicar 

que la gran variedad de especies de Strongyloides existentes y su estrecha 

asociación con sus hospedadores, son debidas a un fenómeno de radiación 

explosiva y posterior colonización de nuevos hospedadores, y no como 

consecuencia de una larga co-evolución parásito-hospedador.  
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Figura 1.1: Relaciones filogenéticas dentro del Phylum Nematoda, basadas en el estudio de las 
secuencias de SSU. Modificado de Blaxter et al., 1998. 
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Otra peculiaridad de este género es su ciclo biológico, con parasitismo 

facultativo, en el cual se produce alternancia de generaciones de las fases 

adultas, habiendo machos y hembras de vida libre que copulan en el medio 

externo, mientras que la fase adulta parásita son siempre hembras que se 

reproducen mediante partenogénesis en el intestino del hospedador (Schad, 

1989). En el caso de S. stercoralis, este hecho, llevó en un principio al error de 

creer que se trataban de dos especies diferentes (Bavay, 1876; Bavay, 1877), 

hasta que se descubrió que realmente eran estadios diferentes de un mismo 

parásito (Grassi, 1879). 

Tres son las especies del género causantes de estrongiloidiasis en el ser 

humano: Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876), que también es capaz de 

infectar a perros y otros primates y es la especie más extendida; Strongyloides 

fuelleborni fuelleborni (von Linstow, 1905), especie propia de primates no 

humanos en África, pero cuya su posible transmisión al ser humano ha sido 

demostrada y la subespecie Strongyloides fuelleborni kelleyi (Kelly et al., 1976; 

Viney et al., 1991), aislada tanto en primates como en seres humanos en 

Papúa Nueva Guinea.  

1.1.1. Morfología y ciclo de vida 

Las principales características morfológicas de los estadios más importantes 

que aparecen a lo largo del ciclo de vida de S. stercoralis (Little, 1966; Carrada-

Bravo, 2008) se detallan a continuación: 

Hembra adulta de vida libre: El cuerpo es pequeño con forma de huso y 

presenta una fina estriación transversal. Puede alcanzar los 1,5 mm de longitud 

con un diámetro de 85 µm aproximadamente. Presenta un esófago rabditoide. 

Los ovarios son didelfos, con la vulva cerca de la mitad del cuerpo. La vagina es 

muy corta, con receptáculo seminal. El útero puede contener hasta 28 huevos, 

que no se disponen en fila uno tras otro (Figura 1.2.A, D). 
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Macho adulto de vida libre: Algo más pequeño que la hembra de vida libre, con 

un máximo de 1,2 mm de longitud y 55 µm de diámetro aproximadamente. 

Esófago rabditoide al igual que en la hembra de vida libre. Presenta dos 

espículas cortas e iguales entre sí en el extremo caudal, el cual una vez fijado el 

ejemplar, queda ligeramente curvado (Figura 1.2.B). 

Hembra adulta parásita: Presenta un cuerpo delgado con el extremo final 

romo y la cutícula finamente estriada. Es más larga que la hembra de vida libre 

con una longitud de 2-4 mm y 75 µm de diámetro. El esófago es filariforme y 

largo, ocupando el primer tercio de su cuerpo. El sistema reproductor es 

similar al de la hembra de vida libre pero más largo y carece de receptáculo 

seminal, además la vulva se abre en el tercio final del cuerpo. El útero es corto, 

y generalmente no contiene más de 6 huevos, dispuestos en fila uno tras otro 

(Figura 1.2.G). 

Huevo: Tanto los que proceden de la hembra de vida libre como los de la 

hembra parásita, son de apariencia prácticamente idéntica, pudiendo haber 

pequeñas variaciones en cuanto al tamaño. Son de forma elipsoidal, de 40-70 

µm longitud, siendo su longitud el doble que la anchura, aproximadamente. En 

el caso de las hembras parásitas, suelen eclosionar en el interior del intestino 

del hospedador, mientras que en el caso de los que proceden de hembras de 

vida libre, suelen hacerlo al ser depositados en el suelo, pero también en el 

propio útero de la hembra. 

Primer estadio larvario o larva rabditoide (L1r): Cuerpo entre 150-390 µm de 

longitud y entre 14 y 20 µm de ancho. Presentan una cápsula bucal corta y 

esófago rabditoide, similar al de los adultos de vida libre, que se extiende hasta 

el primer tercio del cuerpo. Presentan un primordio genital prominente. El 

extremo caudal es afilado (Figura 1.2.C, E). 

Estadio infectante o larva filariforme (L3i): El cuerpo es delgado entre 400 y 

700 µm de longitud y 12-20 µm de diámetro. El esófago es filariforme como en 

la hembra adulta parásita, y ocupa alrededor del 40% del cuerpo. El extremo 
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posterior está truncado, lo cual es un rasgo característico de este tipo de larvas 

(Figura 1.2.F). 

 

Figura 1.2: Esquema de las fases de S. stercoralis. A) Hembra adulta de vida libre; B) Macho 
adulto de vida libre; C) Extremo anterior de la larva rabditoide L1r; D) Extremo anterior de la 
hembra de vida libre; E) Extremo posterior de L1r; F) Larva filariforme L3i; G) Hembra adulta 
parásita. ef: esófago filariforme; int: intestino; ov: ovario; rs: receptáculo seminal; ut: útero. 
Modificado de Little (1966). 

Como se comentó anteriormente, los miembros del género Strongyloides 

presentan alternancia de generaciones, por lo tanto, puede darse un ciclo 

homogónico, que tiene lugar en el interior del hospedador y donde la forma 

adulta parásita son siempre hembras que se reproducen mediante 

partenogénesis, o un ciclo heterogónico, en el medio externo, con machos y 

hembras de vida libre que copulan y dan lugar a una nueva generación (Figura 

1.3). 
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La infección se produce cuando la L3i, que se encuentra en el medio externo 

generalmente en zonas húmedas y frescas, entra en contacto con la piel del 

hospedador y penetra a través de ella. Una vez en el interior del cuerpo, las 

larvas alcanzan los capilares, y a través de ellos experimentan una migración 

por el cuerpo del hospedador. Tras llegar a los alveolos pulmonares, ascienden 

por los bronquios, la tráquea y son deglutidos para llegar finalmente al 

duodeno. Las larvas L3i experimentan dos mudas durante esta migración hasta 

pasar a ser hembras adultas parásitas. Éstas se hayan embebidas en la 

submucosa del duodeno, en el interior de las criptas de Lieberkühn, donde 

liberan los huevos. En el caso de S. stercoralis, los huevos maduran 

rápidamente, así que en las heces ya aparece el primer estadio larvario (L1r). 

En el caso de las especies de S. fuelleborni, el desarrollo es algo más lento, por 

lo que es común encontrar huevos en las heces de personas infectadas.  

En ocasiones, las L1r desarrollan rápidamente y pasan a L3i en el lumen 

intestinal del hospedador. Estas L3i son capaces de atravesar las paredes del 

duodeno y acceder al sistema circulatorio, generando un ciclo de autoinfección 

endógeno. Esta capacidad del parásito de perpetuar el ciclo infectivo sin 

necesidad de salir de un mismo hospedador, es exclusiva de S. stercoralis y 

puede desembocar en la cronicidad de la enfermedad parasitaria, capaz de 

prolongarse durante décadas (Prendki et al., 2011; Bailey et al., 2015). 

También puede darse un ciclo de autoinfección exógeno cuando las L3i 

perpetúan la infección penetrando a través de los márgenes perianales, siendo 

esta situación más común en casos en los que la higiene personal es 

inadecuada. Una vez en el exterior, las L1r pueden, o bien experimentar dos 

mudas hasta convertirse nuevamente en L3i, o bien experimentar 4 mudas y 

dar lugar a adultos de vida libre, machos y hembras. Los adultos de vida libre 

copulan y las hembras liberan los huevos de los que emergen L1r, que tras 2 

mudas evolucionan siempre a la forma L3i, ya que en el caso de S. stercoralis, 

solo existe una generación de vida libre (Streit, 2008). Las L3i no se alimentan 

en el medio externo, y pueden sobrevivir hasta 2 semanas antes de infectar a 

un nuevo hospedador (Grove, 1989). 
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Figura 1.3: Ciclo de vida de S. stercoralis, donde se indican las tres posibles vías de infección: 
Autoinfección endógena, Autoinfección exógena y a través de la piel. Modificado de Olsen et al., 
2009. 

Aún no se conocen con exactitud los mecanismos que determinan el curso que 

van a seguir las L1r al emerger del huevo, esto es si madurarán dando lugar a 

adultos de vida libre (machos y hembras) o lo harán a la forma adulta parásita. 

En el caso de la sexualidad, ésta puede estar determinada genéticamente, lo 

que implica que el sexo se establece en el momento en el que el nuevo 

individuo se está formando, o bien puede depender de factores ambientales 

(Pires-da Silva, 2007). Se ha demostrado, que la sexualidad de las larvas de S. 

stercoralis está influenciada por el estado inmunológico del hospedador, de 

manera que un incremento de la respuesta inmunitaria de éste, conduce a una 
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mayor proporción de nuevos machos (Streit, 2008). Además, estudios 

citológicos han demostrado la existencia de cromosomas X, de manera que las 

hembras poseen 6 cromosomas (dos pares de autosomas y dos cromosomas 

X), mientras que los machos tienen 5 (dos pares de autosomas y uno X) 

(Hammond & Robinson, 1994; Streit, 2014). Así, en el caso concreto de S. 

stercoralis, la sexualidad de la nueva generación, está influenciada tanto por 

factores genéticos como ambientales.  

1.2. Estrongiloidiasis 

1.2.1. Epidemiología de la enfermedad 

La estrongiloidiasis es endémica en regiones tropicales y subtropicales de 

países en vías de desarrollo, donde se reúnen las condiciones climáticas 

óptimas de temperatura y humedad, y las medidas higiénico sanitarias son 

deficientes, lo que facilita la transmisión del parásito (Bethony et al., 2006; 

Olsen et al., 2009). Existen además focos de parasitación en regiones con clima 

templado, tales como el Sureste de EE.UU (Starr & Montgomery, 2011; Russell 

et al., 2014), Japón (Hirata et al., 2007), y puntos de Europa (Sprott et al., 

1987; Alcaraz et al., 2004). Se considera que entre 30-100 millones de 

personas están afectadas por este parásito en todo el mundo, sin embargo, las 

últimas estimaciones llevadas a cabo por Bisoffi et al. (2013), indican que esta 

cifra podría ascender hasta los 370 millones de personas e incluso ser aún más 

elevada. La información sobre la prevalencia de S. stercoralis es escasa, sobre 

todo si se compara con la disponible para otros helmintos que también se 

transmiten por el suelo (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator 

americanus y Ancylostoma duodenale). Además, los métodos utilizados 

habitualmente en los estudios de prevalencia de estos helmintos, como el 

examen directo o el Kato-Katz, son muy poco sensibles para poner de 

manifiesto la infección por S. stercoralis (Bethony et al., 2006; Bisoffi et al., 

2013). Las revisiones recientemente publicadas por Schär et al. (2013) y 

Buonfrate et al. (2015), sobre estudios relativos a la epidemiología de S. 
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stercoralis, ponen de manifiesto la falta de información y la importancia de 

elegir una técnica diagnóstica adecuada si se quiere obtener una estimación 

realista sobre la prevalencia de esta parasitosis. 

En España se han publicado casos puntuales de estrongiloidiasis en diferentes 

puntos como Alicante (López et al., 1990), Castellón (Tirado et al., 2002), 

Zaragoza (Mayayo et al., 2005), Murcia (Toldos et al., 1995; Serrano et al., 

2001), Cantabria (Olmos et al., 2004) y Galicia (San Miguel-Fraile et al., 2006). 

Sin embargo, la mayoría de casos diagnosticados en nuestro país proceden de 

la región de La Safor Valenciana, la cual fue considerada foco de endemia de S. 

stercoralis, conociéndose casos desde 1895, cuando se describió el primer caso 

autóctono (Pérez Valdés, 1895). Se han publicado varios estudios sobre la 

prevalencia del parásito en esta comarca, llegándose a establecer valores de 

parasitación del 0,3% en la población general, y hasta del 12,4% en población 

de riesgo (Rodríguez-Calabuig et al., 1998; Román-Sánchez et al., 2003). Se 

considera que la presencia del parásito en esta región fue debida al cultivo 

manual del arroz, así como a la limpieza de acequias, tareas que eran llevadas 

a cabo con los pies descalzos en contacto con aguas fangosas, por lo que 

fueron consideradas actividades de riesgo de infección (Igual-Adell & 

Domínguez, 2007). Actualmente se piensa que ya no existe transmisión activa 

en esta región, debido a varios factores como la reconversión de los terrenos 

de marjal en cultivos de cítricos y hortalizas, mecanización en la recolección de 

los cultivos, canalización de aguas residuales, uso de pesticidas y urbanización 

de estas zonas (Alcaraz et al., 2004; Martínez-Pérez & López-Vélez, 2015). No 

obstante, debido a la capacidad autoinfectiva de S. stercoralis, aunque no se 

produzcan casos nuevos, en esta área existen pacientes afectados con la forma 

crónica de la enfermedad, lo cual puede suponer un grave riesgo para la salud 

de estas personas, ante ciertas situaciones de riesgo que impliquen 

inmunodepresión.  

Los casos que se diagnostican actualmente en nuestro país corresponden a      

i) aquellos que contrajeron la enfermedad en España en zona endémica, 

cuando existía transmisión activa, y que desde entonces mantienen la 
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infección crónica sin saberlo (Catalán et al., 2009); ii) aquellos que se infectan 

al viajar a países endémicos donde la infección está activa (González et al., 

2010; Ramírez-Olivencia et al., 2014); iii) inmigrantes que llegan a España 

desde países tropicales o subtropicales donde existe la enfermedad en la 

actualidad (González et al., 2010; Valerio et al., 2013; Ramírez-Olivencia et al., 

2014; Cabezas-Fernández et al., 2015). 

1.2.2. Clínica de la enfermedad  

Las manifestaciones clínicas de la estrongiloidiasis varían en función del estado 

inmunológico de la persona afectada. La enfermedad cursa desde una forma 

totalmente asintomática, que puede pasar desapercibida; a formas 

complicadas capaces de ocasionar cuadros clínicos de severa gravedad, e 

incluso conllevar a la muerte del paciente.  

1.2.2.1. Estrongiloidiasis aguda 

La intensidad de la sintomatología está determinada tanto por la carga 

parasitaria como por la respuesta inmunológica del hospedador (Concha et al., 

2005). La infección se produce cuando las larvas L3i entran en contacto con el 

hospedador, y penetran activamente a través de su piel. Dentro de las 

primeras 24 horas tras la infección, puede aparecer edema, urticaria y 

petequias en el punto de entrada de las larvas (Toledo et al., 2015), que 

generalmente se localizan en pies y/o piernas. La infección suele ir 

acompañada de eosinofilia, asociada a la fase de migración tisular, y puede 

presentarse una ligera fiebre. Los síntomas pulmonares son similares a los de 

un resfriado, con o sin expectoración y disnea (Kunst et al., 2011), 

produciéndose en los casos más severos el denominado síndrome de Loeffler, 

con edema pulmonar y deficiencia respiratoria (Marcos et al., 2008). En 

ocasiones, las L3i durante su migración sanguínea pueden producir la rotura de 

capilares causando pequeñas hemorragias e inflamación. Cuando el parásito 

alcanza la mucosa del duodeno pueden producirse algunos síntomas 
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intestinales, como distensión y dolor abdominales, pérdida de peso, diarrea, e 

hinchazón de la mucosa intestinal (Carrada-Bravo, 2008). 

1.2.2.2. Estrongiloidiasis crónica 

Se produce generalmente en zonas endémicas cuando se establece el ciclo de 

autoinfección del parásito dentro del hospedador, de manera que éste puede 

permanecer durante años parasitado. Esta forma es generalmente 

asintomática, pudiendo aparecer algunos síntomas intestinales como 

estreñimiento, diarrea o vómitos intermitentes. También pueden producirse 

alteraciones de la piel, del tipo urticaria, petequias, rash cutáneo y 

ocasionalmente puede aparecer una larva currens, especialmente en la región 

del torso o en la región perianal (al producirse autoinfección exógena). Esta 

larva currens constituye el único síntoma patognomónico de estrongiloidiasis 

en la fase crónica (Gaus et al., 2011; Showler & Boggild, 2012). El síntoma más 

común, y que debe alertar de la posibilidad de estar infectado por S. 

stercoralis, es el aumento en el número de eosinófilos. Aunque la eosinofilia 

también es típica de otras helmintiasis intestinales que incluyen en su ciclo 

infectivo una migración intraorgánica, en el caso de Strongyloides suele ser 

más frecuente en la fase crónica que en otros parásitos, tal vez debido al 

hecho de que la hembra parásita se localiza en la submucosa, y no en el lumen 

intestinal (Repetto et al., 2010). 

1.2.2.3. Síndrome de hiperinfección (SH) 

La hiperinfección se produce cuando el paciente con estrongiloidiasis crónica 

sufre un déficit inmunitario por enfermedad o tratamientos 

inmunosupresores, o bien cuando una persona inmunodeprimida adquiere la 

infección (Greaves et al., 2013). En cualquier caso, el sistema inmunológico no 

es capaz de mantener bajo control el ciclo autoinfectivo del parásito, y como 

consecuencia, se produce un aumento significativo del número de vermes en 

el organismo, pero tanto larvas como adultos se mantienen confinados en los 

órganos implicados en su ciclo de infección normal. Existen una serie de 
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situaciones de riesgo que hacen que algunas personas sean especialmente 

susceptibles a desarrollar SH, tales como estar sometidas a terapias 

inmunosupresoras con corticosteroides, co-infección con el virus linfotrópico 

humano de células T tipo 1 (HTLV-1), malnutrición y alcoholismo (Keiser & 

Nutman, 2004) (ver Apartado 1.4). 

La sintomatología es semejante a la que se produce en la forma crónica de la 

enfermedad, pero los síntomas a menudo son más intensos como 

consecuencia de la mayor carga parasitaria. A nivel digestivo se puede producir 

dolor abdominal, diarrea acuosa, pérdida de peso, nausea y vómitos. Se 

produce inflamación en el duodeno, que puede llegar incluso a causar 

obstrucción intestinal (Cruz et al., 2010). A nivel pulmonar también se pueden 

producir síntomas semejantes a los de un resfriado, incluyendo tos, asma y 

hemorragias pulmonares. En estos pacientes puede presentarse eosinofilia, 

pero con frecuencia esto no ocurre, como consecuencia de la 

inmunosupresión. Se ha visto que pacientes con SH que muestran eosinofilia 

suelen tener mejor pronóstico que aquellos que muestran carencia de 

eosinófilos en sangre (Jamil & Hilton, 1992). 

1.2.2.4. Estrongiloidiasis diseminada 

La estrongiloidiasis diseminada (ED) se produce cuando, además de aumentar 

su número, los parásitos invaden órganos que no están involucrados en su 

migración habitual, tales como estómago, pulmones e incluso cerebro. En 

estos casos la mortalidad asciende hasta un 87% (Marcos et al., 2011). Esta 

elevada mortalidad se asocia principalmente con infecciones bacterianas 

secundarias, ya que en su migración errática, los parásitos transportan 

enterobacterias intestinales adheridas a su superficie (Izquierdo et al., 2013).  

Los síntomas de la ED incluyen fuertes diarreas, dolor abdominal, fiebre, 

hipotensión, pérdida de peso, fallo respiratorio, meningitis, sangrado 

gastrointestinal y hemorragia pulmonar (Plata-Menchaca et al., 2015). 
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Al igual que en el caso de la SH, la ED se produce en pacientes 

inmunodeprimidos, especialmente en aquellos que están bajo tratamientos 

inmunosupresores que incluyan corticosteroides (Concha et al., 2005; 

Vadlamudi et al., 2006; Agarwala et al., 2014).  

1.2.3. Tratamiento 

La estrongiloidiasis debe tratarse siempre, aun cuando no haya sintomatología 

de ningún tipo, con el fin de evitar que la enfermedad pueda evolucionar a las 

formas severas que representan un alto riesgo para la vida del paciente. 

La elección de un fármaco u otro, así como la duración y la vía de 

administración del tratamiento, varían dependiendo de la severidad de la 

infección, ya que lo que es aconsejable en la fase crónica de la enfermedad a 

menudo no lo es en el caso de ED o SH. También el estado de salud del 

paciente es importante a la hora de decidir el tratamiento más apropiado. 

No todos los fármacos disponibles tienen la capacidad de eliminar las larvas 

que se encuentran en migración ni los huevos, por lo tanto, es recomendable 

repetir el tratamiento pasadas 2 ó 3 semanas, para evitar que la infección se 

mantenga en el organismo mediante autoinfección. Es por ello que es 

importante mantener un control de los pacientes después del tratamiento 

durante al menos un año, para confirmar que el parásito ha sido erradicado del 

organismo. 

En el caso de infección crónica, los fármacos más utilizados son ivermectina, y 

los derivados de azoles, albendazol y tiabendazol, siendo la ivermectina 

administrada de forma oral, el tratamiento de elección en estos casos.  

La ivermectina actúa incrementando la polaridad de los iones cloruro a través 

de la membrana celular del verme, causando parálisis y finalmente su muerte 

(Arena et al., 1995; Satoh & Kokaze, 2004). Es también el fármaco de elección 

para el tratamiento de la Onchocerciasis (Onchocerca volvulus), y se ha 

comprobado que puede ser efectivo frente a otras filariasis, nematodos 
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intestinales e incluso algunos ectoparásitos como garrapatas del género 

Rhipicephalus (Ottesen & Campbell, 1994; Crump & Omura, 2011). En el caso 

de la infección por S. stercoralis, la dosis recomendada son 200 μg/kg/día 

durante dos días. La ventaja de este fármaco es su alta eficacia a la hora de 

acabar con el parásito, y su buena tolerancia por parte de los pacientes 

(Shikiya et al., 1992; Segarra-Newnham, 2007; Luvira et al., 2014). 

El tiabendazol fue durante muchos años el fármaco más utilizado para el 

tratamiento de la estrongiloidiasis. La dosis recomendada es de 25 mg/kg/día 

durante 3 días y su eficacia es semejante a la de la ivermectina (Igual-Adell et 

al., 2004; Bisoffi et al., 2011), pero se tolera peor y se asocia a un mayor y más 

frecuente número de efectos secundarios que incluyen dolor de cabeza, 

mareos, nausea, pérdida de apetito y epigastralgia.  

Otra opción utilizada frente a la estrongiloidiasis es el tratamiento con 

albendazol en dosis de 400 mg al día durante 3 días. Se ha demostrado que la 

eficacia del albendazol es mucho menor que la de la ivermectina, con 

porcentajes de eliminación total de los parásitos del 38% y 83%, 

respectivamente (Datry et al, 1994). En otro estudio llevado a cabo 

recientemente por Suputtamongkol et al. (2011), en el que se comparó la 

eficacia del tratamiento con ivermectina en una dosis única y en dos dosis 

administradas con 15 días de diferencia, frente al tratamiento con albendazol 

en altas dosis durante una semana, y se confirmó que la ivermectina 

presentaba mayor efectividad frente al albendazol en cualquier caso. Otros 

estudios similares apoyan estos resultados (Marti et al., 1996; Muenning et al., 

2004). 

El mebendazol también se utiliza ocasionalmente para el tratamiento de la 

estrongiloidiasis, pero debido a que su eficacia es baja, no suele ser el fármaco 

de elección. La dosis recomendada es de 100 mg dos veces al día durante 3 

días, presentando un porcentaje de eliminación del 50%, que puede ser mayor 

si se prolonga el tratamiento. Es por ello, que suele utilizarse en tratamientos 
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frente a S. stercoralis en combinación con otros fármacos (Reddy & 

Swarnalata, 2005). 

En caso de formas severas de estrongiloidiasis como SH y ED, los tratamientos 

convencionales pueden no ser suficientes para acabar con la infección. 

También en estos casos, la ivermectina es el fármaco más recomendable, pero 

la dosis, vía de administración y duración del tratamiento varían en función del 

caso. Generalmente se recomienda la administración por vía oral de 200 

mg/kg/día hasta que la sintomatología remita, o bien hasta que ya no se 

visualicen larvas en cultivo de heces durante dos semanas (Mejía & Nutman, 

2012). En el caso de que existan problemas de malabsorción, debido a una 

obstrucción intestinal, o en caso de post-operatorio, se recomienda el uso de 

ivermectina por vía parenteral en dosis de 75-200 µg/kg/día, aplicada 

subcutáneamente (Donadello et al., 2013). También se han descrito casos en 

los que se ha aplicado el fármaco vía rectal con éxito (Tarr et al., 2003; Said et 

al., 2007; Patel et al., 2008).  

En muchas ocasiones, en el caso de formas severas, se recurre a la 

combinación de ivermectina con algún otro fármaco, ya sea tiabendazol (Patel 

et al., 2008), mebendazol (Reddy & Swarnalata, 2005) y más frecuentemente 

albendazol (Rodríguez-Hernández et al., 2009; Hamilton et al., 2011; Le et al., 

2014). 

Debe tenerse en cuenta, que las drogas derivadas de azoles, son 

metabolizadas por el hígado y excretadas a través del riñón, de manera que 

deben ser utilizadas con precaución en caso de aquellos pacientes que se 

hayan sometido a un trasplante de alguno de estos órganos (Sadjadi et al., 

2013). 

En el caso de ED, algunas de las complicaciones más comunes son neumonía, 

meningitis y fallo respiratorio causadas por microorganismos, generalmente 

entéricos que son diseminados por los parásitos (Fardet et al., 2007). Así 

mismo, la co-infección con otros organismos oportunistas como hongos u 

otros parásitos son comunes en aquellos pacientes que presentan una fuerte 
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inmunodepresión. Por tanto, en ambos casos es importante proporcionar 

junto con el tratamiento antihelmíntico, los fármacos correspondientes para 

eliminar estas infecciones. 

1.2.4. Diagnóstico 

Realizar un diagnóstico temprano de la estrongiloidiasis es de vital importancia 

para comenzar a administrar el tratamiento adecuado y eliminar totalmente al 

parásito del organismo. No obstante, debido al bajo número de huevos 

emitidos por la hembra parásita, y la falta de sintomatología específica 

asociada a la enfermedad, el diagnóstico de esta parasitosis no siempre resulta 

sencillo ni rápido. 

El aumento en el número de eosinófilos en sangre periférica (>500 

eosinófilos/mm3), es la alteración más común en caso de estrongiloidiasis 

crónica, y el signo que, unido a un historial de viajes o procedencia de un país 

donde el parásito es endémico, debe alertar sobre su presencia. Se ha visto 

que en viajeros e inmigrantes procedentes de zonas endémicas las infecciones 

por helmintos son la principal causa de eosinofilia (Checkley et al., 2010; Salas-

Coronas et al., 2015), pero en el caso concreto de parasitación por S. 

stercoralis, es mayor y más frecuente que en cualquier otra helmintiasis, 

habiéndose establecido valores de eosinofilia en el 57-63% de los casos 

(González et al., 2010; Corti et al., 2011; Requena-Méndez et al., 2013). No 

obstante, en pacientes crónicos, este aumento en el número de eosinófilos 

puede ser intermitente, y se ha visto además, que el rango de eosinofilia 

disminuye a medida que aumenta la edad del paciente (Sharifdini et al., 2014). 

Así mismo, la eosinofilia es más pronunciada en personas sanas que en 

inmunodeprimidas, por lo tanto, pacientes con SH o ED no suelen presentar un 

aumento en el número de eosinófilos, lo cual dificulta aún más su diagnóstico, 

con el consecuente riesgo que ello implica (Marcos et al., 2011; Sharifdini et 

al., 2014). 
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A continuación se describen brevemente los métodos disponibles actualmente 

para diagnosticar la estrongiloidiasis: 

1.2.4.1. Métodos parasitológicos 

Estos métodos consisten en poner de manifiesto la presencia del parásito en el 

organismo mediante visualización de alguna fase del mismo. Generalmente 

están basados en la búsqueda de larvas en heces, pero se han reportado casos 

en los que se han localizado los parásitos en otro tipo de muestras biológicas 

como orina (Pasqualotto et al., 2009), fluido cerebroespinal (Takayanagui et 

al., 1995) y esputo (Cheong et al., 2014).  

El examen de heces se basa en la búsqueda de larvas L1r o L3i en muestras  

fecales. Como se mencionó anteriormente, la hembra partenogenética pone 

un bajo número de huevos, aproximadamente 50 diarios, además, en 

enfermos crónicos esta liberación es intermitente, por lo que el diagnóstico 

parasitológico en muestras de heces es menos sensible que las técnicas 

inmunológicas o moleculares (Dreyer et al., 1996). Además, los métodos 

parasitológicos basados en examen de heces suelen resultar laboriosos y 

requerir personal entrenado para la identificación de larvas. La visión directa 

es un método sencillo y barato, pero normalmente se recurre a métodos de 

concentración, como la sedimentación espontánea (Hoffmann et al., 1934), el 

método de Baermann (Baermann, 1917) o técnica de sedimentación en 

formol-éter (Ritchie 1948), o bien a cultivos de heces como el método de 

Harada-Mori (Harada & Mori, 1955), y cultivo en placa de agar (Arakaki et al., 

1990). Según el meta-análisis realizado por Campo-Polanco et al. (2014), que 

compara la eficacia de los siguientes métodos: directo, de concentración de 

Baermann, formol éter y cultivo en placa de agar, se concluye que en estos 

cuatro métodos la especificidad es del 100%, mientras que la sensibilidad varía 

desde 21% para examen directo, 48% en formol-éter, 72% con método de 

Baermann y 89% para placa de agar. Por lo tanto, el método que parece más 

adecuado para el diagnóstico etiológico es el cultivo de heces en placas de 

agar, pero cuenta con el inconveniente de ser laborioso y se necesitan entre 
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24-72 horas para obtener resultados. Se ha demostrado también que una sola 

muestra de heces es, generalmente, insuficiente para establecer un 

diagnóstico correcto, y que la efectividad del mismo, aumenta con el número 

de muestras tomadas del paciente (Hirata et al., 2007; Montes et al., 2010; 

Requena-Méndez et al., 2013). 

También puede evidenciarse la infección con métodos de imagen como la 

endoscopia, gracias a la cual se aprecian las lesiones típicas de estrongiloidiasis 

como ulceración, edema y sangrado de la mucosa, y la toma de biopsias de 

tejido para analizar las muestras en el laboratorio en busca de especímenes. 

Mediante imágenes obtenidas con rayos X pueden evidenciarse afecciones a 

consecuencia de la presencia de S. stercoralis, que apunten a la infección por 

este parásito (Puthiyakunnon et al., 2014). 

1.2.4.2. Métodos inmunológicos 

Se han desarrollado numerosos métodos inmunológicos para el diagnóstico de 

la estrongiloidiasis, mostrando variabilidad en la sensibilidad y especificidad 

según el antígeno utilizado, el isotipo de inmunoglobulina y el tipo de 

población objeto de estudio (Olsen et al., 2009).  

Las técnicas basadas en la detección de anticuerpos específicos, presentan el 

inconveniente de la limitación que supone el obtener antígeno de larvas de S. 

stercoralis en cantidad suficiente, por lo que en ocasiones se recurre al uso de 

antígenos heterólogos de otras especies como S. venezuelensis o S. ratti 

(Toledo et al., 2015; Bosqui et al., 2015). Además, muchas veces no permiten 

discernir entre una infección pasada, actual o reciente, y su rendimiento en 

pacientes inmunodeprimidos es en ocasiones deficiente, ya que el título de 

anticuerpos puede presentar valores muy bajos produciéndose un falso 

negativo (Abdul-Fattah et al., 1995; Schaffel et al., 2001). Se ha visto además, 

que estas pruebas serológicas son útiles para diagnóstico de estrongiloidiasis 

crónicas en personas procedentes de países endémicos, pero lo son menos en 

el caso de viajeros (Levenhagen & Costa-Cruz, 2014). Otro problema que suele 
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presentarse es el de la reactividad cruzada con otras helmintiasis, 

especialmente con filarias. 

La técnica más utilizada es el ensayo de ELISA indirecto, que puede estar 

basado en la detección de distintos isotipos de IgG (IgG1, IgG4) (de Jesus Inês 

et al., 2013; da Silva et al., 2014), IgE (de Jesús Inês et al., 2013) o IgA (Ribeiro 

et al., 2010; Bosqui et al., 2015), siendo la muestra más utilizada suero de 

pacientes, aunque también hay descritos ensayos con saliva, leche o heces 

(Mota-Ferreira et al., 2009). 

Para solucionar el problema de la escasez de material parasitario necesario 

para llevar a cabo estos ensayos de ELISA, se han desarrollado protocolos en 

los que se utilizan productos de excreción/secreción (E/S) de S. stercoralis, o 

bien antígenos recombinantes. Tal es el caso del antígeno de 31 kDa 

denominado NIE, publicado por Ravi et al. (2002), y que mostró valores de 

sensibilidad y especificidad similares a los de ELISA convencionales con 

antígeno crudo, o el antígeno inmunorreactivo SsIR de Ramanathan et al. 

(2008).  

Los ensayos ELISA son también útiles para determinar la eficiencia de los 

tratamientos frente a estrongiloidiasis, realizando pruebas serológicas a los 

pacientes a distintos tiempos post-tratamiento y evaluando el descenso en el 

título de anticuerpos (Biggs et al., 2009). Con el fin de mejorar esta aplicación y 

poder además discernir entre infecciones pasadas y presentes, Gonzaga et al. 

(2011), desarrollaron un ensayo ELISA de avidez-IgG, que permitiera 

discriminar entre infección activa y pasada, que resultan en falsos positivos con 

otros ensayos.  

Actualmente hay disponibles dos kits comerciales, Bordier-ELISA, que detecta 

IgG usando un antígeno somático de larvas de S. ratti, y el sistema IVD-ELISA, 

que detecta anticuerpo IgG usando antígenos somáticos de larvas de S. 

stercoralis (Bisoffi et al., 2014). 
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Para mejorar la eficiencia de los ensayos de ELISA se han desarrollado otras 

técnicas como los sistemas de inmunoprecipitación con luciferasa (LIPS), en 

combinación con antígenos recombinantes como NIE o SsRI. En estudios 

llevados a cabo por Ramanathan et al. (2008) se demostró que NIE-LIPS es más 

sensible y específico que los ensayos de NIE-ELISA, con un 100% y 95% de 

sensibilidad respectivamente, además, se comprobó que en el caso de NIE-

LIPS, no se producían reacciones cruzadas con filariasis. En este mismo trabajo 

se utilizó un segundo antígeno (SsIR) que en ensayos LIPS en combinación con 

el antígeno NIE, mejoraba la sensibilidad y especificidad de la técnica al 100%.  

Krolewiecki et al. (2010), confirmaron estos resultados en un estudio en el que 

compararon distintas técnicas diagnósticas para la estrongiloidiasis.   

Los ensayos de inmunofluorescencia (IFAT), también basados en la detección 

de anticuerpos específicos frente a la enfermedad, son altamente útiles, y 

presentan la ventaja de arrojar resultados cuantitativos, de modo que se 

puede evaluar el título de anticuerpos, lo que resulta de gran utilidad a la hora 

de su uso en la evaluación de los tratamientos (Levenhagen & Costa-Cruz, 

2014). También se ha demostrado la eficacia de este método para el 

diagnóstico de enfermos de estrongiloidiasis en situación de inmunodepresión 

(Gottardi et al., 2015). En un estudio comparativo llevado a cabo 

recientemente por Bisoffi et al. (2014) se midió la eficacia de varios test 

inmunológicos para el diagnóstico de S. stercoralis incluyendo IFAT, así como 

los previamente descritos NIE-ELISA, NIE-LIPS, y los ELISA comerciales Bordier-

ELISA y IVD-ELISA, concluyéndose que el IFAT es el test más sensible con un 

94,6%, mientras que el NIE-LIPS resulta ser el más específico, con un 99,6%. En 

este mismo trabajo se concluye que la técnica NIE-LIPS es la más precisa para 

el diagnóstico serológico de S. stercoralis. Complementario a este estudio, 

Buonfrate et al. (2015b), compararon estos 5 test para determinar cual es más 

efectivo para el seguimiento de pacientes post-tratamiento de la 

estrongiloididasis, concluyendo que el NIE-ELISA mostraba los mejores 

resultados. 
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Otras pruebas que han mostrado utilidad para el diagnóstico de la 

estrongiloidiasis son los ensayos de tipo inmunoblot, en los que se ha 

observado niveles de sensibilidad y especificidad similares a los de ELISA 

indirecto. En general, las proteínas más inmunogénicas descritas mediante 

esta técnica presentan pesos moleculares que van de 26-28, 31-33, 41,45, 120-

160 y 205 kDa (Levenhagen & Costa-Cruz, 2014; Toledo et al., 2015). Algunos 

estudios indican que pacientes con algún tipo de inmunosupresión pueden 

presentar una reducción en su respuesta, y por lo tanto mostrar menor 

número de bandas en el blot (Sudre et al., 2007). 

Las pruebas de inmunocromatografía con tiras reactivas resultan una 

alternativa sencilla de utilizar y requieren una escasa cantidad de antígeno; van 

Doorn et al. (2007), demostraron que la sensibilidad y especificidad de las tiras 

diagnósticas, son semejantes a las obtenidas con los ensayos de ELISA 

comerciales. No obstante, este método precisa aún ser analizado y testado en 

más pacientes en estudios futuros. 

Las técnicas inmunológicas basadas en la detección de antígenos, utilizan 

ensayos de ELISA de captura para detectar antígenos solubles en suero, o 

coproantígenos cuando la muestra con la que se trabaja son heces. La gran 

ventaja de estos métodos es que un positivo es indicativo de infección actual, 

siendo los test que utilizan anticuerpos monoclonales más sensibles y 

específicos que los que emplean anticuerpos policlonales. En los trabajos 

llevados a cabo por El-Badry (2009) en los que se inmunizó conejos con 

proteínas de E/S de S. stercoralis, y en los posteriormente desarrollados por 

Sykes & McCarthy (2011), en los que se utilizó E/S de S. ratti, se obtuvieron 

buenos resultados en cuanto a sensibilidad y especificidad, y no se produjeron 

reacciones cruzadas con otros helmintos. No obstante, en ambos ensayos 

surgieron problemas como la conservación de las muestras y la eficacia de los 

tests en función de la carga parasitaria, por lo que son necesarias más 

investigaciones para poner a punto este sistema que podría resultar sencillo y 

económico. 
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Otro sistema utilizado recientemente para el diagnóstico es la detección de 

inmunocomplejos generados durante la infección parasitaria. Al igual que en el 

caso de las técnicas basadas en detección de antígenos del parásito, con la 

detección de inmunocomplejos es posible diferenciar entre infecciones 

presentes y pasadas. La técnica es similar a un ELISA de captura, pero 

utilizando un conjugado anti-IgG para la detección. Los trabajos de Gonçalves 

et al. (2012) en los que se utilizó IgG anti-huevo, IgG anti-hembras 

partenogenéticas e IgG anti-larvas de S. venezuelensis para la detección de 

inmunocomplejos, mostraron buenos resultados en cuanto a sensibilidad y 

especificidad. 

1.2.4.3. Métodos moleculares 

En los últimos años se han desarrollado técnicas para el diagnóstico de la 

estrongiloidiasis basadas en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Estas técnicas, en general, han mostrado buenos resultados en la detección de 

DNA del parásito en heces (Buonfrate et al., 2015c). No obstante, también 

presentan limitaciones, debidas a la intermitente liberación de larvas en heces, 

la presencia de factores inhibitorios de la reacción en las muestras, la laboriosa 

estandarización de la técnica, y el elevado coste económico de la misma. 

Repetto et al. (2013) presentaron en sus trabajos algunas modificaciones en la 

purificación del DNA del parásito, para optimizar la técnica y aumentar su 

sensibilidad. Así mismo, se han realizado estudios basados en PCR tanto 

convencional como a tiempo real (Verweij et al., 2009; Saugar et al., 2015), 

PCR anidada (Ahmad et al., 2013), y recientemente Watts et al. (2014) han 

desarrollado un sistema diagnóstico basado en el método de amplificación 

isotérmica mediada por bucle de ácidos nucleicos (LAMP), con el que se han 

obtenido esperanzadores resultados, al lograrse 27 resultados positivos en 28 

muestras totales.  

Muy recientemente, Becker et al. (2015) han realizado un análisis comparativo 

entre varias técnicas parasitológicas frente a una PCR a tiempo real, 

concluyendo que esta técnica molecular resulta ser la más específica en el 
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diagnóstico de la enfermedad, y que en combinación con las parasitológicas, se 

mejora sustancialmente el diagnóstico. En otro estudio realizado por de Paula 

et al. (2015), en el que se comparó la eficacia en la detección de DNA del 

parásito en heces entre una PCR convencional y PCR cuantitativa a tiempo real, 

se obtuvieron sensibilidades de 76,7% y 90% respectivamente. 

1.3. Respuesta inmunitaria del hospedador frente a la infección por S. 

stercoralis 

Al igual que ocurre con otras helmintiasis, la respuesta inmunitaria del 

hospedador frente a la infección por S. stercoralis está polarizada hacia el tipo 

Th2, que se caracteriza por la producción de altos niveles de citoquinas del tipo 

IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, eosinófilos, mastocitos e inmunoglobulinas específicas 

frente al parásito (Marcos et al., 2011). 

La diferenciación, activación y proliferación de los eosinófilos se ve favorecida 

por la citoquina IL-5. Muchas personas con estrongiloidiasis muestran altos 

niveles de eosinófilos, siendo este aumento más frecuente en pacientes 

crónicos inmunocompetentes, que en aquellos con SH o ED en los que es 

común que los niveles sean inferiores, quizá debido a una débil respuesta Th2. 

Esta escasez de eosinófilos puede enmascarar la enfermedad, ya que la 

eosinofilia es el síntoma más característico de la misma; además se ha visto 

que el pronóstico de la enfermedad en aquellos pacientes con SH o ED que 

presentan altos valores de eosinofilia periférica es mejor que en aquellos que 

carecen de esta (Keiser & Nutman, 2004). Los eosinófilos juegan un papel muy 

importante en la respuesta innata del organismo frente a la infección 

parasitaria, ya que secretan sustancias citotóxicas que resultan letales para el 

parásito. Además, se ha demostrado que los eosinófilos también son de vital 

importancia en la respuesta inmunitaria adquirida, ya que son capaces de 

actuar como células presentadoras de antígenos cuando son expuestos a la 

presencia del parásito, de modo que pueden estimular la producción de 
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anticuerpos específicos frente a la infección y favorecer aún más la liberación 

de IL-4 e IL-5 (Padigel et al., 2006). 

Las citoquinas IL-4 e IL-5 estimulan la liberación de otras citoquinas como IL-8, 

y la producción de inmunoglobulinas de los isotipos IgE e IgG4, las cuales 

favorecen aún más la migración de eosinófilos. La presencia de IgE específicas 

frente a S. stercoralis puede tener una función crucial en la inmunidad 

adquirida frente a este parásito, y se ha demostrado que, además, estas IgE 

inducen a los mastocitos a la degranulación y a las células caliciformes a la 

producción de moco (Figura 1.4). El moco ayuda a la eliminación de los 

parásitos localizados en el intestino, mientras que los mastocitos previenen de 

la invasión de las paredes intestinales por parte de estos, además de favorecer 

los movimientos peristálticos del intestino con el fin de eliminar a los vermes 

(Siegel & Simon, 2012). 

 

 

Figura 1.4: Esquema de la respuesta inmunitaria frente a la infección por S. stercoralis.  

En pacientes con estrongiloidiasis severa hay una disminución 

estadísticamente significativa en los niveles de IgG e IgM, comparados con los 
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de pacientes con formas asintomáticas, lo cual confirma la implicación de estos 

anticuerpos en la defensa del organismo frente a las larvas del parásito 

(Iriemenam et al., 2010). El papel de los anticuerpos IgA, aún no está 

totalmente claro y no se ha determinado una correlación con las diferentes 

formas clínicas de la enfermedad. 

En lo relativo a la adquisición de inmunidad frente a nuevas infecciones por 

L3i, en modelos experimentales utilizando ratones, se ha visto que en la 

protección frente a la reinfección están involucradas IgM, eosinófilos, 

neutrófilos y la activación del complemento (Nolan et al., 1995; Rotman et al., 

1996; Kerepesi et al., 2006). Sin embargo, en el caso de infección en humanos, 

la inmunidad no protege de la autoinfección parasitaria, por lo que es posible 

que estas L3i autoinfectivas presenten un patrón de reconocimiento antigénico 

diferente (Iriemenam et al., 2010). 

1.4. Grupos de riesgo frente a la infección por S. stercoralis  

Como ya se ha mencionado, la infección por S. stercoralis en personas 

inmunocompetentes cursa generalmente de forma asintomática dando lugar a 

una enfermedad crónica en la que la vida del paciente no se encuentra 

comprometida. El problema surge cuando el estado inmunológico se ve 

alterado, favoreciéndose la evolución a formas hiperinfecciosas o diseminadas 

de la enfermedad, que pueden suponer un serio riesgo para la salud de 

quienes la padecen. Se han establecido una serie de grupos de riesgo que son 

más susceptibles a sufrir estas formas severas de estrongiloidiasis, y por tanto, 

deben ser tenidos en cuenta para realizar un diagnóstico precoz.  

1.4.1. Co-infectados con VIH 

En muchos de los países donde S. stercoralis es endémico, también existen 

altas prevalencias de infección por VIH. La estrongiloidiasis fue considerada 

una infección oportunista en enfermos de VIH hasta 1986, cuando CDC y OMS 

decidieron excluirla de esta lista por falta de evidencias (WHO, 1986). Son muy 
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pocos los casos publicados en los que una infección crónica por S. stercoralis 

desemboca en formas severas en pacientes que presentan co-infección con 

VIH, ya que la mayoría de estos casos son debidos a la administración de 

esteroides acompañando al tratamiento frente a otras infecciones 

oportunistas como Peumocystis jirovencii o bien a la co-infección con el virus 

HTLV-1 (Janssen et al., 2013). Una explicación podría ser que los enfermos de 

SIDA presentan una polarización de la respuesta inmunitaria a Th2, que sería la 

responsable de mantener bajo control la infección por S. stercoralis (Siegel & 

Simon, 2012). Romero-Cabello et al. (2012), han publicado un caso clínico en el 

que sugieren que en enfermos avanzados con VIH, la estrongiloidiasis puede 

resultar letal, volviendo a plantear la influencia de la infección por VIH en casos 

de estrongiloidiasis. Independientemente de la relación entre SIDA y SH o ED, 

sí que se ha demostrado que la infección por S. stercoralis es más habitual en 

enfermos de VIH que en personas sanas (Assefa et al., 2009; Schär et al., 

2013). 

1.4.2. Co-infectados con HTLV-1 

El virus linfotrópico de células T humanas es un retrovirus que afecta a las 

células CD4+, y está asociado con la aparición de leucemia de células T adultas 

(ATLL) y mielopatía. Se ha demostrado que la infección con del virus HTLV-1 en 

personas infectadas con S. stercoralis, favorece el desarrollo de las formas 

hiperinfectiva y diseminada de estrongiloidiasis (Gotuzzo et al., 1999). 

Asimismo, se ha observado que la infección por el parásito afecta al curso de la 

enfermedad causada por este virus, y es capaz de aumentar la probabilidad de 

desarrollar ATLL (Satoh et al., 2002; Salles et al., 2013). En la infección por 

HTLV-1, se produce un predominio de la respuesta Th1, aumentando la 

producción de TNF-α, mientras que la respuesta Th2 disminuye, por lo que la 

capacidad del organismo de hacer frente a la infección helmíntica es menor 

(Marcos et al., 2011). Además, debido a que el IFN-ƴ suprime la liberación de 

IL-4 y por consiguiente de IgE, los tratamientos convencionales frente a la 

estrongiloidiasis resultan menos efectivos en los casos de co-infección con 
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HTLV-1, haciéndose necesarias dosis más elevadas de los fármacos (Hirata et 

al., 2006). 

1.4.3. Pacientes en tratamiento con corticosteroides 

Se ha demostrado que existe una relación en la administración de 

glucocorticoides y la multiplicación de los parásitos en el organismo del 

paciente. Los corticosteroides son fármacos que se utilizan para tratar un 

elevado número de enfermedades como lupus, linfoma, poliomielitis, úlceras 

corneales, etc. La hiperinfección parasitaria se ha observado al administrar 

este tipo de fármacos, independientemente de la duración del tratamiento y la 

dosis del mismo (Alsharif et al., 2015; Won et al., 2015). 

Una de las teorías que trata de explicar este comportamiento en los parásitos 

apunta a la capacidad de los glucocorticoides de suprimir la eosinofilia y la 

activación linfocitaria. Hay autores que apuntan a que los glucocorticoides 

tienen un efecto directo sobre las larvas de Strongyloides, acelerando su 

transformación de Lr1 a L3i (Keiser & Nutman, 2004). 

1.4.4. Pacientes con órganos trasplantados 

Muchos casos descritos en la literatura sobre hiperinfección y diseminación de 

los parásitos, corresponden a personas que se han sometido al trasplante de 

un órgano. En la mayoría de estos casos, el receptor del órgano recibe terapia 

inmunosupresora basada en la administración de corticosteroides para evitar 

el rechazo del mismo. Se han documentado casos de reactivación de 

infecciones crónicas existentes en el receptor, que ante la inmunodrepresión 

pasan a formas severas (Catalán et al., 2009; Ferreira et al., 2012), y en los 

últimos años, se han incrementado las publicaciones en las que la fuente de la 

infección era el órgano trasplantado (Hsu et al., 2013; Le et al., 2014; Abanyie 

et al., 2015). Por lo tanto, resulta de vital importancia realizar pruebas 

serológicas tanto a individuos receptores como a donantes, si se sospecha de 

la infección con el parásito. Se han descrito hiperinfecciones posteriores al 
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trasplante de distintos órganos como riñón, pulmón, corazón, intestino o 

hígado. 

1.4.5. Alcoholismo 

Se han encontrado mayores tasas de infección en personas alcohólicas que en 

aquellas que no lo son (Schär et al., 2013). Esto puede deberse a que el 

consumo regular de alcohol conduce a cambios en el sistema inmunitario, 

alteración en las barreras intestinales o bien a su capacidad de alterar el 

metabolismo de los corticosteroides, favoreciendo de esta manera la infección 

por S. stercoralis (Zago-Gomes et al., 2002; Teixeira et al., 2010). Por lo tanto, 

sería importante evaluar el estado de salud de personas alcohólicas que 

residen en zonas endémicas de S. stercoralis, para realizar un diagnóstico 

precoz de la parasitosis. 

1.5. Estudios de proteómica sobre Strongyloides 

La identificación y caracterización de proteínas de superficie de los parásitos, 

así como de sus productos de E/S es de gran importancia, ya que éstas son las 

moléculas que participan en la interacción directa con las células del 

hospedador. En los últimos años se ha producido un aumento en el número de 

trabajos orientados a ampliar el conocimiento sobre la composición molecular 

de la superficie de multitud de helmintos parásitos y de sus productos de E/S 

(Bernal et al., 2006; Pérez-Sánchez et al., 2008; Bennuru et al., 2009; Mulvenna 

et al., 2010; Robinson et al., 2009). 

Sin embargo, en el caso concreto del género Strongyloides, aún son pocos los 

estudios que se han desarrollado en relación al conocimiento de su proteoma. 

Se han identificado mediante ensayos de SDS-PAGE tanto monodimensionales 

como bidimensionales y Western blot, algunas proteínas inmunogénicas de S. 

stercoralis comprendidas entre los 6 y 129 kDa (Sudre et al., 2007). Numerosos 

estudios hacen especial mención a una banda de 26 kDa reconocida 



Introducción 

 
31 

frecuentemente por los sueros de pacientes enfermos de estrongiloidiasis y 

poco en el caso de otros grupos de población. 

La caracterización de proteínas de S. stercoralis es escasa, quizás a 

consecuencia de la dificultad para conseguir material parasitario con el que 

trabajar, siendo la mayor parte de las secuencias depositadas en bases de 

datos resultado de deducción de secuencias de DNA (Toledo et al., 2015). Se 

han caracterizado algunos antígenos del parásito tales como el NIE o SsIR (Ravi 

et al., 2002; Ramanathan et al., 2008), que han mostrado gran utilidad en el 

desarrollo de nuevas técnicas diagnósticas para la enfermedad.  

Marcilla et al. (2010) realizaron un primer análisis proteómico de la larva L3i de 

S. stercoralis, identificando un total de 26 proteínas mediante espectrometría 

de masas. De éstas, 13 se identificaron tras someter a las larvas a digestión 

breve con tripsina, lo cual sugiere que son proteínas localizadas en la superficie 

del parásito. En los últimos años, gracias al estudio del transcriptoma, se han 

identificado gran cantidad de proteínas putativas del parásito. Actualmente, se 

dispone de las secuencias del transcriptoma de las larvas L1r, L2r, L3i, de la 

hembra parásita y de adultos de vida libre de S. ratti (Thompson et al., 2005), 

de 4 de las fases de S. venezuelensis, incluyendo la larva L3 pulmonar 

(Nagayasu et al., 2013) y la larva L1 de vida libre y de la larva L3i de S. 

stercoralis (Mitreva et al., 2004; Ramanathan et al., 2011; Marcilla et al., 2012). 

En los trabajos de Marcilla et al. (2012), se caracterizaron un total de 8037 

proteínas putativas, siendo el grupo más representativo el de proteínas 

enzimáticas, y 41 proteínas potencialmente antigénicas que pueden resultar 

de gran utilidad a la hora del inmunodiagnóstico de la enfermedad. 
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Como se ha comentado no existe un gold standard para el diagnóstico de la 

estrongiloidiasis, ya que los métodos disponibles no son 100% sensibles ni 

específicos. La identificación y caracterización de proteínas de Strongyloides, 

especialmente las de sus fases parásitas, pueden ofrecer una importante 

aplicabilidad en la búsqueda de nuevas dianas diagnósticas. 

En la Comarca de La Safor en la Comunidad Valenciana (España) son muchos 

los casos de infección documentados, asociados principalmente al cultivo 

manual del arroz, al trabajo en pozos y limpieza de acequias (Román-Sánchez 

et al., 2003; Igual-Adell & Domínguez, 2007). Actualmente no se considera que 

exista transmisión activa en esta comarca, no obstante, al tratarse de una 

enfermedad crónica que pasa desapercibida y que puede complicarse 

desarrollando formas más severas en caso de inmunodepresión, es de vital 

importancia poner de manifiesto estos casos y tratar a las personas afectadas 

antes de que implique un riesgo para su vida. 

Este hecho, unido a la imperiosa necesidad de desarrollar nuevos métodos 

diagnósticos de la enfermedad, motivaron al grupo de investigación del 

Departament de Biologia Cel·lular i Parasitologia de la Universitat de València, 

en colaboración con los Dres. Rodríguez-Calabuig e Igual-Adell, a impulsar 

nuevos enfoques en el estudio de este parásito. De este modo, en los últimos 

años, nuestro grupo de investigación ha contribuido a la mejora en el 

conocimiento de este helminto, a nivel proteómico, transcriptómico y 

genómico, con el fin de identificar nuevas moléculas que ayuden a desarrollar 

test diagnósticos más sensibles y específicos ante la enfermedad. En esta línea 

cabe destacar el estudio publicado por Marcilla et al. (2010), que identificó 13 

proteínas asociadas a la superficie del parásito, de posible interés diagnóstico. 

En este mismo contexto se enmarca la Tesis Doctoral realizada por la Dra. Ana 

Pérez García (2010), en la que se identificaron las proteínas de larvas L3i más 

antigénicas reconocidas por sueros de pacientes, obteniéndose algunas de 

ellas de forma recombinante para su caracterización y posible uso para el 

diagnóstico de la enfermedad. La presente Tesis Doctoral continúa esta línea 

de investigación, dando un paso más en la identificación y caracterización de 
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proteínas de larvas L3i del parásito, y el estudio de su posible utilidad en el 

desarrollo de nuevos sistemas de diagnóstico de la enfermedad, tomando 

como punto de partida el transcriptoma de la larva L3i del parásito publicado 

por nuestro grupo (Marcilla et al., 2012). 

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es el de profundizar en el 

conocimiento proteómico y genómico de la fase larvaria L3i del parásito 

Strongyloides stercoralis, con el fin de identificar nuevas dianas diagnósticas 

frente a la estrongiloidiasis. Para alcanzar dicho objetivo general se han 

planteado los siguientes objetivos concretos: 

1. Análisis de las secuencias aminoacídicas de proteínas antigénicas del 

parásito identificadas a partir de larvas L3i de S. stercoralis, diseño y 

producción de péptidos sintéticos y evaluación de su capacidad de 

reconocimiento por sueros de pacientes. 

2. Identificación y selección de los transcritos (mRNAs) más abundantes 

de larvas L3i de S. stercoralis y análisis de las secuencias obtenidas a 

partir del transcriptoma con posible utilidad para el desarrollo de test 

diagnósticos. 

3. Clonación y obtención de fragmentos de proteínas en forma 

recombinante a partir de las secuencias de mRNA seleccionadas, 

estudio de su aplicabilidad al diagnóstico inmunológico de la 

estrongiloidiasis. 

4. Obtención de anticuerpos policlonales frente a los fragmentos de 

proteínas recombinantes producidas y estudio de su posible uso como 

nuevo sistema diagnóstico. 

5. Profundización en el conocimiento de larvas L3i de S. stercoralis 

mediante estudios de localización de proteínas en las mismas y de 

microscopía electrónica de barrido. 
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MATERIALES 

3.1. Material parasitario 

3.1.1. Larvas L3i de Strongyloides stercoralis 

Se ha contado con ejemplares del parásito S. stercoralis, concretamente con 

larvas infectantes (L3i). Las larvas fueron recolectadas a partir de cultivos en 

placa de agar, realizados con muestras fecales de pacientes afectados por la 

parasitosis, procedentes de hospitales de la comarca de La Safor (Valencia), 

considerada zona endémica de parasitación. 

Se estudió la superficie de estas larvas del parásito mediante técnicas de 

microscopía láser confocal y electrónica de barrido (SEM). Las larvas se 

procesaron para la obtención de ácidos nucleicos. 

3.1.2. Otros parásitos 

Para llevar a cabo estudios de especificidad frente a los anticuerpos producidos 

en el laboratorio durante la realización de la tesis se ha utilizado extracto total 

de proteínas a partir de los siguientes helmintos parásitos:  

Fasciola hepatica: Se obtuvieron vermes adultos a partir de hígados de 

vacas infectadas, procedentes de un matadero de Valencia (Martínez Loriente 

S.A., Valencia, España), y gracias a la colaboración del veterinario D. Fernando 

Cantalapiedra. 

Toxocara canis: Los adultos se recuperaron vivos a partir de muestras 

fecales de perros infectados. El material fue recolectado gracias a la 

colaboración del veterinario D. Pablo Peláez. 

Anisakis sp.: La fase larvaria de este nematodo, responsable de la 

patología en humanos (L3), fue recolectada en el laboratorio de Parasitología a 
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partir de bacaladillas adquiridas en grandes superficies comerciales, y que no 

habían sido previamente evisceradas. 

3.2. Muestras biológicas humanas  

3.2.1. Muestras de heces 

Las muestras fecales de personas infectadas por el parásito se obtuvieron a 

partir de pacientes que habían sido atendidos en el Hospital Francesc de Borja 

de Gandía, gracias a la colaboración de la Dra. Araceli Molina de Diego. Dichos 

pacientes eran residentes en la comarca de La Safor, concretamente en las 

poblaciones de Xeraco y Tavernes de la Valldigna. Corresponden a casos 

endémicos del litoral Mediterráneo Español, ya que dichos pacientes 

declararon no haber realizado ningún viaje a otra zona de endemia. Se obtuvo 

consentimiento oral de los pacientes siguiendo los protocolos de protección de 

datos personales de cada centro hospitalario. En el propio hospital se 

procesaron las muestras y se realizaron las pruebas diagnósticas pertinentes 

para confirmar la parasitosis. Por cada paciente, se recibió un total de tres 

muestras recogidas en días consecutivos, cada una de ellas en un recipiente 

estéril diferente, adecuadamente etiquetada y sin ninguna clase de fijador. 

Una vez en el laboratorio, se procedió a realizar la técnica de cultivo en placas 

de agar, ya que es considerada la técnica de referencia (Campo-Polanco et al., 

2014) para obtener el mayor número de larvas L3i. 

3.2.2. Sueros 

Para llevar a cabo varios de los experimentos incluidos en el presente trabajo 

se ha dispuesto de un total de 91 sueros, de los cuales 87 correspondían a 

pacientes afectados por algún tipo de helmintiasis. Los 4 sueros restantes 

pertenecían a personas con diagnóstico negativo ante cualquier enfermedad 

parasitaria, y fueron utilizados como controles negativos. Del total de sueros 

positivos, 26 fueron de casos diagnosticados de estrongiloidiasis en la región 

de La Safor (casos endémicos), y fueron facilitados por los Servicios de 
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Microbiología de los Hospitales La Ribera de Alzira, y Francesc de Borja de 

Gandía, gracias a las Dras. Victoria Domínguez y Araceli Molina De Diego, 

respectivamente. Además, también se contó con 61 sueros correspondientes a 

pacientes afectados por diversas helmintiasis, concretamente: 

estrongiloidiasis, esquistosomiasis (Schistosoma sp.), triquinelosis (Trichinella 

sp.), gnatostomiasis (Gnathostoma spp.), anisakiaisis (Anisakis sp.), y 

toxocariasis (Toxocara canis). Todos ellos cedidos por las Dras. Teresa Gárate y 

Esperanza Rodríguez, del Instituto de Salud Carlos III de Madrid.  

Tabla 3.1: Número de sueros utilizados correspondientes a cada parasitosis, y centro de 
procedencia. 

Total de sueros Parasitosis Procedencia 

16 Estrongiloidiasis Hospital de La Ribera, Alzira 

10 Estrongiloidiasis Hospital Francesc de Borja, Gandía 

15 Estrongiloidiasis Instituto de Salud Carlos III, Madrid 

15 Esquistosomiasis Instituto de Salud Carlos III, Madrid 

10 Triquinelosis Instituto de Salud Carlos III, Madrid 

8 Gnatostomiasis Instituto de Salud Carlos III, Madrid 

5 Anisakiasis Instituto de Salud Carlos III, Madrid 

8 Toxocariasis Instituto de Salud Carlos III, Madrid 

3.3. Bacterias y condiciones de crecimiento 

Para la clonación y expresión de los genes de interés se utilizaron tres cepas de 

la bacteria Escherichia coli: M15, SG13009 y BL21 (DE3) pLysS. Las dos primeras 

cepas presentan un plásmido represor (pREP4), que proporciona a las bacterias 
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portadoras resistencia al antibiótico Kanamicina, y expresa constitutivamente 

el gen represor lac, necesario para regular el nivel de la transcripción. 

Las células bacterianas se crecieron a 37 oC en medio de Luria-Bertani (LB), 

compuesto por extracto de levadura 0,5%, triptona 1% y NaCl 1%, ajustando el 

conjunto a pH 7. Para la preparación de medios sólidos se añadió un 1,5% de 

agar. Para la selección de cepas de E.coli M15 y E.coli SG13009, portadoras de 

plásmidos, se añadió Ampicilina (100 µg/mL) y Kanamicina (25 µg/mL) al 

medio, y únicamente Kanamicina (25 µg/mL) para la cepa de E. coli BL21 (DE3) 

pLysS. 

3.4. Plásmidos vectores 

Para realizar la clonación del DNA codificante para los fragmentos de proteínas 

de interés, se han utilizado dos tipos de vectores: 

3.4.1. Vector de clonación 

Con el fin de obtener múltiples copias de los DNAs amplificados, dichos 

fragmentos fueron clonados en el plásmido pJET 1.2 (Fermentas). Este vector 

contiene un sitio de restricción enzimática múltiple, así como el promotor T7 

para transcripción in vitro (Figura 3.1). Este sistema permite una selección 

positiva de los clones ya que contiene un gen letal que expresa una enzima de 

restricción que mata a las células de E. coli tras la transformación, y que es 

desactivado al ligar un inserto de DNA en el sitio de clonación, de manera que 

solamente las células que incorporen plásmidos recombinantes serán capaces 

de crecer en el medio de cultivo selectivo.  
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Figura 3.1: Mapa del Vector pJET 1.2 (Fermentas). 

3.4.2. Vector de expresión  

Para producir las proteínas recombinantes en bacterias, se utilizaron vectores 

de expresión de la serie pQE30 (QIAGEN). Este vector permite la clonación del 

gen de interés como proteína de fusión a un péptido de histidinas (6xHis-tag). 

Presenta un sitio de restricción enzimática múltiple, además de contar con el 

gen para β-lactamasa, que confiere resistencia al antibiótico ampicilina, y por 

tanto, permite la selección positiva de las bacterias transformadas (Figura 3.2). 

La producción de las proteínas recombinantes es inducida mediante adición 

del inductor Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), el cual se une a la 

proteína represora lac inactivándola, y de esta manera la RNA polimerasa de la 

bacteria puede transcribir el gen codificado, que es traducido en la proteína 

recombinante. 
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Figura 3.2: Mapa del vector pQE30-32 (QIAGEN). 

3.5. Nucleótidos cebadores 

Para amplificar la región génica codificante para los fragmentos de las 

proteínas de interés, se diseñaron parejas de cebadores basándose en la 

secuencia conocida del transcriptoma de larvas L3i de S. stercoralis (Marcilla et 

al., 2012). A cada cebador se le añadió una secuencia reconocida por una 

enzima de restricción, para su posterior inclusión en el vector de expresión 

(Tabla 3.2). 
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Tabla 3.2: Parejas de cebadores diseñados. Se indica el nombre de la proteína de la cual se 
amplifica cada fragmento, la enzima de restricción elegida para su posterior ligación en el vector 
de expresión (sombreado) y el tamaño del DNA amplificado en pb. 
 

Proteína 
Enzima 

restricción 
Cebador 

Long 
(pb) 

Antígeno 
principal-major 
antigen 

BamHI Fw  ACG GAT CCA TCT GAT GCA GCT AT 
710 

PstI Rv  AGC TGC AGT AGC ATT GTC ATC GTG 

Trehalasa 
BamHI 

Fw  ACG GAT CCA CAC TTT GTT GAT ATG 
CCT 

1467 
HindIII 

Rv  TGA AGC TTC CAA CCA AAC CCT TCT 
TG 

Troponina T 
BamHI 

Fw  ACG GAT CCA GCT CAA AAG AAA 
CGT CAT G 

795 
PstI 

Rv  AGC TGC AGC CAT GAG CAA TCT TAA 
AC 

14-3-3 zeta 
BamHI 

Fw  ACG GAT CCA TGG CTG AAA ATA 
AGG ATG AAC 

707 
PstI 

Rv  AGC TGC AGC CAT TGG TAT CAG ATG 
TC 

Catepsina L 
BamHI 

Fw  CGA GGA TCC GGT GCT GTT AAA 
AGT AAT 

547 
PstI 

Rv  CGA CTG CAG CAC CAT GAT CAA GAT 
T 

Aminopeptidas
a sensible a 
puromicina 
(ASP) 

SacI 
Fw  ACG AGC TCA TTC CAG GTA AGA 
AGG 

1470 
KpnI Rv  ATG GTA CCA GCA GTT CCA TCC TCT 

Ferritina 1 
BamHI 

Fw  ACG GAT CCA TTT TAG TGA TGA 
AGT 465 

PstI Rv  AGC TGC AGA GTC TTC ACC AAT TCC 

Proteasa 
aspártica 4 

SalI 
Fw  ACG TCG ACG GTA GTT CAA ATC TTT 
G 472 

 
PstI 

Rv  AGC TGC AGC ACG AGT AAC TGA 
CAC ATA TG 
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3.6. Péptidos sintéticos 

Se diseñaron una serie de péptidos sintéticos a partir de secuencias 

aminoacídicas deducidas de proteínas presentes en larvas L3idel parásito 

(Marcilla et al., 2010), y que mostraron reconocimiento por sueros de 

pacientes afectados por la parasitosis (Pérez-García, 2010). Se localizaron 

regiones que presentaran baja homología entre S. stercoralis y otros parásitos, 

y a partir de éstas se diseñaron los péptidos correspondientes (Tabla 3.3).  

Las proteínas a partir de las cuales se diseñaron los péptidos fueron: proteína 

14-3-3 (péptido 14), Tropomiosina (péptidos TRO1, TRO2 y TRO3), Galectina 

(péptidos GAL1 y GAL2) y Metaloproteinasa (péptidos MET1 y MET2). Se 

diseñó un péptido Quimera, fusionando las secuencias de MET1 y TRO1 

(péptido QUIM1).  

Tabla 3.3: Secuencia aminoacídica de los péptidos sintéticos diseñados a partir de proteínas de 
la L3i de S. stercoralis. 

Péptido Proteína Secuencia aminoacídica nº aminoácidos 

14 14-3-3 TNGDDQDIGAEGG 13 

GAL1 Galectina ETPYTALANL 10 

GAL2 Galectina KSLSLFKYGGILF 13 

MET1 Metaloproteinasa EIKYLADKAVSGAMLCGKI 19 

MET2 Metaloproteinasa LPLKWSFPIDYYV 13 

QUIM 1 
Tropomiosina-

Metaloproteinasa 

EIKYLADKAVSGAMLCGKI-

Acp-MAVENDLDKYM 
31 

TRO1 Tropomiosina MAVENDLDKYM 11 

TRO2 Tropomiosina EKMEEASANC 10 

TRO 3 Tropomiosina IATEKMEEASANC 13 

Los péptidos fueron sintetizados por Biomatik Corporation (Wilmington) 

llegando liofilizados al laboratorio. Para su preparación se siguieron las 

indicaciones del fabricante, disponiendo disoluciones de cada uno de los 
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péptidos a una concentración final de 2 mg/mL. Se requirió el uso del 

disolvente orgánico acetonitrilo, en proporción 1:4, en aquellos casos en los 

que la solubilización en agua era ineficiente. 

MÉTODOS: 

3.7. Métodos coproparasitológicos  

Las muestras coprológicas de pacientes infectados por S. stercoralis, fueron 

recogidas en recipientes estériles de plástico sin añadirles ningún tipo de 

fijador. Una vez en el laboratorio se procedió a realizar la técnica en cultivo en 

Placa de Agar, por ser la técnica de laboratorio con la que se consigue obtener 

el mayor número de larvas L3i. Para la preparación de las placas, se diluyó agar 

bacteriológico Tipo Europeo (Cultimed) en agua en ebullición a una 

concentración de 1,5% y se vertió la mezcla en placas Petri de plástico de 90 

mm de diámetro. Para el cultivo se tomó la misma cantidad de cada una de las 

muestras fecales (alrededor de 2 gramos), se situó en el centro de cada placa, y 

moldeó hasta logar una forma de volcán, humedeciendo la depresión central 

con agua corriente (Figura 3.3.A). Las placas se sellaron con film transparente 

para mantener la temperatura y humedad en su interior y se dejaron en una 

estufa a 25 oC (Figura 3.3.B). Si la muestra resultaba positiva, las larvas, al 

desplazarse por la placa diseminaban las bacterias adosadas a su cuerpo, de 

manera que a las 24h de incubación podía verse el rastro de bacterias que 

dejan las larvas en el agar. Una vez confirmada su positividad, las placas fueron 

examinadas todos los días para observar la evolución de las larvas, y cuando la 

cantidad de larvas L3i en las gotas de condensación de la cubierta fue 

significativa (Figura 3.3.C), se procedió a su recolección a la lupa, con la ayuda 

de una micropipeta.  

Las larvas se recogieron en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se lavaron dos veces 

en PBS, para eliminar la mayor cantidad de suciedad procedente del cultivo. 

Las larvas se recuperaron tras centrifugación suave a 8000 rpm durante 10 
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min, se congeló el pellet de larvas en nitrógeno líquido y se almacenó a -80 oC 

hasta su uso. 

En el caso de las larvas presentes en los cultivos (Figura 3.3.D), que fueron 

destinados a ensayos de microscopía electrónica, una vez realizados los 

lavados con PBS, se incluyeron en glutaraldehído 2% para su fijación y se 

conservaron a 4 oC. 

 

Figura 3.3: Cultivo de heces en placa de agar. A) Forma de volcán del cultivo en una placa, e 

hidratación de la muestra. B) Placa sellada con la muestra en contacto con la cubierta de la 

misma. C) Imágenes de larvas L3i de S. stercoralis en las gotas originadas por la condensación en 

la cubierta de la placa. D) Imagen tanto de larvas L3i como de adultos de vida libre del parásito 

en agar. 
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3.8. Clonación de cDNA codificantes para los fragmentos proteicos 

3.8.1. Extracción del RNA total a partir de larvas L3i  

A partir de los vermes obtenidos del cultivo en placa de agar, y almacenados a  

-80 oC, se extrajo el RNA total mediante la utilización del kit comercial Real 

Total RNA Spin Plus (Real), siguiendo el protocolo facilitado por el fabricante.  

Las larvas L3i están provistas de una cutícula muy resistente, que fue necesario 

quebrar para que el contenido celular fuera accesible a los reactivos de 

extracción. Por esta razón, las larvas L3i, se homogeneizaron en tampón de lisis 

con la ayuda de un pistón y el homogeneizado se pasó repetidas veces por una 

jeringuilla de 0,3 mm de diámetro. Las larvas eran analizadas a lo largo del 

proceso mediante observación al microscopio óptico, para confirmar el éxito 

de la lisis. 

Para comprobar la integridad del RNA obtenido se llevó a cabo una 

electroforesis en gel de agarosa al 1%.  

El RNA total obtenido se utilizó directamente como molde para la síntesis de la 

primera cadena del DNA complementario (cDNA). Para llevar a cabo la 

reacción de transcripción inversa se utilizó el sistema comercial High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). La retrotranscripción se 

realizó en un termociclador C1000 (Bio-Rad). 

3.8.2. Amplificación de los cDNA codificantes mediante RT-PCR 

Una vez obtenido el cDNA de cadena simple, éste fue utilizado como molde en 

una Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), para la amplificación de las 

secuencias correspondientes de los fragmentos génicos de interés. Para ello se 

diseñaron parejas de cebadores específicos para cada gen a partir de la 

secuencia conocida del transcrito del parásito (ver Tabla 3.2).  



 Materiales y métodos 

 
50 

La mezcla de reacción fue la misma en cada una de las reacciones, consistente 

en tampón DreamTaq 1x, dNTPs mix 0,2 mM cada uno, Taq polimerarsa 0,625 

u (DreamTaq DNA polymerase -Thermo Scientific), 1 µL de cDNA molde y 

mezcla de cebadores forward y reverse, específicos en cada caso, 0,4 mM cada 

uno. La reacción se ajustó con H2O destilada hasta un volumen final de 25 µL. 

 
Todas las reacciones se iniciaron con un paso de desnaturalización inicial a 

94oC durante 3 min, seguidamente se realizaron ciclos específicos para cada 

amplificación en función de las características de cada pareja de cebadores así 

como de la longitud del fragmento a amplificar (Tabla 3.4). Se terminó con un 

paso de elongación final de los fragmentos a 72 oC durante 5 min.  

Tabla 3.4: Programas utilizados para amplificar los diferentes fragmentos génicos.  

Para comprobar el éxito de la amplificación de los fragmentos de DNA 

codificantes para las proteínas de interés, se realizó una electroforesis en gel 

de agarosa al 1%. Se utilizó un marcador de peso molecular de 100 pb (Gene 

Ruler, Fermentas) y un marcador de ácidos nucleicos Safe View (NBS 

biologicals).  

Gen interés Desnaturalización 
Tª 

alineamiento 
Elongación 

Nº 

ciclos 

Antígeno 

principal 
94 oC - 3’’ 52 oC - 30’’ 72 oC - 1’ 30 

Trehalasa 94 oC - 3’’ 56 oC - 30’’ 72 oC - 2’ 35 

Troponina T 94 oC - 3’’ 53 oC - 30’’ 72 oC - 1’ 35 

14-3-3 zeta 94 oC - 3’’ 52 oC - 30’’ 72 oC - 1’ 45 

Catepsina L 94 oC - 3’’ 46 oC - 30’’ 72 oC - 1’ 40 

A.S.P. 94 oC - 3’’ 52 oC - 30’’ 72 oC - 2’ 35 

Ferritina 1 94 oC - 3’’ 47 oC - 30’’ 72 oC - 1’ 45 

Proteasa 

aspártica 4 
94 oC - 3’’ 52 oC - 30’’ 72 oC - 1’ 45 
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3.8.3. Obtención de bacterias competentes y transformación de bacterias por 

choque térmico 

Para incorporar material genético en células bacterianas es necesario el uso de 

bacterias E. coli competentes. Para ello, se siguió el protocolo descrito por 

Sambrook et al. (1989). 

En primer lugar, se inoculó 4 mL de cultivo de bacterias en fase estacionaria en 

1 L de medio de cultivo LB, y se incubó a 37 oC en agitación hasta alcanzar una 

D.O600 de 0,45-0,5. Se centrifugó el cultivo a 3500 rpm durante 10 min a 4 oC. 

Las células se resuspendieron en 500 mL de solución SALT (CaCl2 100 mM, 

MnCl2 70 mM, AcONa 40 mM, a un pH de 5,5) y se mantuvieron durante 45 

min en hielo. Una vez transcurrido el tiempo se centrifugó a 3000 rpm durante 

5 min a 4 oC. El pellet celular se resuspendió nuevamente en 50 mL de la 

solución SALT fría y se añadió 9,4 mL de Glicerol al 80% a 4 oC. La mezcla se 

homogeneizó mediante una suave agitación y se procedió a repartir las 

bacterias competentes en alícuotas de 200 µL que se almacenaron en el 

congelador a -80 oC hasta su uso. 

Para transformar las bacterias competentes, se siguió el protocolo descrito por 

Hanahan (1985). En primer lugar se descongelaron a 4 oC alícuotas de 200 µL 

de bacterias competentes. Una vez descongeladas, en el hielo, se añadió 10 L 

del producto de ligación, y esta mezcla se incubó durante 30 min a 4 oC. 

Transcurrido el tiempo se sometió a las bacterias al choque térmico, pasando a 

una incubación a 37 oC por 5 min y seguidamente 2 min a 4 oC. Posteriormente 

se añadió 1 mL de medio LB a 37 oC y se incubó durante 90 min a 37 oC y 

agitación de 200 rpm. Tras la incubación se centrifugó el cultivo a 13000 rpm 

durante 3 min, se descartó el sobrenadante y sembró en masa 100 µL de pellet 

de bacterias en cada placa de LB-agar suplementado con antibióticos. Las 

placas se incubaron 24 h a 37 oC.  
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3.8.4. Construcción de los plásmidos en el vector pJET 

Con el fin de obtener múltiples copias de los productos amplificados en la PCR, 

se procedió a clonarlos en el vector pJET 1.2, utilizando el kit CloneJet PCR 

Cloning (Fermentas). Se tomó 1 µL del producto de PCR directamente para su 

ligación en dicho vector, siguiendo las indicaciones del fabricante. No fue 

necesaria la purificación de los genes tras la PCR, ya que no hubo amplificación 

inespecífica de otros productos durante los ciclos de PCR. 

Se transformó con 10 L del producto de ligación tal y como se ha comentado 

anteriormente. El vector pJET 1.2 permite una selección positiva de manera 

que solamente las células bacterianas que incorporen plásmidos 

recombinantes serán capaces de crecer en el medio de cultivo selectivo. El 

éxito de la transformación se comprobó mediante una PCR de varias colonias 

al azar que habían crecido en el medio. Se utilizó como cebadores el forward 

del vector pJET 1.2 y el reverse del inserto, siguiendo las mismas condiciones 

para la PCR que las descritas en la amplificación del cDNA en el apartado 3.8.2. 

Posteriormente se inoculó una de estas colonias positivas en un tubo de 

ensayo con 5 mL de medio LB suplementado con los antibióticos 

correspondientes y se dejó incubando a 37 oC durante 24 h a 200 rpm. A partir 

de este cultivo se purificaron los plásmidos con el inserto utilizando el kit 

PowerPrepTM Express Plasmid Miniprep (Marligen), siguiendo las instrucciones 

proporcionadas por el fabricante. 

Mediante secuenciación automática (realizada en la Sección de Genómica del 

Servicio Central de Soporte a la Investigación Experimental, SCSIE-UV) se 

comprobó que no se había producido ningún error en las cadenas 

nucleotídicas durante la amplificación. 

3.8.5. Construcción de los plásmidos en el vector de expresión. 

En el presente trabajo se indujo la producción de proteínas recombinantes en 

un sistema de expresión bacteriano. Para ello, en primer lugar fue necesario 
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insertar el DNA codificante para las proteínas de estudio en el vector de 

expresión pQE30-32. 

En primer lugar se realizó la digestión con enzimas de restricción tanto de los 

plásmidos pJET 1.2 generados como del vector de expresión. Esto fue posible 

ya que en el diseño de los cebadores se había incluido una secuencia 

reconocida por enzimas de restricción específicas. Para ello se utilizó el sistema 

comercial FastDigest Enzymes (Thermo Scientific). Para cada reacción de 

digestión se añadió 1 µL de cada enzima de restricción, 2 µL del tampón 

FastDigest 10x, y 10 µL del vector correspondiente ajustando el volumen final 

de cada reacción a 20 µL. Siguiendo las indicaciones del fabricante, se 

incubaron los productos a digerir durante 5 min a 37 oC. 

Los productos obtenidos tras la digestión enzimática fueron purificados antes 

de proceder a la ligación de los mismos en el vector de expresión. La 

purificación del DNA tiene como finalidad eliminar fragmentos de DNA no 

deseado en la muestra con la que se está trabajando. En el caso de los insertos, 

se corrieron los productos de digestión en un gel de agarosa al 1% y el DNA se 

purificó a partir de la banda del gel correspondiente al inserto, utilizando el kit 

UltraClean 15 DNA Purification (MOBIO), en un volumen final de 10 µL. Para 

los vectores de expresión se utilizó el kit UltraClean PCR (MOBIO), y la muestra 

se eluyó en un volumen final de 20 µL. En ambos casos se siguió el protocolo 

proporcionado por los fabricantes de dichos kits.  

Una vez que tanto inserto como vector se hubieron digerido y purificado, se 

procedió a cuantificar cada producto. Para ello se corrió un gel de agarosa al 

1% y se utilizó como marcador de peso molecular Lambda DNA/EcoRI + HindIII 

Marker, el cual es útil como indicador de tamaño molecular, y también como 

herramienta de cuantificación del DNA en gel de electroforesis. 

La cantidad requerida tanto de inserto como de vector que se empleó en cada 

reacción de ligación vino determinada por la siguiente ecuación: 
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𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 (𝑛𝑔) =
50 𝑛𝑔 ×  𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 (𝑝𝑏 )  ×   𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟

𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 (𝑝𝑏)
 

Una vez calculadas las cantidades adecuadas, tanto de vector como de inserto, 

se procedió a la ligación de los mismos. Para ello se utilizó el kit Rapid DNA 

ligation (Fermentas). Se añadió a cada reacción 4 µL del tampón de ligación 4x 

y 1 µL de la enzima Ligasa, completando el volumen con H2O destilada hasta 20 

µL. Se incubó la mezcla durante 5 min a temperatura ambiente (22 oC 

aproximadamente). Tomando 10 µL de la reacción de ligación anterior se  

transformaron bacterias competentes de E. coli mediante choque térmico. 

El éxito de la transformación de las bacterias se comprobó mediante PCR, 

utilizando como cebadores el forward del vector y el reverse del inserto, a 

partir de colonias crecidas en medio de cultivo sólido suplementado con el 

antibiótico correspondiente en función de la cepa bacteriana utilizada. 

3.9. Obtención de proteínas recombinantes en bacterias 

3.9.1. Inducción de la expresión de los genes codificantes  

Para la inducción de la expresión de los cDNAs clonados en los vectores PQE se 

partió de una colonia aislada de bacterias transformadas con el plásmido 

recombinante, se inoculó en 5 mL de medio LB suplementado con antibióticos 

y se incubó durante toda la noche a 37 oC y 200 rpm. 500 µL de dicho cultivo se 

añadieron a 35 mL de medio LB con antibióticos y se incubó en agitación a 

37oC hasta alcanzar una DO600 de 0,5-0,7. Se tomó una alícuota de 1 mL de 

cultivo y se añadió el inductor de expresión, isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) incubándose en agitación. Se tomaron alícuotas de 

1 mL de cultivo a varios tiempos post-inducción, para determinar el momento 

óptimo de expresión de los genes para cada proteína recombinante.  
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3.9.2. Purificación de proteínas en condiciones desnaturalizantes 

Para la purificación de proteínas recombinantes se utilizó el sistema de 

columnas Ni-NTA Spin (Qiagen®), las cuales poseen una resina de gran 

capacidad y alto rendimiento para purificación por afinidad rutinaria de 

proteínas de fusión con cola de histidinas. El soporte de la resina consiste en 

agarosa derivatizada con ácido nitrilotriacético que actúa como quelante de los 

iones de níquel divalente (Ni2+). De esta forma los iones de Ni2+ quedan unidos 

por 4 enlaces a la columna, haciendo muy difícil su desprendimiento. A través 

de los dos enlaces restantes, se unen las proteínas con las colas de histidina 

que se quieren purificar. Esta resina, en combinación con la matriz de sílice de 

las columnas, proporciona una superficie hidrofóbica, de modo que se 

minimiza el establecimiento de uniones inespecíficas. 

Se purificó las proteínas recombinantes bajo condiciones desnaturalizantes, 

puesto que no era necesario obtener las proteínas en su conformación nativa. 

Se siguió el protocolo de purificación utilizando los tampones que se indican en 

la tabla 3.5. El pellet de bacterias transformadas con el plásmido recombinante 

se resuspendió en 600 µL de tampón de lisis y se centrifugó durante 20 min a 

máxima velocidad. El sobrenadante se cargó en la columna previamente 

equilibrada con el mismo tampón, y se centrifugó a baja velocidad (2000 rpm) 

durante 2 min. De este modo, la proteína recombinante quedó unida a la 

columna, y se procedió a realizar un par de lavados con el tampón de lavado 

(2000 rpm durante 2 min) para eliminar las proteínas o residuos que se 

hubieran podido unir de forma inespecífica a la columna. Finalmente se añadió 

200 µL de tampón de elución y centrifugó 2 min a 2000 rpm, para eluir la 

proteína recombinante. 
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Tabla 3.5: Tampones utilizados para purificar las proteínas recombinantes bajo condiciones 
desnaturalizantes.  

Tampón Composición 

Tampón de lisis NaH2PO4 0,1 M, TrisCl 0,01M, Urea 8M, pH 8,0 

Tampón de lavado NaH2PO4 0,1 M, TrisCl 0,01M, Urea 8M, pH 6,3 

Tampón de elución NaH2PO4 0,1 M, TrisCl 0,01M, Urea 8M, pH 4,5  

 

Se tomó una fracción en cada uno de los pasos de la purificación para su 

posterior análisis en gel de poliacrilamida al 10%. 

3.9.3. Obtención de proteínas recombinantes mediante dilución en DMSO 

En el caso de la proteína recombinante Aminopeptidasa-Sensible a Puromicina 

(ASP), se optó por diluir directamente la banda procedente del filtro de 

nitrocelulosa en el disolvente orgánico Dimetilsufóxido (DMSO). Para ello, se 

corrió el extracto total obtenido a partir de las bacterias transformadas en un 

gel de poliacrilamida al 10% y posteriormente se realizó una transferencia 

húmeda a papel de Nitrocelulosa. Tras la tinción de la membrana con rojo 

Ponceau S, la banda correspondiente a la proteína recombinante se cortó y se 

añadió la cantidad mínima necesaria de DMSO hasta que quedó totalmente 

disuelta.  

3.10. Análisis de proteínas 

3.10.1. Obtención de proteínas  

Para obtener las proteínas a partir de lisados de los distintos parásitos 

utilizados en esta Tesis, se realizaron distintos lavados de los mismos con 

tampón PBS para eliminar material contaminante. Se cortó, con ayuda de unas 

tijeras, los distintos parásitos en trozos pequeños y se añadió tampón PBS con 

el inhibidor de proteasas metil-fenilensulfóxido (PMSF) 0,8 mM. Se trituró 

utilizando un taladro y pistones hasta que la mezcla fue totalmente 
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homogénea. Posteriormente se realizaron dos centrifugaciones de 10 y 20 min 

a 10000 rpm. El sobrenadante con el extracto de proteínas se cuantificó y se 

almacenó a -20 oC su uso.  

Para la obtención de proteínas a partir de células bacterianas se recogió 1 mL 

de cultivo por centrifugación (13000 rpm durante 5 minutos). A continuación 

se desechó el sobrenadante y se resuspendieron las células en en 75 µL de 

tampón Laemmli 2X (Tris-HCl 31,25 mM pH 6,8; SDS 2%, glicerol 10% y 

mercaptoetanol 5%).  

3.10.2. Cuantificación de Proteínas  

La cuantificación de proteínas se llevó a cabo mediante el sistema comercial 

Protein Assay (Bio-Rad), basado en el método Bradford de cuantificación de 

proteínas solubles (Bradford, 1976). Ésta se fundamenta en los cambios de 

coloración que se producen en el Azul de Coomasie brillante G-250 ante 

diferentes concentraciones de proteína. 

Para la cuantificación de cada muestra se mezcló 10 µL de cada una de ellas 

con 200 µL del reactivo de Bradford diluido 1:5. Se realizó una recta patrón 

empleando concentraciones crecientes de una dilución de BSA (de 0,1 mg/mL 

a 10 mg/mL), para la valoración de los resultados. Cada muestra se analizó por 

duplicado. Se procedió a la lectura de los datos de absorbancia a 595 nm en 

lector iMark Microplate (Bio-Rad), y utilizando el software Microplate 

Manager5.0 (Bio-Rad). 

3.10.3. Electroforesis monodimensional en geles de poliacrilamida  

La separación de proteínas mediante electroforesis se llevó a cabo en 

condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), según el 

protocolo descrito por Laemmli (1970), utilizando el sistema MiniProtean 3 

(BioRad). Estos geles constan de una zona superior de empaquetamiento 

(acrilamida:bisacrilamida al 6%, Tris-HCl 125 mM pH 6.8, SDS 0,1%) y una zona 
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inferior de separación (acrilamida:bisacrilamida al 10%, Tris-HCl 375 mM pH 

8.8, SDS 0,1%). Las muestras se hirvieron durante 5 min a 95 oC para la 

desnaturalización de las proteínas y se cargó cada pocillo con un máximo 40 g 

de lisado total de proteínas en un volumen de 25 µL de muestra. En cada gel se 

cargó un marcador de peso molecular para proteínas PAGERuler Prestained 

Protein Ladder 4-20% Tris-glycine SDS-PAGE (Fermentas). La primera parte de 

la electroforesis (empaquetamiento) se realizó a 40 V mientras que para la 

segunda parte (resolución) se utilizó 100 V. El tampón de electroforesis 

utilizado fue SDS-PAGE 1X (glicina 0,19 M, SDS 0,1% pH 8.3 ajustado con Tris). 

3.10.4. Tinción de geles 

Cuando se necesitó visualizar las proteínas corridas en el gel, tras la 

electroforesis, éste se tiñó con una solución de Azul de Coomasie (Coomassie 

Brilliant Blue R-250, Bio-Rad) durante 45 min en agitación, y posteriormente se 

decoloró con una solución decolorante (Metanol 25%; ácido acético 0,7%) 

durante toda la noche.  

3.10.5. Transferencia a membrana (Western blot) 

Una vez separadas por electroforesis, las proteínas fueron transferidas a 

membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond-ECL, Healthcare). Para la 

transferencia se utilizó el set Mini-Trans Blot (Bio-Rad) y el tampón de 

transferencia TOWBIN (Glicina 0,19 M, SDS 0,01%, Metanol 20% pH 8.3 

ajustado con Tris). La transferencia se realizó  aplicando una corriente 

constante de 200 mA durante 90 min a 4 oC. 

3.10.6. Tinción de membranas 

Terminada la transferencia, se tiñó la membrana con la disolución colorante 

rojo Ponceau S (Sigma) para comprobar la eficiencia de la transferencia 

proteica y obtener un control interno de carga. Para ello, se sumergieron las 

membranas en la solución colorante (0.1 % (p/v) en ácido acético glacial 1%) 
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durante 5 min en agitación. Posteriormente, se eliminó el exceso de colorante 

por medio de la solución de lavado (ácido acético glacial 1%).  

3.10.7. Inmunodetección de proteínas transferidas a membranas 

En primer lugar se bloquearon todos los sitios de unión no específicos de las 

membranas utilizando una solución de bloqueo (Tween 20 0,1 %, NaCl 150 

mM, Tris-HCl 20 mM pH 7.6, leche desnatada 4%) durante al menos 1h en 

agitación. Una vez bloqueadas, se retiró la solución de bloqueo y se añadió el 

anticuerpo primario a una dilución específica para cada caso (Tabla 3.6), 

incluyendo sueros de pacientes, y se incubó durante 1 h como mínimo a 

temperatura ambiente en agitación. A continuación se realizaron 3 lavados de 

15 min en TBS-Tween 20 (Tween 20 0,1%, NaCl150 mM, Tris-HCl 20 mM, pH 

7.6). Como anticuerpo secundario se utilizó anti-inmunoglobulinas obtenidas 

en cabra y acopladas a peroxidasa en dilución variable en función del caso 

(Tabla 3.6), durante 1h a temperatura ambiente, y se volvió a lavar la 

membrana 3 veces x 15 min en TBST para retirar el exceso de anticuerpo 

secundario. 

Tabla 3.6: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de Western blot, 
mostrando la dilución utilizada en cada caso. 

Anticuerpo 

primario 
Dilución Proveedor 

Anticuerpo 

secundario 
Dilución Proveedor 

ANTI-HIS 1/3000 
GE 

Healthcare 

GAM 

(Goat Anti-

Mouse) 

1/20000 Bio-Rad 

Sueros 

pacientes 
1/200 

Hospitales 

La Safor 

GAH 

(Goat Anti-

Human) 

1/20000 Bio-Rad 

Anticuerpos 

policlonales 
1/1000 

Nuestro 

laboratorio 

GAR 

(Goat Anti-

Rabbit) 

1/15000 Bio-Rad 
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Se reveló la reacción de la peroxidasa con el kit Lumi-light Western blotting 

substrate (Roche), incubando la membrana durante 5 min, y se visualizó el 

resultado mediante quimioluminiscencia con el equipo Chemi Doc™ XRS (Bio-

Rad), y utilizando el programa informático Quantity one 4.6.6 (Bio-Rad). 

En los casos en los que fue necesaria la reutilización de las membranas, estas 

se incubaron previamente durante 30 min a 50 oC en un tampón que contenía 

β-mercaptoetanol 100mM, SDS 2% y Tris-HCl 62,5 mM pH 6.7, y después de 3 

lavados, las membranas se reincubaron con otro anticuerpo como se ha 

descrito anteriormente. 

3.11. Evaluación de la reactividadde proteínas recombinantes frente a 

suero de pacientes mediante Slot blot 

Para analizar si las proteínas recombinantes purificadas eran reconocidas 

específicamente por sueros de pacientes positivos para estrongiloidiasis, se 

llevó a cabo un ensayo de slot blot. Se prepararon 2 diluciones con diferente 

concentración de cada una de las proteínas recombinantes purificadas (500 ng 

y 1 µg) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa utilizando un equipo 

MINIFOLD I de Schleisser & Schuell. Se tiñó la membrana durante 5 min con 

rojo Ponceau S (Sigma) para confirmar el éxito de la transferencia. Se bloqueó 

la membrana con BSA 3% en TBST durante 1h, y se incubó con sueros de 

pacientes (positivos y negativos a la enfermedad) a diferentes diluciones 

(1/200, 1/500 y 1/1000) durante 1h. Se incubó con el anticuerpo secundario 

GAH (Goat Anti-Human) 1/20000, durante 1h a temperatura ambiente. Entre 

cada incubación se lavó la membrana 3 x 10 min con TBST. Todas las 

incubaciones y lavados se llevaron a cabo en agitación y a temperatura 

ambiente. Se reveló la membrana incubando durante 5 min con el kit ECL 

Prime Western Blotting Detection Reagent (Healthcare Sciences), y posterior 

visualización mediante quimioluminiscencia en el sistema Chemi-Doc™ XRS de 

Bio-Rad. 
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3.12. Producción de anticuerpos policlonales  

3.12.1. Inmunización de conejos 

Para obtener anticuerpos policlonales frente a diferentes proteínas 

recombinantes se utilizaron conejos hembra albinos de la cepa Nueva Zelanda, 

inmunizándose dos conejos con cada proteína.  

Se dejaron transcurrir unos días de la llegada de los animales al animalario de 

la Sección de Producción animal (SCSIE) de la Universitat de València, para que 

se aclimataran antes de iniciar la inmunización. Para obtener el suero pre-

inmune de cada uno de los conejos se extrajeron entre 7 y 8 mL de sangre de 

cada animal mediante punción en la arteria auricular. La sangre se recogió en 

tubos estériles que contenían heparina como anticoagulante. Para obtener el 

suero, se realizaron dos centrifugaciones de la sangre durante 10 min a 8000 

rpm cada una. Finalmente el sobrenadante se guardó a -20 oC en alícuotas de 

500 µL. Se realizó un ensayo de Western blot con sueros pre-inmunes frente a 

proteínas recombinantes para asegurar que no hubiera reconocimiento previo 

a la inmunización.  

Se siguió el protocolo de inmunización que se detalla a continuación: 

Semana 1: Los conejos fueron inmunizados vía intramuscular con las proteínas 

recombinantes. Se inoculó 100 µg de cada proteína diluidas en el mismo 

volumen de coadyuvante completo de Freund (Sigma). El volumen total 

inoculado fue de 200 µL a cada animal. 

Semana 3: Se repitió el protocolo de inmunización, pero en esta ocasión se 

utilizó el coadyuvante incompleto de Freund (Sigma). 

Semana 4: Se extrajo 6-7 mL de sangre de cada conejo. Se obtuvo el suero y se 

almacenó a -20 oC. 

Semana 5: Se realizó una nueva inmunización con 100 µg de cada proteína 

diluida en coadyuvante incompleto de Freund (Sigma). 
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Semana 6: Se extrajo nuevamente sangre de los animales. 

Semana 7: Se volvió a inmunizar a los conejos con otros 100 µg de proteína y 

coadyuvante incompleto de Freund (Sigma). 

Semana 8: Se extrajo sangre de los animales. Se realizó un ensayo de ELISA con 

los sueros para valorar si los animales ya presentaban inmunidad frente a las 

proteínas. 

Semana 9: Se procedió al sacrificio de todos los conejos. Se suministró un 

anestésico a los animales, consistente en una mezcla de ketamina 

(35mg/kg/intramuscular) y xilacina (5mg/kg/intramuscular), y posteriormente 

se extrajo el mayor volumen posible de sangre a través de la arteria auricular. 

Finalmente los animales fueron sacrificados utilizando el anestésico 

pentobarbital a niveles letales (75mg/kg/intravenoso), y se desangraron 

totalmente mediante punción cardiaca. El suero se almacenó a -20 oC hasta su 

uso. 

3.12.2. Purificación de anticuerpos  

Para la purificación de los anticuerpos a partir de sueros de conejos 

inmunizados se utilizó el kit Protein A HP SpinTrap (GE Healthcare), basado en 

la afinidad de la proteína A por la región Fc de las inmunoglobulinas de gran 

variedad de especies. Se siguieron las indicaciones del fabricante y finalmente 

se obtuvieron dos eluciones de cada anticuerpo de 200 µL que se almacenaron 

a -20 oC hasta su uso. 

3.13. Ensayos inmunoenzimáticos 

3.13.1. ELISA indirecto 

Mediante este ensayo se valoró la capacidad inmunogénica de las proteínas 

recombinantes y de los péptidos sintéticos generados en este trabajo, y su 
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utilidad como posible herramienta diagnóstica. Además también se empleó 

esta técnica para comprobar el éxito en la inmunización de los conejos. 

Para realizar el ensayo de ELISA, se tapizaron placas de poliestireno de 96 

pocillos con las muestras diluidas en una solución tampón carbonatos 0,1 M, 

pH 9,6, en un volumen de 100 µL/pocillo, y se incubó durante toda la noche a 

4oC. Tras bloquear las placas con una solución de BSA al 3% en PBS-Tween 20 

0,05% (PBST), durante 1h a 37 oC y en agitación suave (60 rpm), cada muestra 

se incubó con los diferentes sueros individuales durante 90 min a 37 oC y en 

agitación. La dilución de los sueros utilizada en cada experimento se muestra 

en la tabla 3.7. El anticuerpo secundario se incubó durante 1h a 37 oC. Tras 

cada incubación se realizaron tres lavados de la placa con PBST.  

Tabla 3.7: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados cada ensayo de ELISA indirecto, 
mostrando las diluciones empleadas en cada caso. 

Tapizado 
Anticuerpo 

primario 
Dilución 

Anticuerpo 

secundario 
Dilución 

Péptidos 

sintéticos 
Sueros pacientes 1/200 GAH 1/20000 

 

Proteínas 

recombinantes 
Sueros pacientes 

1/100 

1/200 

1/400 

GAH 

1/5000 

1/10000 

1/15000 

Proteínas 

recombinantes 

Sueros conejos 

inmunizados 

1/200 

1/400 
GAR 1/15000 

Después del último lavado, la placa se reveló utilizando como sustrato orto-

fenilendiamina (OPD) (Sigma), a una concentración de 0,4% mg/mL en una 

solución tampón (ácido cítrico 0,1 M; Na2HPO4 0,2 M). Se incubó en oscuridad 
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durante 10 min, tras los cuales se paró la reacción añadiendo HCl 3N. Se leyó la 

absorbancia a 490 nm en un lector iMark Microplate (Bio-Rad), utilizando el 

software Microplate Manager 5.0. (Bio-Rad). 

Cada muestra se evaluó por triplicado, y el resultado se expresó como la 

densidad óptica (DO) media con la desviación estándar (DS) correspondiente. 

El límite de positivad de cada muestra (“cut-off”) se estableció como la DO 

media ± 3 DS del control negativo. 

3.13.2. ELISA de captura 

Para evaluar la capacidad diagnóstica de los anticuerpos policlonales obtenidos 

en esta Tesis se realizó inicialmente un ensayo tipo ELISA de captura de 

inmunocomplejos en suero de pacientes humanos. 

Para ello se tapizó cada pocillo de la placa con 100 µL de coating buffer 

conteniendo 50 µg del anticuerpo correspondiente. Se dejó incubando toda la 

noche a 4 oC. Se bloqueó la placa con BSA 5% en PBS durante 45 min a 37 oC. 

Posteriormente se incubó con los sueros de pacientes, tanto positivos como 

negativos a la enfermedad, en dilución 1/50 en PBST durante 45 min a 37 oC, 

siguiendo el protocolo descrito por Levenhagen et al. (2015). Finalmente se 

incubó con el anticuerpo secundario GAH, dilución 1/10000, 45 min a 37 oC. 

Entre cada incubación se realizaron 3 lavados con TBST. Para la lectura de los 

resultados se siguió el mismo procedimiento que el descrito en el apartado 

anterior. 

3.14. Inmunolocalización de proteínas en cortes de vermes mediante 

microscopía láser confocal. 

Se ha estudiado la localización de las proteínas del estudio en cortes semifinos 

de larvas L3i de S. stercoralis. Las muestras se visualizaron en el microscopio 

láser confocal Olympus FV1000, en la Sección de Microscopía del SCSIE de la 

UV. 
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3.14.1. Preparación de muestras para inmunohistoquímica 

Las larvas L3i, obtenidas a partir de cultivos en placa de agar se fijaron en una 

solución de glutaraldehído 2%. Una vez fijado, se incluyó el material en agar 

0,4% para poder manipularlo, ya que, debido al pequeño tamaño de las larvas 

y ausencia de color de las mismas, resulta difícil trabajar con ellas. 

Posteriormente se lavó en tampón fosfato 0,1 mM a pH 7,3, y se realizó una 

post-fijación con osmio 2%. Se lavó con agua destilada y se sometió a 

deshidratación mediante baños en concentraciones crecientes de etanol (30%, 

50%, 70%, 90%, 100%) de 10 min cada uno. Una vez deshidratadas, se infiltró 

en resina LR-White, se orientó las muestras en el bloque y se dejó polimerizar 

la resina. Finalmente se realizaron cortes de 1 µm de grosor, 

aproximadamente, en el equipo Ultracut UC6 (Leica). 

3.14.2. Protocolo de tinción de las muestras  

Los cortes semifinos de larvas L3i se bloquearon con BSA al 5% en PBST y 

Tritón X-100 (Sigma) a una concentración final de 0,2%, durante 1 h. 

Seguidamente se incubaron con sueros conteniendo el anticuerpo primario 

(anticuerpos policlonales obtenidos previamente) a una dilución 1/20 en PBST-

Tritón X-100 0,2%, durante 2h. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo 

secundario unido a peroxidasa, GAR (Goat Anti-Rabbit) 1/500 en PBST-Tritón X-

100 0,2%, durante 1h, y por último con el anticuerpo fluorescente, 

antiperoxidasa generado en cabra y conjugado con fluoresceína (FITC), 1/200, 

durante 1h y en oscuridad (Bio-Rad). El espectro de emisión de este 

fluorocromo presenta un máximo en los 517 nm (verde). Finalmente se realizó 

una incubación con el marcador fluorescente 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 

durante 1 min en oscuridad (Sigma). Éste se une a DNA, emitiendo a 461 nm 

(azul). Este fluorocromo facilita la identificación de estructuras y orientación de 

la muestra, para así poder determinar la ubicación de las proteínas 

reconocidas por los anticuerpos en el interior de la larva. Entre cada 

incubación se realizaron 3 lavados de 5 min de duración cada uno, con PBST, 
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salvo en el último paso, que se hizo un único lavado de 10 min con PBST. Todas 

las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente y en agitación en 

cámara húmeda. Finalmente se montó la preparación con medio de montaje 

acuoso (Sigma). 

Por cada muestra se dispuso de un control negativo, con el fin de determinar 

posibles uniones inespecíficas del fluorocromo y/o autofluorescencia de la 

muestra. Estos fueron incubados con DAPI, pero no con el anticuerpo primario 

correspondiente en cada caso.  

3.15. Estudio microscópico de la superficie y cortes de S. stercoralis 

3.15.1. Preparación de muestras para Microscopía Electrónica de Barrido 

(SEM) 

Del mismo modo que para la preparación de muestras para 

inmunohistoquímica, las larvas L3i se lavaron con PBS y se fijaron con 

glutaraldehído 2%, se incluyeron en agar al 0,4% para facilitar la manipulación 

y se lavaron en tampón fosfato 0,1 mM a pH 7,3. Para SEM el material se 

deshidrató con baños a concentración creciente de etanol (30%, 50%, 70%, 

90% y 100%). Se llevó la muestra a punto crítico, procedimiento que consiste 

en sustituir el etanol 100% por CO2 líquido, y seguidamente calentar este CO2 

para que pase a estado gaseoso bajando la presión lentamente para preservar 

la estructura de la muestra sin agua. Para orientar las larvas correctamente, se 

fijaron en un portamuestras especial para el equipo que iba a ser empleado 

para visualizarlas, un SEM Hitachi S-4800. Se sombreó la muestra con una fina 

capa nanométrica de oro/paladio, con el fin de hacer la muestra conductora y 

así poder obtener imágenes sin ruido de fondo y con un buen contraste.  
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3.16. Análisis comparativo de las secuencias codificantes para las 

proteínas objeto del estudio en diferentes fases del parásito 

Se ha llevado a cabo un análisis de secuencias de RNA, con el fin de confirmar 

si los genes identificados a partir de los transcritos realmente se expresaban 

mayoritariamente en el estadio larvario infectivo L3i. Además se realizó una 

comparación del nivel de expresión en tres fases del parásito: hembras adultas 

parásitas, hembras adultas de vida libre y larvas L3i. 

Para ello, se rastrearon dichas secuencias en los proyectos de secuenciación de 

RNA de distintas fases evolutivas del parásito (en colaboración con los Dres. 

Vicky Hunt y Mark Viney, de la Universidad de Bristol, UK). 

3.17. Programas informáticos de análisis de secuencias aminoacídicas y 

nucleotídicas  

Para realizar la búsqueda de secuencias nucleotídicas codificantes para 

proteínas de helmintos homólogas a las de S. stercoralis se utilizó el buscador 

BLASTX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

Para el diseño de los cebadores utilizados para amplificar los genes 

codificantes de las proteínas del estudio se utilizó el software Vector NTI® 

Express, así como el programa Oligo Analizer de IDT Integrate DNA 

technologies (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer). 

Para el alineamiento múltiple de secuencias homólogas, tanto de nucleótidos 

como de aminoácidos, se empleó el programa ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). 

Se utilizó la herramienta (http://web.expasy.org/translate/), del portal 

bioinformático ExPASy, para obtener la secuencia aminoacídica deducida a 

partir de las secuencias de nucleótidos correspondientes. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://web.expasy.org/translate/
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También del portal ExPASy, se utilizó el programa ProtScale 

(http://web.expasy.org/protscale/pscale/Hphob.Doolittle.html), con el fin de 

determinar las regiones más hidrofóbicas e hidrofílicas de las proteínas del 

estudio. 

El análisis de los dominios antigénicos se realizó con el programa EMBOSS 

(http://emboss.bioinformatics.nl/).  

 

http://web.expasy.org/protscale/pscale/Hphob.Doolittle.html
http://emboss.bioinformatics.nl/
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La primera parte de este apartado describe la evaluación, con posible utilidad 

diagnóstica de una serie de péptidos sintéticos correspondientes a proteínas 

identificadas como antigénicas en larvas L3i de S. stercoralis. 

En segundo lugar, y siguiendo en la línea de búsqueda de nuevas dianas 

diagnósticas, se procedió a la identificación, clonación y producción en 

bacterias de algunas de las proteínas correspondientes a los transcritos más 

abundantes de larvas L3i de S. stercoralis. Así mismo, se produjeron 

anticuerpos policlonales frente a algunas de ellas, y se llevaron a cabo ensayos 

de ELISA de captura y estudios de inmunolocalización en cortes de larvas L3i 

del parásito para confirmar su presencia y determinar su localización. 

Finalmente se ha realizado un estudio mediante SEM de la superficie de las L3i 

de S. stercoralis, con el fin de contribuir a una mejora del conocimiento 

morfológico que se tiene sobre las mismas. 

4.1. Evaluación de la capacidad diagnóstica de péptidos sintéticos 

correspondientes a proteínas de larvas L3i de S. stercoralis mediante 

ELISA indirecto 

Como se comentó en el apartado de Materiales y Métodos, se diseñaron una 

serie de péptidos sintéticos con la finalidad de mejorar la sensibilidad y la 

especificidad en el diagnóstico de la estrongiloidiasis con respecto a los 

métodos inmunológicos comerciales que se utilizan actualmente.  

Los péptidos sintéticos utilizados se obtuvieron a partir de las proteínas 

Galectina, Tropomiosina, proteína 14-3-3 y del precursor de la 

Metaloproteinasa. En trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio, 

estas proteínas fueron identificadas en lisado total de las larvas L3i del 

parásito. En estos estudios, también se llevó a cabo un análisis de las proteínas 

de la superficie del parásito, sometiendo a las L3i a una digestión breve con 

tripsina, identificándose entre las proteínas liberadas tras 30 min de 

incubación la Tropomiosina y 14-3-3, lo cual sugiere que ambas están 
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asociadas a la superficie larvaria (Marcilla et al., 2010). Además, en ensayos de 

Western blot en los que se enfrentó lisado total de L3i de S. stercoralis con 

pools de sueros de individuos sanos y enfermos de estrongiloidiasis, se 

identificó entre las proteínas que reaccionaban exclusivamente con los sueros 

de pacientes enfermos la Tropomiosina, 14-3-3 y la Galectina (Pérez-García, 

2010). 

Una vez seleccionadas las proteínas a partir de las cuales se iban a diseñar los 

péptidos, se realizó una búsqueda en bases de datos (NCBI) de las secuencias 

aminoacídicas deducidas correspondientes a estas proteínas, tanto de S. 

stercoralis como de otros helmintos parásitos, y se realizó el alineamiento de 

las mismas mediante el programa CLUSTAL W. Se seleccionaron las regiones 

que presentaban menor homología entre los distintos parásitos analizados, y 

posteriormente se realizó un análisis bioinformático para determinar cuáles de 

estas regiones eran potencialmente más inmunógenas, utilizando para tal fin el 

programa EMBOSS (http://emboss.bioinformatics.nl/). Finalmente se 

produjeron un total de 9 péptidos sintéticos: TRO 1, TRO 2 y TRO 3, a partir de 

Tropomiosina; MET 1 y MET2 a partir del precursor de Metaloproteinasa;, GAL 

1 y GAL2 a partir de la Galectina; y QUIM1, péptido quimérico generado de la 

fusión de los péptidos MET1 Y TRO1 (Tabla 3.3).  

Con el fin de estudiar la posible utilidad diagnóstica de dichos péptidos se 

realizó, inicialmente, un ensayo de ELISA indirecto para evaluar en qué medida  

los sueros de pacientes afectados por S. stercoralis, procedentes de una zona 

endémica de la Comunidad Valenciana, eran capaces de reconocer los 

péptidos diseñados. Se utilizaron un total de 26 sueros positivos a la 

enfermedad y 4 sueros negativos, empleados como control negativo en el 

experimento. 

El ensayo se llevó a cabo tal y como se describe en el apartado 3.13.1, 

tapizando placas de poliestireno con 50 ng de péptido, y probando cada suero 

por triplicado. Tras varias pruebas se utilizó una dilución 1/200 de los sueros y 

1/20000 del anticuerpo secundario GAH. 

http://emboss.bioinformatics.nl/
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Como control negativo de parasitosis se utilizó un pool con 4 sueros de 

pacientes sanos.  

Inicialmente, cada uno de los 9 péptidos sintéticos producidos se enfrentó a 16 

sueros de pacientes positivos a estrongiloidiasis, y remitidos por el Hospital de 

La Ribera, Alzira, correspondientes todos ellos con casos endémicos de 

parasitación de la Comarca de La Safor (Valencia). 

En las figuras 4.1, 4.2 y 4.3 se muestran los resultados obtenidos para cada 

suero individual frente a cada uno de los péptidos analizados, tras procesar los 

datos obtenidos con los ensayos de ELISA indirecto. 

Los péptidos que originaron una respuesta más fuerte, y que por tanto, 

demostraron mayor reconocimiento  por los sueros fueron MET1 y TRO1, con 

incrementos de hasta 4 veces respecto al control. Los péptidos que fueron 

reconocidos por un mayor número de sueros fueron también MET1, con 15 

positivos y TRO1 con 14, esto es, mostraron valores de sensibilidad del 93,75% 

y 87,5% respectivamente. Por otro lado, los péptidos menos reconocidos 

fueron GAL2, MET2 con 6 positivos cada uno (37,5% de sensibilidad), y QUIM1, 

con solo 2 positivos (12,5% de sensibilidad), mostrando su escasa utilidad 

diagnóstica.  
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Figura 4.1: Reconocimiento de 16 sueros de pacientes de estrongiloidiasis del Hospital de La 
Ribera detectado mediante ELISA indirecto frente a los péptidos 14, GAL1 y GAL2. Cada suero se 
ensayó por triplicado. El cut off se estableció como la media ± 3DS del control negativo. 
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Figura 4.2: Reconocimiento de 16 sueros de pacientes de estrongiloidiasis del Hospital de La 
Ribera detectado mediante ELISA indirecto frente a los péptidos MET1, MET2 y QUIM1. Cada 
suero se ensayó por triplicado. El cut off se estableció como la media ± 3DS del control negativo. 
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Figura 4.3: Reconocimiento de 16 sueros de pacientes de estrongiloidiasis del Hospital de La 

Ribera detectado mediante ELISA indirecto frente a los péptidos TRO1, TRO2 y TRO3. Cada suero 

se ensayó por triplicado. El cut off se estableció como la media ± 3DS del control negativo. 
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Los resultados obtenidos con cada uno de los péptidos sintéticos analizados se 

sumarizan en la tabla 4.1. 

Tabla 4.1: Reactividad de los 16 sueros del Hospital de La Ribera, Alzira, frente a los 9 péptidos 
sintéticos estudiados. Se marcan en verde los sueros que reaccionaron ante un mayor número 
de péptidos. 

PÉPTIDOS 

SU
ER

O
S 

 14 GAL1 GAL2 MET1 MET2 QUIM1 TRO1 TRO2 TRO3 

1 - - - + - - + - + 

2 - - - + - - + - + 

3 + + - + - - + + - 

4 + + - + - - + - + 

5 + + + + - - + + + 

6 + + + + + - + + + 

7 + + - + - - + + + 

8 + + + + + - + + - 

9 - + - + - - - + - 

10 + + + + + + + + + 

11 - - - + - - + - + 

12 - - - - - - - - + 

13 + + + + + - + + - 

14 + + - + + - + + + 

15 - - - + - + + - + 

16 + + + + + - + + - 

Total  
positivos 

10 11 6 15 6 2 14 10 11 

 

Los sueros que reconocieron con mayor intensidad a los péptidos fueron el 10 

y 16, produciéndose en el caso del primero reactividad con todos los péptidos 

analizados en el presente ensayo.  
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A tenor de los resultados con los sueros del Hospital de La Ribera, se 

seleccionaron 3 de los péptidos  para realizar un nuevo ensayo de ELISA frente 

a otros 10 sueros de pacientes positivos a la infección por S. stercoralis, 

procedentes en este caso del Hospital Francesc de Borja de Gandía, y también 

correspondientes a casos autóctonos de la Comarca de La Safor. 

Se eligió los péptidos MET1 y TRO1 para este ensayo ya que fueron los 

péptidos reconocidos por un mayor número de sueros procedentes del 

Hospital La Ribera de Alzira y generaron respuestas más intensas. También se 

probó el péptido TRO3, debido también a su alta reactividad frente a los 

sueros de La Ribera, pero también porque el patrón de reconocimiento de 

sueros para este péptido resultó diferente al del resto de péptidos estudiados. 

Los resultados para cada suero individual  frente a cada uno de los péptidos 

seleccionados tras el ELISA indirecto se muestran en la figura 4.4.  
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Figura 4.4: Reconocimiento de 11 sueros de pacientes de estrongiloidiasis del Hospital Francesc 
de Borja, detectado mediante ELISA indirecto frente a los péptidos MET1, TRO1 y TRO3. Cada 
suero se ensayó por triplicado. El cut off se estableció como la media ± 3DS del control negativo. 
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Los péptidos que fueron reconocidos por un mayor número de sueros fueron 

de nuevo TRO1 con 6 positivos, y MET1 con 5 positivos, equivalente a una 

sensibilidad del 60% y 50%, respectivamente. Los sueros 2 y 7, reaccionaron 

frente a los tres péptidos. Ninguno de los tres péptidos recombinantes fue 

reconocido por los sueros 4, 5, mientras que los sueros 8 y 10 dieron un patrón 

de reconocimiento que podría explicarse por una baja concentración de 

anticuerpos en dichos sueros.  

Finalmente se llevó a cabo un nuevo ensayo de ELISA para valorar la 

especificidad de los péptidos sintéticos MET1 y TRO1, ya que se confirmaron 

como los péptidos reconocidos por mayor número de sueros de pacientes de 

la región de La Safor. En este caso se utilizó una batería de 61 sueros cedidos 

por el Servicio de Parasitología del Instituto de Salud Carlos III de Madrid, y 

correspondientes a casos de pacientes afectados por diferentes helmintiasis y 

procedentes de otras zonas de endemia diferentes a la región de La Safor. 

Como control negativo se utilizó el mismo pool de 4 sueros negativos de los 

ensayos anteriores. Se siguió el mismo protocolo y se probó cada suero por 

triplicado en ensayos ciegos (donde no se conocía con anterioridad el 

diagnóstico correspondiente a cada código de muestra).  

Estos pacientes habían sido previamente diagnosticados en el Instituto de 

Salud Carlos III, utilizando ensayos de detección de anticuerpos específicos de 

cada enfermedad. Los sueros fueron identificados numéricamente como se 

indica a continuación: sueros positivos a Schistosoma sp. (1-15), positivos a S. 

stercoralis (16-30), positivos a Trichinella sp. (31-40), positivos a Gnathostoma 

spp. (41-48), positivos a Anisakis sp. (49-53) y positivos a T. canis (54-61).  

Los resultados obtenidos de dichos ensayos con los péptidos MET1 y TRO1 se 

muestran en las figuras 4.5 y 4.6, respectivamente. 



 

 

 

 

Figura 4.5: Reconocimiento de 61 sueros de pacientes procedentes del Instituto de Salud Carlos III, detectado mediante ELISA frente al 

péptido MET1. Cada suero se ensayó por triplicado. El cut off se estableció como la media ± 3DS del control negativo. 

 



 

 

 

Figura 4.6: Reconocimiento de 61 sueros de pacientes procedentes del Instituto de Salud Carlos III detectado mediante ELISA frente al 
péptido TRO1. Cada suero se ensayó por triplicado. El cut off se estableció como la media ± 3DS del control negativo. 
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El péptido sintético TRO1 resultó ser mucho más sensible que MET1 en el caso 

de sueros de pacientes que habían sido diagnosticados de estrongiloidiasis, 

procedentes de otras zonas de endemia diferentes a la región de La Safor, con 

un total de 11 resultados positivos (73,3% de sensibilidad), frente a MET1, que 

reaccionó con 5 de los sueros de pacientes positivos a la enfermedad (33,3% 

de sensibilidad). Además, la señal de reconocimiento de TRO1 fue de mayor 

intensidad en todos los casos. 

En cuanto a la especificidad, ambos péptidos fueron reconocidos por algunos 

de los sueros afectados por otras helmintiasis. En el caso de MET1, se produjo 

reacción positiva frente a 6 de los 15 sueros con Schistosoma sp., 6 de 10 de 

Trichinella sp., 2 de 8 de Gnathostoma sp., 2 de 8 de T. canis, pero no hubo 

reacción cruzada con ninguno de los sueros correspondientes con Anisakis sp. 

En total, la especificidad mostrada fue del 64,4%. Por otro lado, TRO1 

reaccionó con 7 sueros de los 15 disponibles para Schistosoma sp., 2 de 10 de 

Trichinella sp., mientras que en el caso de los sueros de pacientes afectados 

con Gnathostoma sp, Anisakis sp. y T. canis no se produjo reacción cruzada con 

ninguno de ellos, mostrando una especificidad del 80,4%.  

Por tanto, el péptido TRO1 sería el péptido más sensible y el más específico 

entre todos los péptidos diseñados en este ensayo. Sin embargo, es evidente, a 

la vista de los datos obtenidos, que ambos péptidos diseñados reaccionaban 

con varios de los sueros de pacientes diagnosticados como positivos para 

Schistosoma sp. Estos pacientes procedían de zonas en las que ambas 

enfermedades son endémicas, por lo que podrían estar infectados no solo con 

Schistosoma sp., sino también estarlo, o haberlo estado en algún momento de 

su vida, con S. stercoralis. Para comprobar esta posibilidad, los sueros de los 

pacientes que habían presentado reacción cruzada más fuerte se sometieron a 

nuevas pruebas diagnósticas frente a estrongiloidiasis en el Servicio de 

Microbiología del Instituto Carlos III, tanto serológicas como etiológicas. Tras 

este análisis, el suero número 2, se confirmó ahora como positivo a 

estrongilodiasis, mientras que con los sueros número 7 y 15 se obtuvieron 

resultados en el test serológico que suscitaban dudas respecto a una posible 
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infección mixta con S. stercoralis, ello podría incrementar la especificidad del 

péptido TRO1 del 80,4% hasta el 86,6%. 

4.2. Análisis de las secuencias más abundantes del transcriptoma de la 

larva L3i de S. stercoralis 

Como aproximación complementaria en la búsqueda de antígenos de S. 

stercoralis con posible utilidad diagnóstica, se decidió abordar el estudio de 

otras proteínas del parásito. Como punto de partida se tomó el trabajo 

publicado por nuestro grupo de investigación en el cual se llevó a cabo un 

análisis transcriptómico de la larva L3i de S. stercoralis (Marcilla et al., 2012). 

De este estudio se obtuvieron un total de 2532666 secuencias crudas, que 

fueron ensambladas en 11250 secuencias contiguas solapantes (contigs), la 

mayor parte de las cuales resultaron ser nuevas. Se caracterizaron un total de 

8037 proteínas putativas basándose en su homología con secuencias de otros 

organismos depositadas en bases de datos. Siguiendo esta línea de 

investigación, en el presente estudio se realizó una selección de algunas de 

estas secuencias codificantes de proteínas parasitarias para llevar a cabo un 

análisis más detallado de las mismas. Se prestó especial atención a aquellos 

transcritos que fueran más abundantes y que codificaran para proteínas 

descritas previamente en productos de excreción/secreción (E/S) de S. 

stercoralis y sus homólogos en otros helmintos, y/o que poseyeran potencial 

carácter inmunogénico. 

En base a estos criterios se seleccionaron 16 transcritos codificantes para 

proteínas presentes de la larva L3i (Tabla 4.2). Todos ellos se incluían entre los 

50 transcritos más abundantes. 
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Tabla 4.2: Transcritos más abundantes seleccionados a partir del transcriptoma de la larva L3i de 
S. stercoralis (Marcilla et al., 2012). 

Secuencia 
Nº 

lecturas 
Identidad Organismo % similitud 

Singleton2, contig19 1849 Antígeno principal 
(Major antigen) A. suum 76.0 

Contig3 1680 Trehalasa A. suum 70.0 
Contig12, singleton5 1024 Troponina T A. suum 76.0 
Singletons8,102, 813, 

1298, 9079, 8848 594 Calpaina 1 C. elegans 84.0 
Singleton28, contig53 520 Tropomiosina 2 B. xylophilus 97.0 

Singletons14,6361,2792, 512 
Fosfoenol 
piruvato 

carboxikinasa 
(PEPCK) GTP 

A. suum 84.0 

Singletons39,2792,2367,24
87,7706, contig49 471 Proteína 14-3-3 A. suum 94.2 

Contig24, 
singletons120,390 444 Galectina T. 

circumcincta 89.0 
Contig28, 

singletons503,2363,3531,3
925,7939,298,704,1873,45

31 
432 

Gliceraldehido-3-
fosfato 

deshidrogenasa 
(GAPDH) 

C. remanei 93.2 

Singleton20 352 Catepsina L S. vulgaris 84.0 

Singleton80 310 
Aminopeptidasa 

sensible a 
puromicina (ASP) 

L. loa 64.2 

Singletons57,5472,6186,96
54, 904, 1614, 4314 279 

Proteína de 
choque térmico 

70 (HSP70) 
O. volvulus 96.0 

Contig27 241 Ferritina 1 C. briggsae 75.0 
Singletons99,461 171 Proteasa aspártica 

SP-2 S. ratti 89.6 
Singletons133,415,2963,80

56 150 Enolasa C. elegans 94.0 
Singleton333 137 Paramiosina O. volvulus 96.0 

 

En primer lugar se analizaron las secuencias nucleotídicas consenso 

codificantes para las proteínas. Dichas secuencias fueron obtenidas a partir del 

ensamblaje de los diferentes contigs o secuencias individuales (singletons), 

resultantes del análisis del transcriptoma mencionado (disponible en 

biolinux.uv.es/marcilla). Una vez obtenidas las secuencias de nucleótidos, se 
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confirmó su identidad con ayuda del programa de búsqueda BLAST (NCBI), y se 

comparó con las secuencias tanto nucleotídicas (BLASTn) como aminoacídicas 

(BLASTx) deducidas de otros organismos. Puesto que el fin del presente 

estudio era el de identificar nuevas proteínas para el diagnóstico de la 

estrongiloidiasis, las secuencias que presentaran un alto grado de homología 

con las de otros organismos parásitos podían presentar problemas de 

reactividad cruzada. Por ello, tras el análisis comparativo de nuestras 

secuencias con las de otros organismos depositadas en bases de datos, se 

rechazaron todas aquellas proteínas que presentaran una homología mayor 

del 75% con las de otros parásitos.  

De este modo, las proteínas Tropomiosina, PEPCK, Galectina, GAPDH, proteína 

de choque térmico HSP70, Enolasa y Paramiosina fueron descartadas por su 

alto grado de conservación entre organismos. En el caso de la proteína 14-3-3 

zeta, pese a pertenecer a una familia de proteínas bastante conservadas entre 

organismos eucariotas, se decidió seguir trabajando con ella ya que había sido 

identificada tanto en superficie como extracto total de las larvas L3i de S. 

stercoralis, así como en productos de E/S de otros nematodos parásitos 

(Mulvenna et al., 2010, Wang, T. et al., 2013). Además esta proteína, como se 

mencionó anteriormente, se había identificado como antigénica reconocida 

por sueros de pacientes con estrongiloidiasis y no por sueros de personas 

sanas (Pérez García, 2010). Todo ello, convierten a esta proteína en una 

candidata interesante para su estudio, pese a su similitud con la de otras 

especies. 

Tras descartar los transcritos mencionados, se procedió a realizar un análisis 

más detallado de las secuencias parciales codificantes para el resto de 

proteínas seleccionadas: Antígeno principal, Trehalasa, Troponina T, 14-3-3 

zeta, Catepsina L, Aminopeptidasa sensible a puromicina, Ferritina 1 y Proteasa 

aspártica. Se tradujo la secuencia nucleotídica utilizando la aplicación translate 

del programa EXPASY (http://web.expasy.org/translate/). Las secuencias 

aminoacídicas deducidas resultantes se sometieron a un análisis 

bioinformático con la finalidad de determinar que regiones de cada uno de los 

http://web.expasy.org/translate/
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fragmentos proteicos disponibles pudieran presentar carácter inmunogénico. 

Con este fin, se determinaron los dominios más antigénicos utilizando el 

programa EMBOSS (http://emboss.bioinformatics.nl/) que sigue el método de 

Kolaskar & Tongaonkar (1990), (Tabla 4.3).  

Tabla 4.3: Dominios antigénicos de los fragmentos proteicos de las proteínas que se indican, 
obtenidos con el programa EMBOSS ordenados de más a menos antigénicos. 

Proteína Dominios antigénicos (posición aminoácidos) 

Antígeno principal-
Major Antigen 

30-43, 204-210, 190-198, 126-133, 90-104, 63-68, 
167-176, 179-184 

Trehalasa 

292-309, 222-234, 167-185, 311-321, 249-257, 
104-118, 87-96, 25-43, 386-401, 468-475, 403-
410, 359-365, 369-376, 11-19, 4-9, 67-83, 126-
139, 480-485, 435-442, 205-218, 423-429, 450-
456, 259-265, 195-201 

Troponina T 
140-152, 223-236, 164-182, 246-261, 11-18, 107-
113, 203-209, 122-127, 32-37 

14-3-3 zeta 
146-186, 45-57, 93-110, 127-137, 7-16, 116-122, 
188-196, 61-67, 77-82 

Catepsina L 
139-159, 36-49, 10-21, 59-76, 87-93, 166-174, 
114-119 

Aminopeptidasa 
sensible a puromicina 

431-445, 72-87, 360-372, 230-241, 389-398, 477-
484, 336-345, 135-154, 53-64, 171-182, 327-334, 
352-358, 9-21, 267-277, 401-410, 28-33, 317-323, 
248-255, 412-421, 162-168, 90-96, 110-119 

Ferritina 1 
116-125, 67-74, 18-40, 82-95, 103-109, 54-59, 42-
47, 138-147 

Proteasa aspártica 4 55-67, 91-108, 5-24, 149-154, 111-125, 79-88 

http://emboss.bioinformatics.nl/
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El perfil hidrofóbico de una proteína proporciona información sobre la 

ubicación de la proteína en la célula y resulta además, una herramienta muy 

útil para la predicción de los sitios más antigénicos de la molécula. Para 

analizar el perfil hidrofóbico de los fragmentos de cada de proteína de interés, 

que incluyeran los distintos dominios antigénicos determinados utilizando el 

programa EMBOSS, se utilizó el programa ProtScale del portal EXPASY 

(http://web.expasy.org/protscale/) siguiendo los parámetros de Kyte & 

Doolittle (1982), según el cual los valores más negativos corresponden con las 

regiones hidrófilas, y los valores más positivos con las regiones más hidrófobas. 

Los perfiles de cada una de las secuencias aminoacídicas deducidas, 

correspondientes a las proteínas mencionadas de larvas L3i, se muestran en las 

figuras 4.7 y 4.8. 

En general los fragmentos proteicos analizados mostraron un perfil hidrofílico, 

mostrando picos con carácter marcadamente hidrofílico coincidiendo con 

algunos de los dominios antigénicos mostrados en la tabla 4.3. Ello sugiere que 

estas regiones se hallan en zonas expuestas de la proteína, lo que les convierte 

en buenas candidatas para su uso en diagnóstico.  

 

 

Figura 4.7: Perfiles de hidrofobicidad de las secuencias aminoacídicas obtenidas con el programa 

ProtScale. Las regiones más hidrofílicas son aquellas que figura por debajo de 0. 

 

Antígeno principal Trehalasa 

http://web.expasy.org/protscale/
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Figura 4.8: Perfiles de hidrofobicidad de las secuencias aminoacídicas obtenidas con el programa 

ProtScale. Las regiones más hidrofílicas son aquellas que figura por debajo de 0. 
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Los resultados obtenidos de los análisis bioinformáticos mostraron ser de gran 

utilidad en la localización de las potenciales regiones más antigénicas, lo cual 

puede aplicarse en el diseño de nuevas moléculas con fines diagnósticos. 

4.3. Estudio de la expresión en diferentes fases del ciclo de vida de S. 

stercoralis de los transcritos codificantes para las proteínas objeto del 

estudio 

En colaboración con el grupo del Dr. Mark Viney, de la Universidad de Bristol 

(UK), se realizó un análisis de los niveles de expresión de los transcritos 

seleccionados. El grupo del Dr. Viney ha participado en la secuenciación del 

genoma de S. stercoralis y dispone de los transcriptomas (microarrays) de tres 

fases evolutivas del parásito: larvas L3i, hembra adulta parásita y hembra 

adulta de vida libre.  

El análisis de dichas bases de datos con las secuencias de los transcritos 

obtenidos en nuestro laboratorio mostró un enriquecimiento en la fase L3i en 

comparación con hembras adultas parásitas de las proteínas siguientes: 

Antígeno principal-major antigen, Trehalasa, Troponina T, 14-3-3 zeta y 

Catepsina L. Mientras que las proteínas Aminopeptidasa sensible a puromicina 

(ASP), Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4 no presentaron gran variación en 

cuanto a la expresión relativa en la fase adulta parásita frente a larvas L3i. 

Cuando se compararon los niveles de los transcritos de las larvas L3i frente a 

hembras adultas de vida libre, solo la Ferritina 1 mostró mayor expresión 

relativa en la fase adulta de vida libre, mientras que se observó mayor 

expresión relativa en larvas L3i de las proteínas Antígeno principal-major 

antigen, Trehalasa y 14-3-3 zeta. No se observaron diferencias significativas 

para Troponina T, Catepsina L, ASP y Proteasa aspártica 4. 

Finalmente, al comparar los niveles de RNA en hembras adultas de vida libre 

con las parásitas, se observó un enriquecimiento relativo de RNA de Ferritina 1 

y Proteasa aspártica 4 en hembras adultas parásitas, y una mayor expresión de 
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Antígeno principal-major antigen y Troponina T en hembras adultas de vida 

libre, no detectándose diferencias significativas en la abundancia relativa de 

los transcritos para los otros genes (Figura 4.9). 

En la figura 4.10, se muestran los datos absolutos del contaje del número de 

secuencias de RNA correspondientes a cada uno de los transcritos de las 

proteínas objeto de estudio. 

 

Figura 4.9: Abundancia relativa de los transcritos entre las fases de vida de S. stercoralis. P: 

hembra adulta parásita, VL: hembra adulta de vida libre, L3i: larva infectante. 

 

Figura 4.10: Número total de copias de RNA en las fases de vida de S. stercoralis  para cada uno 
de los transcritos objeto del estudio. P: hembra adulta parásita, VL: hembra adulta de vida libre, 
L3i: larva infectante. 
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4.4. Clonación de los cDNA codificantes y secuenciación para la 

producción de proteínas recombinantes.  

Tras el proceso analítico anteriormente descrito, se confirmaron y 

seleccionaron 8 de los transcritos disponibles más abundantes con el objetivo 

de producir los fragmentos proteicos recombinantes, potencialmente más 

inmunogénicos, para testar su capacidad diagnóstica: Antígeno principal-major 

Antigen (236 aminoácidos), Trehalasa (489 aminoácidos), Troponina T (264 

aminoácidos), 14-3-3 zeta (235 aminoácidos), Catepsina L (182 aminoácidos), 

Aminopeptidasa sensible a puromicina (ASP) (490 aminoácidos), Ferritina 1 

(154 aminoácidos) y Proteasa aspártica 4 (157 aminoácidos). 

Partiendo de las secuencias nucleotídicas obtenidas tras el estudio del 

transcriptoma de larvas L3i, se diseñaron parejas de oligonucleótidos 

cebadores para amplificar los fragmentos génicos codificantes para los 

fragmentos proteicos mencionados (Tabla 3.2). Para tal fin, se utilizó el 

software Vector NTI Express, y el programa Oligo Analizer de IDT (Integrate 

DNA technologies). Con estos programas se pueden diseñar cebadores 

controlando un amplio número de variables y analizar las características de 

cada pareja de cebadores con el fin de optimizar su actividad durante el 

proceso de amplificación de los genes. 

A partir de larvas L3i se obtuvo el RNA total que se utilizó como molde para la 

síntesis del cDNA mediante retrotranscripción inversa, como se describe en el 

apartado 3.8.1 de Materiales y Métodos. Una vez obtenido el cDNA de cadena 

simple, éste fue utilizado como molde para la amplificación de las secuencias 

correspondientes de los fragmentos génicos de interés mediante PCR, según 

las condiciones especificadas en la tabla 3.4. Tras la visualización de los 

productos de la PCR, mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%, 

todos los productos amplificados mostraron el tamaño esperado (Figura 4.11).  
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Figura 4.11: Amplificación de los fragmentos de DNA codificantes para las proteínas de interés. 

Se muestra perfil de electroforesis en gel de agarosa al 1% de dichos fragmentos, visualizados 

con tinción con Safe View. (M): marcador 100 pb (Fermentas), (1) Antígeno principal-Major 

Antigen (710 pb); (2) Trehalasa (1467 pb); (3) Troponina T (795 pb); (4) Proteína 14-3-3 zeta (707 

pb); (5) Catepsina L (547 pb); (6) ASP (1470 pb); (7) Ferritina 1 (465 pb); (8) Proteasa aspártica 

(472 pb)  

Los fragmentos amplificados fueron subclonados en el vector pJET 1.2. Los 

clones seleccionados se secuenciaron para confirmar que la secuencia de 

nucleótidos fuera correcta (Figura 4.12) 

 

Antígeno principal-Major Antigen (710 pb) 
ATCTGATGCAGCTATAAAAGAAACTGCCTTACAACGTGAAGCCATTGAAAAGTCTCTTA

ATGCTATGGAAAGAGAAAATAGGGAATTATACAAAAATTGTGCTCAACTTCAACATCAA

ATTGCACAACTTGAAATGGAAAATGGTAATCGTGTTATTGAAATGACTAATAAGCAACG

TGAAGAACAAGAAAGAGTTTTATCACGTATGCGTAATGAAAAAGCTCAAATTGAAAAGA

TTATTGAAAGTAGAGAAAGAACATACAAAGGAAGAATAAAGCAACTTGAAGATCAGTTA

GCTATATTTAAAGAACAACTTGAAACTGAAAGACGCCGTCGTCGTGAGCTTATGGATAG

AAACTTAATTACAGACATTGGTCGATACACTGTAAGCGGACTTGGGGGTGGTATTGGAA

GTGGTATTGGTGGAAGTAGATTAGGTAGTGGTTATAATTCTGCCGGTGGTAATTTCTAC

CATGGTGATAATATTGATCATTCATATGGAAGTAACCTAAGACATATTAGAACAACATT

TGCTTCAAATCCTTTAACACCACCAAGAGGTAATTTAACTCCAACACATACTGTTAGAA

AGACTATTGAAACAACATCATCATCTACCGTTCCATTAATGACAAATATTGGCGAGGAA

GGATATGATCATCATCGTTCTTCAACACCAACATCAAGAAGTATTCACGATGACAATGC

TA 

 

 

 

 [Escriba una cita del documento o el resumen de un punto interesante. Puede 

situar el cuadro de texto en cualquier lugar del documento. Use la ficha 

Herramientas de dibujo para cambiar el formato del cuadro de texto de la 

cita.] 
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Trehalasa (1467 pb) 
ACGGATCCACACTTTGTTGATATGCCTCTTAAATATGATGCTGATATTGTAATTAAGAA

ATGGACAAATTTACTTGATAGTTGTGAGGGTAAAGTAGATAAATTACAAGTTGAAAAAT

TTGTAATTGAAAATTTTGATGAACCTGGTAATGAATTGGAAGAATATATGCCTCAAGAT

TACAACATTGGTCCAGACAATCTTAAACAAATATCTGATAGTCACTATCGTCATTGGGC

TTTAGATCTTCACGATCGTTGGCCAACACTATGTAGACAGGTTAAACAAAATGTCAAAG

ATAATAAAGATAGATATTCTATTATTCCATTACCTAAACCTTTTATTGTTCCTGGTGGT

AGATTTCGTGAAATGTATTATTGGGATAGTTTTTTTACAATCAAAGGGTTATTAGCAAG

TAAAATGTATAAAACAGTTCGTGATATGATTGATAATATGGGATATATGATTGAAGAGT

ATGGTTTTATACCTAATGGTAATAGAATATATTATTTAAATAGATCACAACCACCATTA

TTAAGTTGGTGTATTGATGCTTATATTAAAGAAACAGGTGATTATGATTTTATTCGTAC

ATCATTACCTTGGATAGAGAAAGAGCTTCAATTTTTTAAAACCTATAAAACTGTAAAAC

TTGATGAATGGAAAAGTTATCTTTATAGATATCATGTTAATGTTGACTCACCAAGACCT

GAAAGTTATCGTGAAGATATAGAAACTTCTGAAGATTGTGAAACTTTAAAATGTAAACA

AATTTTATGGGGTGAACTTGCTGCTGCAGCAGAAAGTGGAAGAGATTTTAGTTCAAGGT

GGTTTGCTAATGTCAATTCAGTAATGGGAAATATAAAATCTATACGAACTAGCCATGTT

CTTCCTGTTGACTTAAATGCAATATTGTTAAAAAATCTTAGTATTGCAGAAGAATATTG

TATTTATGTTGGAGAACATGAAAAATCAGAAAAATATAGAAATGAAAAGGAAGAATTAA

AAGAAATGATTCAAAAAATATTATGGAATGATGATTTAGGATGTTGGTTTGATTTTGAT

ATGGATAAAGAACATCAAATTTTAACATATTATGATACAAATTTTTTTCCTCTTGTAAC

TGGTATAAATCTTGATGAACATAATCAAGAAAAAATTGCAAGTTATATAACAACTGTTG

GTATTTTAAAATATCCAGGTGGTATACCAACATCACTTCAGGTTTCTGGAGAACAATGG

GATTTTCCAAATGCTTGGGCACCAACAACATGGATTCTTATTGAAGGTTTAAATAAAAT

TGGCTTACAAGAATTGGCTAAATATATTGCTGATAAATGGTTAAGAAAAAATTATACTG

TTTATAGAGATGCTGATGGAAAGATGTTTGAAAAATATAATGTCACAACTGGTTGTGCA

TTAAATATTGCTGGTGGAGGTGAATATATTGTTCAAGAAGGGTTTGGTTGG 

 

Troponina T (795 pb) 
AGCTCAAAAGAAACGTCATGAAGAGGAACAAGCTGCTAAACTTCTTGATTATAGTGAAA

GACGTCGTATTGAAAAAGAACAACAAGAGGAAGAAATACGTCTTTTGAAAGAAAAACAA

GAAAGACGTCGTCAAGAAAGAGAACAAGAGGAGAGAGAGTTTGCTGAAATGAGAAGAAC

AGCTGAAGAAAATAGAAGACGTGAGGAAGAGGAACGCAAAGCTCGTTTAGAAGCTGAAA

AAGCTAGAAAAAATGAAGAAAAACTTAAGAGACAACAAATGATGGCTGGAAGTTTTGCT

GGACATTCTTCTGGAACCAATGGACCTAACTTTGTTATCCAAAAAGGAGAGCATGGTAA

TAATAAATTACCTAATCTTTCTGGTTCTCAAAAGAAAACTGCTCTTACTAAAGAACAAC

TTGAAGAACAAAAAGCCGCTTATCTTGCAGCTGTTACAAGAAAACCAGATATTTCACAC

ATGATGCCAAATGACTTGAAAGAAGCCATTAAATCTCTTCATTCAAGAATCGTTAAACT

TGAAGCTGAGAAATATGACCTCGAAAAAAGAAGTGAAAGACAAGAGTATGATCTTAAAG

AATTAAATGAAAGACAACGCCAAGTTGCTCGTAATAAAGCTATCCAAAGAGGTTTAGAC

CCAGATGAGGCATCAAACTCAACTCACCCACCAAAAGTTACCGTCTTTTCTAAATTTGA

TCGTCAAATTGATAGAAGATCTTATGGTGATCGTAGAGTTCTCTTTGAAAAACCACCAC

AAAAACCAAAGTTTAAGATTGCTCATGG 
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14.3.3 zeta (707 pb) 
ATGGCTGAAAATAAGGATGAACTTGTTCAACGTGCTAAACTTGCTGAGCAAGCTGAAAG

ATATGATGATATGTCGTTGTCAATGAAAAAGGTAACCGAAATTGGTGCTGAATTGACAA

ATGAAGAAAGAAATCTTCTTTCTGTAGCTTATAAAAATGTTGTTGGAGCGCGTCGTTCG

TCTTGGAGAGTTATTTCTTCTATTGAACAAAAAACTGAAGGAGCTGAAAAGAAACAACA

ATTGGCTAAGGAATATAGAGAAAAAATAGAACAAGAATTAAAAGAAATTTGTGAAGATG

TTCTTTCTCTTCTTGAAAAATATCTTATTCCAAAAGCTGGAAATCCAGAATCAAAAGTT

TTTTATTTAAAAATGAAAGGAGATTATTATAGATATCTTGCTGAAGTTGCTATAGGGGA

TGCACGTAGTGGAGCTAGTAACAATTCTGCTGTTGCCTACTCGGAAGCACTTGAAGTTG

CCAAAACATCCTTGGCTCCAACTCATCCAGTTCGTCTTGGGCTTGCACTTAATTATTCT

GTCTACTTTTACGAAGTTGCTTCATCTCCGGATCGTGCTTGTCAACTTGCCAAACAGGC

TTTTGATGACGCTATAGCTGAATTGGATACTCTTAATGAAGATTCTTACAAAGACAGCA

CATTGATCATGCAGCTTCTTAGAGATAATCTTACATTATGGACATCTGATACCAATGG 
 

Catepsina L (547 pb) 
GGTGCTGTTAAAAGTAATGCTACAAAATGGTTACCCCCATTAAACGTAAAAATCCCTGA

TAGTGTTGATTGGAGAAAAGAAGGATATGTTACCGAAGTTAAAAATCAAAAAGCTTGCG

GAAGTTGTTATTCATTTTCTGCTACTGGTGCTCTTGAGGGGCAACATAAAAGAGTTACT

GGTGATCTTGTATCTTTATCTGAACAAAATATTGTTGATTGCTCTACTTCTTACGGTAA

TAATGGGTGTAATGGTGGTTTAATGGATTATGTATTTGAATACATAAAAGAAAATAAAG

GTGTTGATACTGAAGAATCATATCCATACAAAGGAAAGGAGGGAAAATGTCATTTTAAA

AAACGTGATGTTGGAGCTACTGATATTGGATATTTTGATCTTCCTGAAGGAGATGAAGA

AGCATTGAAAGTTGCTGTTGCAACTCAAGGTCCAATTTCTGTCGCTATTGATGCTGGAC

ATTCTTCTTTTCAAATGTATAAAAAAGGAATATATTATGAACCAAATTGTAGTCCGGAA

AATCTTGATCATGGTG 

 

Aminopeptidasa sensible a puromicina (1470 pb) 
ATTCCAGGTAAGAAGGATCAAGGGCATTTTGCTTTAGAAGTTGGAATCAAAGCTTTAGA

TTACTTTAACGAATGGTTTGATTTTACTTATCCTGTTTCAAAAATGGATATGATAGCTA

TTCCTGATTTTTCTATGGGTGCTATGGAAAATACTGGTCTTTTAACTTTCCGTGAAGTT

GCTCTTTTAATGGATCCAGCAAAGACTTCTATTAAGCAAAAAAGTTATATATCTTTAGT

TATTGCTCATGAGATTGCTCATCAATGGTTTGGAAATATAGTTACACATGCATGGTGGA

ATCAATTATGGTTAAAAGAAGGATTTGCTTCTTTTATGGAATACCTTATGGTTGGTTCA

AACTATCCAGAATTTAATATTTGGCAACAATTTTTAAATGATGAAGTAACAGCTGGTCT

TTCATTAGATTCACTCAGATCTTCTCATCCAATTGAAGTGCCAATTGAGAATCCATCTG

AGTTAGAAGAAATATACGATGCTATTACGTATCAAAAGTCTAATTCTGTATTGAGAATG

TTATATGGTCATTTGGGAGAGCCAACTTTTCAGAAAGCACTTCGTAACTATATAAAAAA

ACATCAATATAGTAACACGGTTACTGCAGATCTTTGGAATGCTTTGTCAGAAGCTTCAG

GGCAGAATATTCAGCAAATGATGGATACATGGACAAAACAAGTTGGATTTCCATTTGTA

TCTGTAAGTCAAAAAATTGAAGGTAACAAAAGGATTTTAACATTGTCTCAAAAGAGATT

CATTGCCGATGGAGGTGATAGTGAAACTCCACAATTGTGGCATATTCCTATTTCAATCT
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CCACTACATCATCAAAAGATCAACCAAAATTTAAATTTCTTATGACAAAAGCAAATGAA

ACTTTCACTATTGAAAATGTCGACCCATCCGAATGGGTTAAATTAAACACTGGAACAAC

AGGTTTTTATAGAGTTGAATATTCTGAAAGTATGTTAGATAGTCTTATATCTGCTGTTC

GTGATGGAACTCTTCCAGTTTTGGATAGATTCGGAATAGCTAATGATATGTTTGCTTTG

GTAAAAGCTGGAAAATTGGATGGAGTTCATTACTTAAAATTATTTGAAGCATCTGTTAA

TGAAAATAATTATATTGTTCGTTATACCCTTGATGGTGGTATTGGAGCACTTTCAAATG

TTTTAGCCAGATTTGAAGATGCAGATGTCGTTAAACGCTTTGATAATTTTGTTATCAAA

AACTTAGAACCTCTAGCTGCTAAACTTGGTTGGGAAGCTAAACAAGACGAGCATGGAAA

AGTATCTTTACTTCGAGCACTTGTTATTAATAGATTAGCTCGATCTGGTCATAGACCAA

CTATTGATGCTGCCCGTGAAAAGTTTTATGATCATTATAAAAATAAAACAAATATTGAT

CCAAACTTAAGAAATGCTATATATTCTGTAATCGGAAGAGAGGATGGAACTGCT 

 

Ferritina 1 (465 pb) 
ATTTTAGTGATGAAGTCGAGAAAGCTTTAAATGCTCAAATTATGTATGAGTTGAATGCT

TCACATGCCTACATGTCTTTGGCTGCTTATTATATGAGACCAGAAGTTGCCTTAGAAAA

TGTTGCAAAGTGGTTTTTGAAGCAATCTGAGGAGGAAAGAGAACATGCTGTTGGATTCA

TAAAATATCAAAATAAACGTGGAGGAAAAGTTGTCTTAAAAGACATCAAGGCTAGTAGT

CCACAAGAATTCAATTCTCTTGTTGAAGCTTTCCAATTTGCTTTAGATTTGGAAAAAAG

TAACAATGAAGGTTTATTAAGACTTCATGAAATCTCTTCTGAAAATAAAGATATTGATT

TTTGCACTCTTTTAGAGGACAAATATCTTGAGGAACAAACTCGTTCCATTGAAGAAATC

GGAAGATTTGTCACTAAATTAAAGAGACTCGGCTCTGGAATTGGTGAAGACT 

 

Proteasa aspártica 4 (472 pb) 
GGTAGTTCAAATCTTTGGATACCATCAAAAAAATGTCCAATATATAATATTGCTTGCCT

TTTACATAATAAATATGATAGTTCTTCATCATCAACATATGTTACTGATGGAAGAACAA

TGGCTATTCAATATGGAACAGGATCAATGAAAGGTTTTCTTTCAAAGGACAAAGTTTGT

GTTGCTGATATTTGTGCTGATGACCAAACATTTGCTGAAGCTACTAGTGAACCAGGTAT

AACATTTATTGCCGCTAAATTTGATGGTATCCTTGGAATGGCATATCAAAGTATTGCTG

TATTAGGAGTTAAACCTGTATTTAATACATTTATTGATCAACATAAAGTTTCTCAACCA

ATTTTTGCATTTTGGTTAAATCGTATTGCTGATGATAGTGTTGGTGGTGAAATAACACT

TGGTGGTATGGATCCAAAACATTATAAAGGTGATATAACATATGTGTCAGTTACTCGTG 

 

Figura 4.12: Secuencias nucleotídicas correspondientes a los fragmentos de cDNAs amplificados 
para las proteínas objeto de este estudio. 
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Las secuencias nucleotídicas obtenidas fueron registradas en la base de datos 
EMBL (http://www.embl.fr/index.php), con los códigos que se muestran en la 
tabla 4.4. 

Tabla 4.4: Código de acceso en bases de datos de los cDNA que codifican para los fragmentos de 
las proteínas objeto de estudio. 

Proteína Código de acceso 

Antígeno principal-
Major antigen 

LN715173 

Trehalasa LN715174 

Troponina T LN715175 

14-3-3 zeta LN715176 

Catepsina L LN715177 

ASP LN715178 

Ferritina 1 LN715179 

Proteasa aspártica 4 LN715180 

A partir de la secuencia de nucleótidos, se obtuvieron las secuencias 

aminoacídicas deducidas correspondientes, utilizando el programa Translate 

de la plataforma EXPASY (http://web.expasy.org/translate/). Dichas 

secuencias, así como el número de aminoácidos de cada una de ellas, peso 

molecular y punto isoeléctrico deducidos se muestran en lafigura 4.13. 

 

 

http://www.embl.fr/index.php
http://web.expasy.org/translate/
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Secuencias aminoacídicas deducidas aa Mr pI 

Antígeno principal-Major Antigen    
SDAAIKETALQREAIEKSLNAMERENRELYKNCAQLQHQIA

QLEMENGNRVIEMTNKQREEQERVLSRMRNEKAQIEKIIES

RERTYKGRIKQLEDQLAIFKEQLETERRRRRELMDRNLITD

IGRYTVSGLGGGIGSGIGGSRLGSGYNSAGGNFYHGDNIDH

SYGSNLRHIRTTFASNPLTPPRGNLTPTHTVRKTIETTSSS

TVPLMTNIGEEGYDHHRSSTPTSRSIHDDNA 

236 26,7 8,6 

Trehalasa    
TDPHFVDMPLKYDADIVIKKWTNLLDSCEGKVDKLQVEKFV

IENFDEPGNELEEYMPQDYNIGPDNLKQISDSHYRHWALDL

HDRWPTLCRQVKQNVKDNKDRYSIIPLPKPFIVPGGRFREM

YYWDSFFTIKGLLASKMYKTVRDMIDNMGYMIEEYGFIPNG

NRIYYLNRSQPPLLSWCIDAYIKETGDYDFIRTSLPWIEKE

LQFFKTYKTVKLDEWKSYLYRYHVNVDSPRPESYREDIETS

EDCETLKCKQILWGELAAAAESGRDFSSRWFANVNSVMGNI

KSIRTSHVLPVDLNAILLKNLSIAEEYCIYVGEHEKSEKYR

NEKEELKEMIQKILWNDDLGCWFDFDMDKEHQILTYYDTNF

FPLVTGINLDEHNQEKIASYITTVGILKYPGGIPTSLQVSG

EQWDFPNAWAPTTWILIEGLNKIGLQELAKYIADKWLRKNY

TVYRDADGKMFEKYNVTTGCALNIAGGGEYIVQEGFGW 

489 57,4 5,1 

Troponina T    
AQKKRHEEEQAAKLLDYSERRRIEKEQQEEEIRLLKEKQER

RRQEREQEEREFAEMRRTAEENRRREEEERKARLEAEKARK

NEEKLKRQQMMAGSFAGHSSGTNGPNFVIQKGEHGNNKLPN

LSGSQKKTALTKEQLEEQKAAYLAAVTRKPDISHMMPNDLK

EAIKSLHSRIVKLEAEKYDLEKRSERQEYDLKELNERQRQV

ARNKAIQRGLDPDEASNSTHPPKVTVFSKFDRQIDRRSYGD

RRVLFEKPPQKPKFKIAH 

264 31,3 9,6 

14.3.3 zeta    
MAENKDELVQRAKLAEQAERYDDMSLSMKKVTEIGAELTNE

ERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVISSIEQKTEGAEKKQQLAK

EYREKIEQELKEICEDVLSLLEKYLIPKAGNPESKVFYLKM

KGDYYRYLAEVAIGDARSGASNNSAVAYSEALEVAKTSLAP

THPVRLGLALNYSVYFYEVASSPDRACQLAKQAFDDAIAEL

DTLNEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDTN 

235 26,5 4,9 

Catepsina L    
GAVKSNATKWLPPLNVKIPDSVDWRKEGYVTEVKNQKACGS

CYSFSATGALEGQHKRVTGDLVSLSEQNIVDCSTSYGNNGC

NGGLMDYVFEYIKENKGVDTEESYPYKGKEGKCHFKKRDVG

ATDIGYFDLPEGDEEALKVAVATQGPISVAIDAGHSSFQMY

KKGIYYEPNCSPENLDHG 

182 19,9 5,2 
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Aminopeptidasa sensible a puromicina     
IPGKKDQGHFALEVGIKALDYFNEWFDFTYPVSKMDMIAIP

DFSMGAMENTGLLTFREVALLMDPAKTSIKQKSYISLVIAH

EIAHQWFGNIVTHAWWNQLWLKEGFASFMEYLMVGSNYPEF

NIWQQFLNDEVTAGLSLDSLRSSHPIEVPIENPSELEEIYD

AITYQKSNSVLRMLYGHLGEPTFQKALRNYIKKHQYSNTVT

ADLWNALSEASGQNIQQMMDTWTKQVGFPFVSVSQKIEGNK

RILTLSQKRFIADGGDSETPQLWHIPISISTTSSKDQPKFK

FLMTKANETFTIENVDPSEWVKLNTGTTGFYRVEYSESMLD

SLISAVRDGTLPVLDRFGIANDMFALVKAGKLDGVHYLKLF

EASVNENNYIVRYTLDGGIGALSNVLARFEDADVVKRFDNF

VIKNLEPLAAKLGWEAKQDEHGKVSLLRALVINRLARSGHR

PTIDAAREKFYDHYKNKTNIDPNLRNAIYSVIGREDGTA 

490 55,6 5,8 

Ferritina 1    
FSDEVEKALNAQIMYELNASHAYMSLAAYYMRPEVALENVA

KWFLKQSEEEREHAVGFIKYQNKRGGKVVLKDIKASSPQEF

NSLVEAFQFALDLEKSNNEGLLRLHEISSENKDIDFCTLLE

DKYLEEQTRSIEEIGRFVTKLKRLGSGIGED 

154 17,7 5,0 

Proteasa aspártica 4    
GSSNLWIPSKKCPIYNIACLLHNKYDSSSSSTYVTDGRTMA

IQYGTGSMKGFLSKDKVCVADICADDQTFAEATSEPGITFI

AAKFDGILGMAYQSIAVLGVKPVFNTFIDQHKVSQPIFAFW

LNRIADDSVGGEITLGGMDPKHYKGDITYVSVTR 

157 17,0 6,3 

Figura 4.13: Secuencias aminoacídicas deducidas de los fragmentos de las proteínas objeto de 
estudio. Se indica el número total de aminoácidos de cada proteína (aa), así como el peso 
molecular (Mr) y punto isoeléctrico (pI) deducidos (EXPASY). 

4.5. Obtención de las proteínas recombinantes  

Para obtener las proteínas recombinantes, los cDNAs se clonaron en los 

vectores de expresión pQE30-32 (QIAGEN), para generar proteínas 

recombinantes fusionadas a un residuo de 6 histidinas, a partir de las 

construcciones generadas en el plásmido pJET 1.2, tal y como se detalla en el 

apartado 3.8.5 de Materiales y Métodos. Las colonias de bacterias 

transformadas con la construcción plásmido-gen de interés se identificaron 

mediante PCR. Las colonias positivas se sometieron a ensayo de inducción a 

pequeña escala para determinar las condiciones óptimas para producción de 

las proteínas recombinantes. En todos los casos se obtuvo mayor rendimiento 
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utilizando la cepa de bacteriana E. coli M15 incubando a temperatura de 37 oC 

y concentración de IPTG de 1mM. La mayor cantidad de proteína 

recombinante se detectó tras incubar los cultivos durante toda la noche, salvo 

en el caso de la proteína Antígeno principal-Major antigen, cuyo óptimo de 

producción se observó a las 2 h de incubación. Una vez se determinaron las 

condiciones óptimas de obtención de cada una de las proteínas, se llevó a cabo 

un ensayo a mayor escala para obtener mayor cantidad de cada una de ellas.  

De las 8 proteínas cuyos cDNAs habían sido clonados, se logró producir con 

éxito 5 de ellas en cantidad suficiente: Antígeno principal-Major antigen, 

Proteína 14.3.3 zeta, Aminopeptidasa sensible a puromicina, Ferritina 1 y 

Proteasa aspártica 4. Las proteínas se purificaron en condiciones 

desnaturalizantes, lisando las bacterias inducidas en un tampón que contenía 

urea (Tabla 3.5). A partir de los lisados bacterianos, se purificaron las proteínas 

de interés mediante cromatografía de afinidad en columnas de Níquel (Ni-

NTA), para poder separar las proteínas recombinantes (unidas a 6 histidinas 

afines por dicho metal) del resto de proteínas bacterianas. Se realizó una 

electroforesis en geles de acrilamida cargando 40 µg del lisado bacteriano 

previo y posterior a la inducción, así como 10 µg de las proteínas 

recombinantes purificadas (Figura 4.14). 

 

Figura 4.14 Proceso de purificación de las proteínas recombinantes: Antígeno principal-Major 
antigen; Proteína 14.3.3 zeta; Proteasa aspártica 4 y Ferritina 1. (1) Lisado total de bacterias sin 
inducir, (2) Lisado total de bacterias con proteína inducida, (3) Proteína recombinante purificada. 
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La proteína Aminopeptidasa sensible a puromicina no se pudo purificar 

mediante columnas de Ni2+ ya que mostró acumularse en cuerpos de inclusión 

insolubles. Para solubilizar dicha proteína recombinante se probaron 

diferentes condiciones, que incluyeron variación en la temperatura de 

incubación de las bacterias recombinantes, distintas concentraciones de IPTG, 

cepas bacterianas utilizadas y tiempo de incubación post-inducción. También 

se intentó su solubilización empleando un tampón de lisis con guanidina 

(NaH2PO4 100mM, Tris-Cl 10mM, GuHCl 6M, pH 8,0), pero en ningún caso se 

logró purificar la proteína en una cantidad suficiente que permitiese análisis 

posteriores. Por ello, se procedió a purificar a la proteína ASP a partir de geles 

de electroforesis y transferencia a papel de nitrocelulosa, a partir de los cuales 

se extrajo la banda correspondiente a la proteína, de donde se disolvió con el 

agente orgánico DMSO (Figura 4.15). 

 

Figura 4.15: Proceso de purificación de la proteína Aminopeptidasa sensible a puromicina. (1) 
Lisado total de bacterias sin inducir, (2) Lisado total de bacterias con proteína inducida. (3) 
Lisado total de bacterias inducidas transferido a papel de nitrocelulosa y teñido con Ponceau S. 

En el caso de las proteínas Trehalasa, Troponina T y Catepsina L, se probaron 

diferentes condiciones de inducción variando la temperatura de incubación de 

los cultivos bacterianos (4 oC; 24 oC; 37 oC), en combinación con variaciones en 

la concentración del inductor de expresión (0,1 mM; 0,4 mM; 0,8 mM; 1mM; 2 

mM), y probando con tres cepas de bacterias E. coli diferentes (M15, SG13009 

y BL21 (DE3) pLysS) a diferentes tiempos de incubación. A pesar de los 

esfuerzos realizados, no se logró que las proteínas recombinantes fueran 
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expresadas por ninguna de las cepas de bacterias en cantidad suficiente para 

su posterior purificación mediante el sistema de columnas Ni-NTA. Sin 

embargo, mediante análisis Western blot utilizando anticuerpos anti-histidina 

(Apartado 3.10.7) se pudo confirmar la presencia de dichas proteínas 

recombinantes en los lisados totales de bacterias transformadas e inducidas.  

 

 

 

Figura 4.16: Identificación de proteínas recombinantes mediante Western blot con anticuerpos 

anti-histidina: Trehalasa; Troponina T y Catepsina L. Se muestra la tinción con Ponceau S como 

control de carga. (1) Lisado total de bacterias sin inducir; (2) lisado total de bacterias inducidas.  

Se observó que en los lisados totales de bacterias post-inducción se producía 

reconocimiento, por parte del anticuerpo anti-histidina, de bandas localizadas 

en el peso molecular esperado para cada una de las proteínas recombinantes 

producidas (Figura 4.16), mientras que no se observó ninguna señal al incubar 

el lisado de proteínas de bacterias no inducidas frente a dicho anticuerpo. Por 

tanto, se confirmaba la producción de estas proteínas pero no en la cantidad 

Anti-histidina 

Ponceau S 

Trehalasa TroponinaT Catepsina L 
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suficiente para permitir su purificación, por lo que se decidió no continuar 

trabajando con ellas. 

4.6. Evaluación de la capacidad diagnóstica de las proteínas 

recombinantes obtenidas 

Con el objetivo de determinar si las proteínas recombinantes obtenidas 

podrían ser reconocidas por sueros de pacientes de estrongiloidiasis, se 

llevaron a cabo ensayos de inmunodetección, inicialmente de tipo slot blot 

como se detalló en el apartado 3.11. Cada proteína recombinante se incubó 

frente a diluciones crecientes de mezclas tanto de sueros de pacientes 

positivos como negativos para estrongiloidiasis (véase apartado 3.2.2). 

Asimismo, se probaron diferentes concentraciones del anticuerpo secundario 

anti inmunoglobulinas humanas (GAH). 

El resultado de dicho ensayo no mostró diferencias significativas en el 

reconocimiento entre sueros positivos y negativos a la enfermedad, ya que las 

proteínas recombinantes eran reconocidas tanto por la mezcla de sueros de 

pacientes sanos como enfermos. 

Dado que los ensayos de slot blot pueden dar reactividad cruzada con varias 

proteínas del extracto total bacteriano, se procedió a separar las proteínas 

mediante SDS-PAGE para estudios de Western blot y realizar también análisis 

ELISA. En todos los ensayos llevados a cabo las proteínas eran reconocidas por 

mezclas de sueros tanto positivos como negativos, pese a que se probaron 

diferentes diluciones tanto de proteína para tapizar las placas y membranas, 

como de los sueros analizados.  

A la vista de los resultados se concluyó que los fragmentos proteicos obtenidos 

de forma recombinante en el laboratorio, no parecían de gran utilidad para el 

diagnóstico inmunológico de la enfermedad, utilizándolos como antígenos 

para la detección de anticuerpos frente a ellos en sueros de pacientes con 

estrongiloidiasis.  
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4.7. Obtención y evaluación de anticuerpos policlonales con finalidad 

diagnóstica  

Una vez confirmada la poca especificidad del reconocimiento de los antígenos 

recombinantes por sueros de pacientes, la siguiente aproximación para 

establecer un método diagnóstico fué utilizar dichas proteínas recombinantes 

purificadas para generar anticuerpos policlonales en conejo, y  probar su 

utilidad en la detección de antígenos en muestras de pacientes. Los 

anticuerpos policlonales se generaron como se describe en el apartado 3.12.1. 

Dichos anticuerpos fueron purificados a partir de los sueros, divididos en 

alícuotas y congelados hasta su uso. 

4.7.1. Estudio de la especificidad de los anticuerpos policlonales frente a las 

proteínas mediante Western blot 

Se realizó un ensayo de Western blot utilizando lisados totales de varios 

helmintos parásitos para valorar la especificidad de los anticuerpos presentes 

en los sueros de los conejos inmunizados con las proteínas recombinantes de 

la L3i de S. stercoralis. Se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE 40 µg 

del extracto de proteínas de cada uno de los parásitos disponibles, T. canis, F. 

hepatica y Anisakis sp. Tras la transferencia, las membranas fueron incubadas 

con una dilución 1/200, bien de suero de conejo inmunizado con cada una de 

las proteínas, bien de suero preinmune, como control negativo del 

experimento. Como control positivo del ensayo se utilizaró 4 µg de cada 

proteína recombinante del parásito, ya que no se disponía de material 

parasitario suficiente como para obtener lisado total de larvas L3i.  

En el caso de los ensayos con anticuerpos anti-Ferritina 1 y anti-Proteasa 4 

aspártica, los resultados obtenidos mostraron que no se producía 

reconocimiento específico de ninguna proteína en los lisados de los otros 

helmintos estudiados por parte de los sueros de conejos inmunizados, 

mientras que sí que reconocía la banda correspondiente con la proteína 

recombinante homóloga de S. stercoralis (Figura 4.17).  
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Figura 4.17: Análisis de la especificidad de los anticuerpos policlonales mediante Western blot. 

Como antígenos se utilizaron lisados totales a partir de las especies de helmintos indicadas. Las 

proteínas recombinantes objeto de estudio se utilizan como control positivo 
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Estos resultados sugieren que los anticuerpos producidos frente a estos 

fragmentos de proteínas de la larva L3i de S. stercoralis no presentan 

reactividad cruzada con los helmintos parásitos analizados, y que son 

altamente específicos, y por tanto podrían resultar útiles para el diagnóstico de 

la estrongiloidiasis. 

En el caso de los anticuerpos anti-14-3-3 zeta, se produjo reconocimiento de la 

proteína homóloga en el extracto total de Anisakis sp. al incubar con el suero 

de conejos inmunizados (Figura 4.17). Como se comentó anteriormente, la 

proteína 14-3-3 pertenece a una familia de proteínas bastante conservadas 

entre distintos organismos, por lo que probablemente el anticuerpo policlonal 

producido en el presente trabajo reconoció algún epítopo común en las 

proteínas de ambos nematodos. 

Para evaluar la utilidad de dichos anticuerpos en muestras de pacientes se 

llevaron  a cabo ensayos de tipo ELISA de captura de inmunocomplejos en 

sueros positivos y negativos a estrongiloidiasis. Con este tipo de ensayos se 

pretende aumentar la sensibilidad y especificidad, ya que amplifican la señal 

de reconocimiento. Los experimentos se desarrollaron tal y como se describe 

en el apartado de Materiales y Métodos 3.13.2.  

Los resultados de esta aproximación no fueron satisfactorios, no observándose  

diferencias significativas en el reconocimiento de los pools de sueros positivos 

y los controles negativos en ninguno de los tres anticuerpos analizados (datos 

no mostrados). Por lo tanto, serían necesarios nuevos ensayos variando 

algunos parámetros de los experimentos, así como distintos tipos de muestras, 

para valorar la utilidad diagnóstica de los anticuerpos producidos en la 

presente Tesis. 
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4.8. Inmunolocalización de proteínas objeto de estudio en cortes 

histológicos de larvas L3i de Strongyloides stercoralis  

Con el objetivo de estudiar la localización de las proteínas 14.3.3 zeta, Ferritina 

1 y Proteasa aspártica 4, en larvas L3i de S. stercoralis, se llevaron a cabo 

ensayos de inmunofluorescencia en cortes de larvas de 1 µm de grosor. Las 

muestras se incubaron con los anticuerpos policlonales obtenidos previamente 

frente a dichas proteínas y se realizó un análisis por microscopía láser confocal 

(Apartado 3.14). 

Se utilizó el fluorocromo FITC, acoplado a anticuerpos secundarios anti-

inmunoglobulinas de conejo, de manera que la fluorescencia color verde 

corresponde a las proteínas objeto de estudio. Así mismo, se marcaron los 

núcleos celulares mediante tinción con DAPI, que marca DNA, y cuya 

fluorescencia es de color azul, que se utilizó tanto en los controles negativos 

como en las muestras incubadas con los anticuerpos. 

En los cortes incubados con sueros negativos (control) solamente se apreció 

fluorescencia azul correspondiente al DAPI, no apareciendo fluorescencia de 

color verde. Por el contrario, en todos los cortes incubados con los sueros que 

contenían los anticuerpos policlonales frente a las proteínas objeto de estudio, 

se detectó fluorescencia de color verde, lo que indicaba la detección de las 

proteínas analizadas en larvas L3i de S. stercoralis (Figuras 4.18, 4.19 y 4.20). 

En los tres ensayos se produjo reconocimiento por parte de los anticuerpos 

tanto en regiones localizadas en el interior de las larvas, como en la superficie 

de las mismas. Esto último puede indicar que se localizarían en la cutícula, 

facilitando su reconocimiento por parte del sistema inmunitario. En el caso 

concreto del suero anti-Proteasa aspártica 4, se detectaron acúmulos de 

proteína próximos a uno de los extremos de la larva, lo que puede sugerir su 

posible excreción/secreción al exterior. 
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Figura 4.18: Imágenes obtenidas mediante microscopía láser confocal sobre cortes de larvas de 
S. stercoralis. A) Control negativo. B) Corte de larva L3i incubado con suero anti-proteína 14-3-3 
zeta marcado con FITC. 

 

 

 

Figura 4.19: Imágenes obtenidas mediante microscopía laser confocal sobre cortes de larvas de 
S. stercoralis. A) Control negativo. B) Corte de larva L3i incubado con suero anti-proteína 
Proteasa aspártica 4 marcado con FITC. C) y D) Detalle del extremo de la larva incubada con el 
antisuero, donde se observa por separado el marcaje con DAPI (C), y el correspondiente a la 
proteína marcada con FITC (D). 
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Figura 4.20: Imágenes obtenidas mediante microscopía laser confocal sobre cortes de larvas de 
S. stercoralis. A) Control negativo. B) Corte de larva L3i incubado con suero anti-proteína 
Ferritina 1 marcado con FITC. 

4.9. Estudio morfológico mediante microscopía electrónica de barrido 

(SEM) de la superficie de larvas L3i de S. stercoralis 

En el presente trabajo, además del estudio de los transcritos más abundantes 

en larvas L3i de S. stercoralis, y de la caracterización de algunas de sus 

proteínas, también se ha querido hacer una contribución para mejorar el 

conocimiento morfológico de dichas larvas. 

Se realizaron fotografías con microscopio electrónico de barrido de larvas 

enteras recuperadas de muestras de pacientes mediante cultivo en placa de 

agar, a las que se  trató mediante el proceso de punto crítico  para su posterior 

observación, tal y como se indicó en el apartado 3.15.1 de Materiales y 

Métodos. 

En la figura 4.21 se muestra una fotografía de una larva completa, en la que se 

indican sus extremos anterior y posterior, y donde se aprecia su forma y 

tamaño.  
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Figura 4.21: Fotografía obtenida mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) de la larva 
completa L3i de S. stercoralis. La flecha fina indica el extremo anterior y la gruesa el posterior. La 
flecha roja marca la posición donde se sitúa el fasmidio. 

De esta manera se pudieron apreciar detalles de la cutícula de la larva, tales 

como la suave estriación transversal (Figura 4.22. F), así como los campos 

laterales, que recorren lateralmente ambos lados de la larva y constituyen el 

punto de anclaje de la musculatura en los nematodos (Figura 4.22. E). 

En la región cefálica se aprecia una boca pequeña, tipo poro. Además se 

observaron las papilas cefálicas, subdsorsales y subventrales, todas ellas de 

reducido tamaño y situadas a ambos lados de la cavidad bucal. Estás papilas 

tienen funciones receptoras (Figura 4.22. A, B). 

En el tercio posterior, se pudieron apreciar con detalle los fasmidios (Figura 

4.22. D), órganos pares situados en los campos laterales, característicos del 

grupo Phasmidia. A los fasmidios también se les atribuyen funciones 

receptoras.  

Finalmente, se pudo apreciar el extremo posterior, con la característica 

terminación tetrafurcada en la punta (Figura 4.22. C). 
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Figura 4.22: Fotografías obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) de la 
superficie de larvas L3i de S. stercoralis. A-B) Extremo anterior de la larva, donde se aprecia en 
detalle la cavidad bucal y las papilas. C) Detalle del extremo posterior truncado D) Fasmidio. E) 
Campos laterales. F) Estriación de la cutícula. 
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El parásito S. stercoralis tiene la capacidad de establecer un ciclo autoinfectivo 

en su hospedador, lo cual unido a la escasa sintomatología asociada a la 

parasitosis, desemboca en una enfermedad crónica. Si no se lleva a cabo un 

diagnóstico precoz y el subsecuente tratamiento, el curso de la enfermedad 

puede complicarse poniendo en riesgo la vida de quien la padece.  

Se estima que este parásito afecta entre 30 y 100 millones de personas en 

todo el mundo, pero esta cifra se considera infraestimada ya que, como se 

mencionó anteriormente, las técnicas diagnósticas utilizadas en la mayoría de 

los estudios epidemiológicos sobre geohelmintiasis presentan baja sensibilidad 

para Strongyloides spp. (Bisoffi et al., 2013). Además, la escasez de 

sintomatología asociada a la presencia del parásito favorece que muchos casos 

pasen desapercibidos y no sean diagnosticados, ya que en las regiones donde 

esta enfermedad es endémica, habitualmente el acceso al sistema sanitario es 

difícil para la población general. Todo ello conduce al desconocimiento del 

alcance real de esta parasitosis, convirtiéndola en una enfermedad olvidada 

estrechamente asociada a situaciones de pobreza donde las condiciones 

higiénico-sanitarias son deficientes y permiten la conservación del ciclo 

infectivo del parásito. El desarrollo de sistemas de diagnóstico rápido de la 

estrongiloidiasis, que sean sencillos de utilizar y económicos, resultaría de gran 

utilidad para poner de manifiesto la situación real de la enfermedad, 

proporcionar el tratamiento adecuado a quien la padezca y, de esta manera 

reducir el número de casos. 

La distribución del parásito, pese a estar principalmente restringida a regiones 

con clima tropical y subtropical, también puede ampliarse a zonas templadas 

donde las condiciones higiénico-sanitarias permitan la perpetuación de su ciclo 

vital e infectivo. Tal es el caso de la Comarca de La Safor valenciana, lugar 

considerado foco de parasitación endémica desde que se confirmaran los 

primeros casos en el siglo XIX. Aunque actualmente no se producen nuevas 

infecciones en esta zona (Martínez-Pérez & López-Vélez, 2015), sí que existen 

todavía casos no diagnosticados de estrongiloidiasis crónica asociados a 

infecciones que se produjeron años atrás.  
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Hoy en día la mayoría de los casos que se diagnostican en nuestro país 

corresponden a infecciones producidas en otros países endémicos, bien de 

personas oriundas de dichos países y que actualmente residen en España, bien 

de españoles que han viajado o residido temporalmente en estos países 

(Ramírez-Olivencia et al., 2014). En el estudio de Ramos et al. (2015), realizado 

en el Hospital General Universitario de Alicante, se analizó la prevalencia de 

algunas enfermedades parasitarias y víricas en 180 inmigrantes 

latinoamericanos residentes en España, y se determinó que el 26,8% de los 

pacientes analizados eran positivos a S. stercoralis. Similares fueron los 

resultados hallados por Cabezas-Fernández et al. (2015), del Hospital de 

Poniente en Almería, que encontraron un 23% de casos positivos en los 1384 

pacientes analizados procedentes de distintos países, siendo la mayoría de los 

positivos nativos de regiones subsaharianas. Por lo tanto, pese a que en 

nuestro país ya no se produzcan nuevos casos autóctonos de infección por S. 

stercoralis, la enfermedad sigue presente. Es muy importante tener este hecho 

en cuenta, especialmente en aquellas personas que vayan a ser sometidas a 

tratamientos inmunosupresores y en cuyo historial clínico aparezca eosinofília 

y hayan viajado o residido en zonas endémicas.  

Para la realización de los experimentos incluidos en esta Tesis se ha requerido 

tanto de sueros como de larvas L3i del parásito, procedentes de muestras de 

heces, de enfermos crónicos de La Safor, gentilmente facilitadas por centros 

hospitalarios localizados en estos antiguos focos de endemia. 

Como se comentó en el apartado de Introducción, existe una amplia gama de 

técnicas diagnósticas para esta enfermedad, pero en la actualidad aún no hay 

ningún gold standard en el diagnóstico. Las técnicas parasitológicas son las que 

muestran mejores resultados en cuanto a especificidad principalmente, pero 

presentan el inconveniente de ser técnicas laboriosas de realizar y precisar de 

personal cualificado para la identificación de las larvas, mientras que las 

inmunológicas, a pesar de ser más sensibles que las parasitológicas, presentan 

algunos problemas tales como la reactividad cruzada con otras helmintiasis. Es 

por ello que se necesita identificar nuevas moléculas del parásito para el 
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desarrollo de técnicas sencillas más sensibles y específicas que ayuden a 

obtener un diagnóstico temprano de la estrongiloidiasis. 

Actualmente aún no se ha publicado la secuenciación del genoma completo de 

S. stercoralis, y la información sobre el proteoma es aún muy escasa. En los 

trabajos llevados a cabo por Mitreva et al. (2004) se analizaron 10921 ESTs de 

las fases larvarias L1r y L3i de S. stercoralis y se compararon con las fases 

homólogas del nematodo de vida libre C. elegans. Posteriormente, 

Ramanathan et al. (2011) realizaron un estudio en esta misma línea 

comparando mediante microarrays de RNA la expresión diferencial de genes 

entre la L1r y la L3i de S. stercoralis, identificando 935 genes expresados de 

forma diferencial entre ambos estadios larvarios. La presente Tesis parte de los 

datos obtenidos del estudio del transcriptoma de la fase L3i del parásito 

llevados a cabo por Marcilla et al. (2012), donde se identificaron un total de 

8037 proteínas putativas. Todos estos trabajos son muy valiosos para poner de 

manifiesto proteínas que puedan resultar empleadas como dianas 

terapéuticas, diagnósticas o moléculas útiles para el desarrollo de vacunas. 

Como se comentó, el objetivo principal de la presente Tesis Doctoral fue el de 

identificar y caracterizar proteínas de larvas L3i de S. stercoralis que pudieran 

ser utilizadas para mejorar el diagnóstico actual de la enfermedad en sus fases 

aguda y crónica. De modo que, teniendo en cuenta estos estudios y el hecho 

de que las secuencias de proteínas de las que se dispone en base de datos son 

aún muy escasas, se decidió realizar un análisis más detallado de algunas de las 

proteínas correspondientes a los mRNAs más abundantes en el transcriptoma 

de larvas L3i del parásito. La selección de proteínas contempló además que 

hubieran sido previamente identificadas en productos de E/S o en la superficie 

de otros helmintos parásitos o incluso de S. stercoralis. Se prestó especial 

atención a aquellas proteínas cuya secuencia no mostrara elevada homología 

con las secuencias depositadas en base de datos de otros nematodos parásitos 

para evitar reactividad cruzada entre especies.  

A partir de las secuencias obtenidas en el estudio del transcriptoma de la L3i se 

clonaron fragmentos génicos codificantes para las proteínas seleccionadas con 
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el fin de probar su reactividad frente a asueros de personas infectadas con S. 

stercoralis. Además, se obtuvieron anticuerpos policlonales frente a estos 

fragmentos proteicos para valorar su capacidad de reconocer antígenos del 

parásito en muestras de suero de pacientes con estrongiloidiasis, así como 

para llevar a cabo ensayos de inmunolocalización en cortes de larvas de estas 

proteínas. 

Con el mismo fin de búsqueda de moléculas útiles en diagnóstico, también se 

trabajó con péptidos sintéticos diseñados a partir de secuencias aminoacídicas 

deducidas de proteínas que habían sido identificadas como antigénicas en 

enfermos de estrongiloidiasis en estudios previos (Pérez-García, 2010). 

5.1. Sobre el análisis de proteínas de la larva L3i de S. stercoralis para 

su producción como proteínas recombinantes 

Uno de los objetivos del presente trabajo fue el de identificar y caracterizar 

proteínas de larvas L3i de S. stercoralis que pudieran ser útiles en el desarrollo 

de un sistema de diagnóstico rápido para la estrongiloidiasis. 

Como se comentó anteriormente, los antígenos de superficie y los presentes 

en los productos de E/S de parásitos han demostrado ser de gran utilidad en el 

desarrollo de nuevas técnicas serológicas para el diagnóstico de 

enfermedades. El problema estriba en la dificultad de obtención de estas 

proteínas en cantidad suficiente, ya que en muchas ocasiones, y en nuestro 

caso en particular, el acceso al material parasitario es limitado y el 

mantenimiento de ciclos infectivos en el laboratorio resulta muy dificultoso y 

costoso. Por esta razón, la obtención de proteínas recombinantes es de gran 

utilidad, permitiendo la caracterización de moléculas del parásito que pueden 

ser útiles para diagnóstico, tratamiento y vacunación (Marcilla et al., 2007; 

Higón et al., 2008; Rodríguez-Mahillo et al., 2008; Hu et al., 2009; Edaye et al., 

2015, Wang et al., 2014). En los últimos años, los ensayos con proteínas 

recombinantes han demostrado ser muy útiles para el diagnóstico tanto de S. 

stercoralis (Ravi et al., 2002; Ramanathan et al., 2008), como de otras 
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helmintiasis (Gonzales et al., 2013; Jawaharlal et al, 2014; Liu et al., 2015; 

Rahman et al., 2014; Saenseeha et al., 2014). 

En el caso concreto de S. stercoralis son pocas las proteínas tanto de superficie 

como de E/S que han sido caracterizadas, probablemente debido a la dificultad 

en obtener un número suficiente de ejemplares para su estudio en el 

laboratorio. Es por ello que el trabajo que se ha realizado en la presente Tesis 

constituye una importante contribución a la mejora del conocimiento 

proteómico de este helminto. 

En nuestro estudio se ha trabajado con proteínas de la larva L3i, ya que esta es 

la forma infectiva del parásito, tanto en primoinfecciones a través de la piel del 

hospedador como en autoinfección, traspasando las paredes intestinales hasta 

alcanzar el torrente sanguíneo. Debido a la migración sistémica que 

experimenta esta larva, se genera una reacción inmunitaria que, como se 

indicó en el apartado 1.3, se caracteriza por la liberación de citoquinas y la 

producción de eosinófilos y anticuerpos específicos de isotipos IgG, IgA, IgE e 

IgM. El isotipo IgG es el mayoritario en el suero de las personas infectadas, por 

lo que la mayoría de los métodos diagnósticos están basados en la detección 

de esta inmunoglobulina frente a antígenos de la larva (Marcos et al., 2011; 

Bosqui et al., 2015). Siguiendo esta línea, en el presente trabajo, se ha optado 

por trabajar con proteínas de larvas L3i para la detección de IgG. El isotipo IgA 

es el segundo más frecuente en suero, siendo el mayoritario en superficie y 

secreciones de la mucosa, por lo que podría ser una alternativa en futuros 

estudios (Levenhagen & Costa-Cruz, 2014; Bosqui et al., 2015). 

A partir de los datos obtenidos del análisis del transcriptoma de larvas L3i 

llevado a cabo por Marcilla et al. (2012), se realizó un análisis bioinformático 

de las secuencias nucleotídicas para seleccionar aquellas que pudieran estar 

más representadas en la fase larvaria, pero que no presentaran un alto grado 

de homología con las de otros helmintos parásitos. Entre los 50 transcritos más 

abundantes se encontraron los mRNAs correspondientes a algunas proteínas 

previamente identificadas como antigénicas frente a sueros de pacientes con 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bosqui%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26238982
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estrongiloidiasis crónica en estudios anteriores (Pérez García, 2010). Tal es el 

caso de la proteína HSP70, que también ha sido identificada en los productos 

de E/S en otros helmintos parásitos (Higón et al., 2008; Oleaga et al., 2009), asi 

como formando parte del tegumento de estos (Higón et al., 2008; Pérez-

Sánchez et al., 2008). Sin embargo, esta proteína fue descartada para nuestro 

estudio debido a su alta homología con la HSP70 de otras especies de 

nematodos (Wang et al., 2009; Zhang et al., 2013). Otra molécula encontrada 

entre los transcritos más abundantes de la larva L3i fue la Paramiosina, 

proteína citoesquelética que había sido identificada en la superficie de S. 

stercoralis por Marcilla et al. (2010), como también lo ha sido en la superficie 

de otros helmintos como Schistosoma sp, (Gobert & McManus, 2005; Pérez-

Sánchez et al., 2008), así como en productos de E/S de Echinostoma friedi 

(Bernal et al., 2006). Al igual que en el caso de la HSP70, la Paramiosina fue 

descartada para el presente estudio por su elevada semejanza con las 

secuencias de esta proteína depositadas en las bases de datos 

correspondientes a otros nematodos. 

Gracias a las herramientas bioinformáticas disponibles, se pudo realizar un 

análisis más detallado de los fragmentos génicos codificantes para las 

proteínas de S. stercoralis que nos permitiera seleccionar las más adecuadas 

para nuestro estudio. Mediante el estudio del perfil hidrofóbico así como de 

los dominios más antigénicos, se pudo determinar qué fragmentos proteícos 

poseían un perfil marcadamente antigénico a lo largo de toda su secuencia. 

Con todos estos datos se decidió clonar  las secuencias codificantes para 

amplificar fragmentos de las proteínas siguientes: Antígeno principal-major 

antigen, Trehalasa, Troponina T, 14-3-3 zeta, Catepsina L, Aminopeptidasa 

sensible a puromicina, Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4. 

El mRNA de la proteína denominada Antígeno principal-major antigen, 

presentó el mayor número de copias tras el análisis del transcriptoma de las 

larvas de L3i de S. stercoralis, y fue identificada como tal proteína por su 

homología con las secuencias depositadas en las bases de datos tanto de 

Ascaris suum (Wang et al., 2011), como de T. canis (Zhu et al., 2015). Además 
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también se observó homología de secuencia con la proteína Lin-5, identificada 

en nematodos de vida libre del género Caenorhabditis, y considerada como un 

componente esencial del huso mitótico y necesaria para la correcta replicación 

celular (Lorson et al., 2000).  

La Troponina T es una de las tres subunidades proteicas que constituyen el 

complejo de la troponina, el cual se une a la Tropomiosina permitiendo la 

interacción de la Miosina y la Actina y por tanto la contracción muscular. En los 

trabajos de van Balkom et al. (2005), se identificó la Troponina T en la fracción 

proteica no tegumentaria de adultos de Schistosoma mansoni. Esta localización 

se confirmó en los estudios llevados a cabo por Ludolf et al. (2014), en los que 

también se demostró la capacidad antigénica de esta proteína y su posible uso 

para el diagnóstico de esquistosomiasis, ya que en estos ensayos la Troponina 

T reaccionó únicamente con pools de sueros de pacientes infectados por el 

parásito. Mayta et al. (2009) clonaron un antígeno de 42 kDa con un dominio 

semejante al de la Troponina T que se comprobó era exclusivo de la fase de 

oncosfera de Taenia solium, aunque no obtuvieron buenos resultados en el 

uso de este antígeno en diagnóstico de la cisticercosis/teniasis humana. Esta 

molécula también ha sido identificada como alérgena en nematodos 

(Fitzsimmons et al., 2014). No obstante, existen pocos estudios acerca de la 

utilidad de la Troponina T en imunodiagnóstico, por lo que es interesante 

ahondar más en el conocimiento y utilidad de esta proteína, no solo como 

diana diagnóstica, sino también para el desarrollo de vacunas. En esta línea, 

Wang et al. (2014), clonaron y expresaron el gen de la Troponina T de 

Schistosoma japonicum, demostrando la capacidad de esta molécula de inducir 

inmunidad parcial en ratones. 

Otras proteínas estructurales responsables de la contracción muscular como 

Actina, Tropomiosiona y Miosina han sido identificadas en el tegumento de S. 

stercoralis (Marcilla et al., 2010), así como en el de otros helmintos como 

Schistosoma bovis (Pérez-Sánchez et al., 2008), S. mansoni (MacGregor & 

Shore, 1990) y S. japonicum (Mulvenna et al., 2010). Así mismo, la 

Tropomiosina es uno de los alérgenos bien caracterizados presentes en 
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nematodos (Fitzsimmons et al., 2014). En trabajos anteriores de nuestro grupo 

de investigación la Tropomiosina fue clonada y expresada para su uso en 

diagnóstico de estrongiloidiasis, comprobándose su eficacia en el 

reconocimiento de pools de sueros de pacientes infectados por S. stercoralis 

(Pérez-García, 2010). 

En el caso de la proteína 14-3-3, ésta ha sido identificada previamente en 

larvas L3i de S. stercoralis y caracterizada como una proteína de superficie 

(Marcilla et al., 2010). La 14-3-3 pertenece a una familia de proteínas bastante 

conservadas y presentes en todos los organismos eucariotas. Estas proteínas 

están implicadas en multitud de procesos celulares tales como la transducción 

de señal, apoptosis, respuesta frente al estrés o en la organización del 

citoesqueleto (Hermeking & Benzinger, 2006). Además, la 14-3-3 ha sido 

identificada en el tegumento de Echinococcus multilocularis (Siles-Lucas et al., 

1998), S. mansoni (Schechtman et al., 2001) y S. bovis (Pérez-Sánchez et al., 

2008), así como en material de E/S de numerosos parásitos, entre los que se 

encuentran Echinococcus granulosus (Siles-Lucas et al., 2000), S. mansoni (van 

Hellemond et al., 2007), S. japonicum (Liu et al., 2009), Ancylostoma caninum 

(Mulvenna et al., 2009) y A. suum (Wang, T.et al., 2013). Es por todo ello, que 

la 14-3-3, pese a ser una proteína conservada entre especies, resulta una 

candidata muy interesante para un estudio más detallado en S. stercoralis, 

debido a su importancia en multitud de procesos celulares y su localización 

tegumentaria en la L3i de este parásito. 

La Ferritina es una proteína citosólica encargada del almacenamiento de hierro 

y juega un importante papel en el mantenimiento del balance intracelular del 

mismo. Pese a ser una proteína intracelular se ha demostrado su presencia en 

el secretoma de Opistorchis felineus (L´vova et al., 2014), y en materiales de 

E/S de Angiostrongylus cantonensis (Morassutti et al., 2012). Además, estudios 

recientes han demostrado la existencia de Ferritina en vesículas de secreción, 

denominadas exosomas en trematodos (Marcilla et al., 2012a), lo que puede 

explicar la presencia de algunas proteínas no superficiales, como la Ferritina, 

en la interfase parásito-hospedador. Precisamente el descubrimiento de los 
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exosomas en 1983, se realizó con el receptor de Ferritina en reticulocitos 

(Johnstone et al., 2005). Se han caracterizado Ferritinas de S. mansoni (Dietzel 

et al., 1992), S. japonicum (Glanfield et al., 2007), Paragonimus westermani 

(Kim et al., 2002), Taenia saginata (Benítez et al., 1996), Echinococcus 

granulosus (Ersfeld & Craig, 1995), Clonorchis sinensis (Tang et al, 2006) y F. 

hepatica (Cabán-Hernández et al., 2012). Además, se ha demostrado la 

inmunogenicidad de esta proteína, y se han desarrollado ensayos de 

inmunodiagnóstico utilizando Ferritina recombinante. Tal es el caso de los 

trabajos llevados a cabo por Cabán-Hernández et al. (2014), en los que se ha 

utilizado una Ferritina recombinante de F. hepatica (FhFth-1) en ELISA, 

obteniéndose un 96,6 % de sensibilidad y 95,7% de especificidad frente a 

fascioliasis. Liu et al. (2012) llevaron a cabo ensayos de inmunoprotección 

utilizando una proteína recombinante de Ferritina de E. multilocularis, 

logrando una inmunidad parcial en ratones frente a esta enfermedad. 

 

En el proceso de selección de moléculas candidatas llevado a cabo en la 

presente Tesis, también se prestó especial atención a aquellas proteínas que 

tuvieran función enzimática o que pudieran ser importantes en el metabolismo 

del parásito por el interés que pueden tener no solo como dianas diagnósticas, 

sino también terapéuticas o incluso para ensayos de inmunización y desarrollo 

de vacunas. Tal es el caso de las proteínas Trehalasa, Catepsina L, Proteasa 

aspártica 4 y Aminopeptidasa sensible a puromicina. 

La Catepsina L es una cisteína-proteasa incluida en la familia de las catepsinas, 

las cuales son proteínas lisosomales presentes en una amplia gama de 

organismos, desde bacterias a vertebrados. En mamíferos están presentes en 

todos los tipos celulares (Bond & Butler, 1987), estando demostrada su función 

como enzimas intracelulares implicadas en la degradación de proteínas en el 

interior de los lisosomas (Britton & Murray, 2002). Las cisteína-proteasas 

parasitarias están asociadas con la patogenicidad de estos organismos, la 

captación de nutrientes del hospedador, la penetración tisular y la evasión del 

sistema inmunitario (Sajid & McKerrow, 2002). Por ello, estas proteasas son 
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consideradas buenas dianas para el control de las enfermedades parasitarias, 

así como para su uso en técnicas de inmunodiagnóstico. Santana et al., (2013), 

han obtenido excelentes resultados utilizando la Catepsina L de F. hepatica en 

ensayos de ELISA para diagnóstico de fascioliasis. Con este mismo fin, se ha 

caracterizado la Catepsina L de algunos helmintos parásitos como C. sinensis (Li 

et al., 2012), Taenia pisiformis (Wang, Q. et al., 2013), Strongylus vulgaris 

(Ultaigh et al., 2009) y E. multilocularis (Sako et al., 2007). Además, se ha 

identificado Catepsina L en productos de E/S de F. hepatica (Jefferies et al., 

2001), y recientemente Sansri et al. (2015) han llevado a cabo ensayos de 

vacunación en ratones con una Catepsina L recombinante de F. gigantica, 

obteniendo resultados prometedores. 

La Trehalasa es una enzima encargada de hidrolizar el disacárido trehalosa en 

las dos moléculas de glucosa que lo forman. En nematodos, la trehalosa no 

solo tiene una función como fuente energética, sino que también es 

importante en la supervivencia siendo indispensable para completar el ciclo de 

vida en algunas especies (Behm, 1997; Dmitryjuk & Zoltowska, 2004). La 

presencia de Trehalasa ha sido demostrada en numerosos helmintos parásitos 

como A. suum (Gentner & Castro, 1974) en adultos de Haemonchus contortus 

y Bunostomum trigonocephalum (Gupta & Trivedi, 1986), en adultos y estados 

larvarios de Trichinella spiralis (Castro & Roy, 1974), en Brugia malayi y O. 

volvulus (Pellerone et al., 2003), en larvas L3 y L4 de A. simplex (Lopienska-

Biernat et al., 2007), y en Hysterothylacium aduncum (Zoltowska et al., 2002). 

En A. suum, helminto donde más se ha estudiado esta enzima, se ha 

confirmado su presencia en todos los tejidos del parásito, excepto en la 

hemolinfa (Fukushima, 1967). En los trabajos de Lopienska-Biernat et al. 

(2007), se demostró que la presencia de la Trehalasa era mayor en larvas L3 

que en larvas L4 de A. simplex, lo que indica que esta enzima puede participar 

en la toma de azúcares del hospedador a través de la cutícula del parásito.  

 

Las proteasas aspárticas son un grupo de enzimas proteolíticas, que incluyen 

pepsinas, reninas, catepsinas (D y E) y quimiosinas, y que están presentes en 
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multitud de organismos, desde retrovirus hasta humanos (Szecsi, 1992). Todas 

las proteasas aspárticas se caracterizan por la presencia de un residuo del 

aminoácido ácido aspártico en el sitio activo de la enzima. Se ha demostrado, 

que las proteasas aspárticas de parásitos son capaces de digerir la 

hemoglobina de su hospedador, proteínas del suero, así como macromoléculas 

de la epidermis, por lo tanto deben ser importantes en la penetración activa de 

éstos a través de la piel del hospedador. Este hecho, hace que sean 

consideradas buenos antígenos para el desarrollo de vacunas frente a 

helmintos y excelentes dianas para el tratamiento de las enfermedades 

parasitarias (Loukas, 2005; Hotez et al., 2010). Se han caracterizado proteasas 

aspárticas de algunos helmintos como A. caninum (Harrop et al., 1996), H. 

contortus (Longbottom et al., 1997), O. volvulus (Jolodar & Miller, 1997), la 

Catepsina D de C. elegans (Tcherepanova et al., 2000), O. viverrini (Suttiprapa 

et al., 2009), Uncinaria stenocephala (Wasyl et al., 2013) y de S. stercoralis 

(Gallego et al., 1998). Además también se han identificado proteasas en 

productos de E/S de otros helmintos parásitos como O. felineus (L`vova et al., 

2014 y A. caninum (Mulvenna et al., 2009;). 

 

Las aminopeptidasas son enzimas proteolíticas que hidrolizan aminoácidos 

aminoterminales de las proteínas produciendo péptidos más pequeños y 

aminoácidos libres. Están presentes en una gran variedad de seres vivos, desde 

plantas a mamíferos, y se localizan tanto en el interior de orgánulos como en 

citoplasma e incluso formando parte de las membranas celulares. En helmintos 

se han identificado algunos tipos de aminopeptidasas en materiales de E/S, 

procedentes de oncosferas de T. saginata (White et al., 1996), en F. hepatica 

(Costa et al., 1998), B. malayi (Hewitson et al., 2008) y O. felineus (L'vova et al., 

2014). Además, se ha demostrado que algunas aminopeptidasas, como la 

Leucina aminopeptidasa (LAP) de F. hepatica son altamente inmunogénicas. 

Precisamente, la proteína recombinante LAP de F. hepatica mostró una fuerte 

reacción frente a sueros de pacientes con fascioliasis, lo cual sugiere que este 

tipo de proteínas pueden resultar útiles en diagnóstico de enfermedades 

parasitarias (Marcilla et al., 2008). Como se comentó en resultados, la proteína 
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recombinante presentó escasa solubilidad, acumulándose en cuerpos de 

inclusión en E. coli. Precisamente esta característica podría ser ventajosa en 

ensayos de vacunación, como muy recientemente se ha descrito para una 

aminopeptidasa de F. hepatica (Rivera & Espino, 2016). 

5.2 Sobre el uso de proteínas recombinantes para el desarrollo de 

nuevos sistemas diagnósticos 

Una vez analizadas y seleccionadas las secuencias de RNA de los transcritos 

más abundantes en la larva L3i, se clonaron los fragmentos de DNA 

codificantes para las proteínas mencionadas en el vector de expresión 

correspondiente. Ello permitió en primer lugar confirmar las secuencias 

completas para los fragmentos clonados y depositarlas en bases de datos tal y 

como se indica en el apartado de Resultados.  

Posteriormente a la transformación de las bacterias con las construcciones 

plasmídicas, se indujo su expresión en distintas cepas de E. coli obteniéndose 

resultados similares de expresión en todas las cepas bacterianas empleadas tal 

y como se explica en el apartado de Resultados. Se logró obtener con éxito 

fragmentos de 5 de estas proteínas de forma recombinante: Antígeno 

principal-major antigen, 14-3-3 zeta, Aminopeptidasa sensible a puromicina, 

Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4, mientras que no se consiguió que el resto de 

proteínas clonadas fueran producidas por las bacterias en cantidad suficiente 

para su posterior purificación. En este último caso, se probaron diferentes 

condiciones de inducción de la producción de las proteínas (temperatura, 

concentración IPTG, tiempos de incubación del cultivo de bacterias), pero no 

se logró que fueran producidas en cantidad suficiente. Esto pudo deberse a 

que las proteínas resultaran tóxicas para las bacterias o bien que fuesen 

inestables al ser sintetizadas (Guevara-Hernández et al., 2013). En un futuro se 

podría intentar clonar estas proteínas utilizando otro tipo de vector o bien 

recurrir a diferentes sistemas de expresión de proteínas como levaduras, 

células de insecto o células de mamífero. En cualquier caso, disponíamos de 5 
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proteínas recombinantes para determinar su utilidad para el desarrollo de un 

test diagnóstico rápido para la estrongiloidiasis. 

Para ensayar los 5 fragmentos proteícos expresados se utilizó una batería de 

sueros pertenecientes a pacientes positivos a la enfermedad y que habían sido 

diagnosticados mediante cultivo en placa de agar en los centros hospitalarios 

que gentilmente facilitaron los sueros. En primer lugar, se llevaron a cabo 

ensayos preliminares de Slot blot, y posteriormente ensayos ELISA y Western 

blot (Apartado 4.6), para evaluar la capacidad antigénica de las proteínas 

recombinantes frente a pools de sueros de pacientes positivos y negativos a la 

enfermedad, todos ellos de personas residentes en la comarca de La Safor. Se 

realizaron ensayos a concentraciones crecientes de las proteínas 

recombinantes obtenidas, así como utilizando diferentes diluciones tanto de 

anticuerpo primario como secundario. A pesar de todos los esfuerzos 

realizados, en ningún caso se obtuvieron diferencias estadísticamente 

significativas respecto al reconocimiento de los pools sueros de pacientes 

sanos y frente a los obtenidos de enfermos, y eso para todas las proteínas 

recombinantes analizadas. De hecho, la señal obtenida fue bastante leve, lo 

que parece indicar baja antigenicidad por parte de las proteínas recombinantes 

testadas en nuestros ensayos. Esto puede ser debido a que las regiones de las 

proteínas recombinantes obtenidas en el laboratorio no generen una reacción 

inmunológica fuerte al enfrentarlas con sueros de pacientes crónicos por ser 

poco reconocidas en esta fase de la enfermedad. Los sueros con los que se ha 

trabajado correspondían a pacientes crónicos con infecciones antiguas, lo cual 

puede implicar un descenso en la concentración de anticuerpos y por tanto 

respuestas inmunitarias débiles frente a antígenos de la fase larvaria del 

parásito. Esto deja abierta su posible aplicabilidad al análisis de personas con 

infecciones agudas. 

A pesar de no haber obtenido buenos resultados respecto a la utilidad 

diagnóstica de las proteínas recombinantes obtenidas frente a sueros de 

pacientes con estrongiloidiasis, éstas podrían ser útiles con otros fines, tales 
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como ser dianas de tratamiento, o incluso para generar protección frente a la 

infección por este helminto.  

En este contexto, experimentos realizados sobre la adquisición de inmunidad a 

la infección por S. stercoralis en ratones, se ha comprobado que la 

inmunización con larvas L3i ofrece un alto grado de protección frente a nuevas 

infecciones (Abraham et al. 1995). En otros estudios se han utilizado antígenos 

concretos, bien de S. ratti (Nouir et al., 2012), bien de S. stercoralis (Herbert et 

al., 2002; Abraham et al. 2011), para inmunizar a los ratones, obteniéndose 

también buenos resultados en ambos casos. Ello apoya su posible utilidad en el 

desarrollo de nuevas vacunas frente a la estrongiloidiasis. Tal sería el caso de la 

proteína 14-3-3, que ha sido descrita como inmunogénica, y de localización 

tegumentaria en larvas L3i (Marcilla et al., 2010). Los estudios de 

inmunolocalización llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral confirman su 

ubicación en la superficie de larvas L3i del parásito (Figura 4.18). Además de S. 

stercoralis, esta proteína se ha documentado en otros parásitos cercanos 

evolutivamente (Wang, T. et al., 2013), y muestra un alto grado de homología 

entre diferentes especies, ya que pertenece a un grupo de proteínas altamente 

conservadas. Por lo tanto, en este caso no solo podría ser buena candidata 

para su uso en inmunoprotección frente a la infección por S. stercoralis, sino 

también frente a nematodos en general, tal y como ha ocurrido con antígenos 

de otros nematodos gastrointestinales (Mohamed-Fawzi et al., 2013).  

5.3. Sobre la utilidad diagnóstica de los péptidos sintéticos obtenidos a 

partir de proteínas inmunogénicas de larvas L3i 

Con el fin de identificar nuevas dianas diagnósticas frente a la estrongiloidiasis, 

otra de las aproximaciones que se ha abordado en esta Tesis consistió en el 

uso de péptidos sintéticos. Precisamente, uno de los inconvenientes del uso de 

proteínas de gran tamaño, especialmente en el diagnóstico de helmintiasis, es 

la posibilidad de que se produzcan reacciones cruzadas debido a la presencia 

de epítopos comunes en dichas moléculas. El uso de péptidos sintéticos de 
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menor tamaño puede ayudar a solventar este problema seleccionando tan 

solo las regiones más específicas y antigénicas de una proteína concreta del 

parásito. 

En los últimos años existe una tendencia creciente en el uso de péptidos 

sintéticos derivados de proteínas parasitarias como moléculas diagnósticas. La 

mayoría de los estudios llevados a cabo son relativos al diagnóstico de la 

cisticercosis/neurocisticercosis utilizando para ello péptidos derivados de 

proteínas, bien de fases adultas de T. saginata, (Ferrer et al., 2003), o de la 

fase larvaria de oncosfera (Fleury et al., 2003; Ferrer et al., 2005), o bien 

derivados de proteínas antigénicas del propio cisticerco (Hell et al., 2009). 

También se han realizado ensayos con péptidos sintéticos con fines 

diagnósticos en el caso de filariasis (Pandiaraja et al., 2010), de cestodos como 

E. granulosus (González-Sapienza et al., 2000), y de trematodos como S. 

mansoni (Noya et al., 1998; Oliveira et al., 2008) y F. gigantica (Jezek et al., 

2008). 

El uso de péptidos sintéticos también se ha aplicado en ensayos de 

inmunización para algunos helmintos como S. mansoni (Auriault et al., 1991; 

Noya et al., 2001) y A. costaricensis (Solano-Parada et al., 2010). 

A partir de las secuencias de proteínas que habían sido caracterizadas en 

nuestro laboratorio como antigénicas frente a sueros de pacientes positivos a 

estrongiloidiasis (Pérez-García, 2010), se sintetizaron un total de 9 péptidos 

(Tabla 3.3). Para ello se seleccionaron las zonas de la proteína que presentaran 

menor homología en su secuencia de aminoácidos con las de otros helmintos 

parásitos.  

Para evaluar la capacidad diagnóstica de los 9 péptidos se realizaron ensayos 

ELISA utilizando sueros de pacientes con estrongiloidiasis procedentes de la 

zona endémica de la Comunidad Valenciana. Se obtuvieron buenos resultados 

en cuanto a sensibilidad (hasta del 93,75%) con 2 de los péptidos, MET1 y 
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TRO1, ya que fueron los péptidos reconocidos por un mayor número de sueros 

y generaron respuestas más intensas.  

A tenor de estos buenos resultados, se evaluó la especificidad de los péptidos 

MET1 y TRO1 utilizando 61 sueros correspondientes a pacientes con otras 

helmintiasis, procedentes de otras zonas de endemia diferentes, y cedidos por 

el Servicio de Parasitología del Instituto de Salud Carlos III de Madrid. Dichos 

péptidos mostraron reactividad también con sueros de pacientes de 

esquistosomiasis. Una explicación que justifique la elevada reactividad cruzada 

entre ambas helmintiasis puede ser que al proceder estos pacientes de zonas 

tropicales y subtropicales donde ambos parásitos coexisten, estos pacientes 

hubieran padecido (o padeciesen en la actualidad) también estrongiloidiasis, y 

por tanto, presentaran anticuerpos frente a estos péptidos en el suero. 

Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Feliciano et al. (2014), 

quienes usaron péptidos fusionados a virus bacteriófagos para el diagnóstico 

de estrongiloidiasis humana, donde los 2 mejores péptidos presentaron 

valores de sensibilidad y especificidad del 85% y 77.5%, respectivamente. 

Dichos autores señalan como de gran importancia la capacidad de 

reconocimiento de estos péptidos por IgG de los pacientes y su posible uso 

como biomarcadores en ensayos diagnósticos de rutina (Feliciano et al., 2014). 

En este contexto, los péptidos MET1 (correspondiente a Metaloproteasa) y 

TRO1 (de Tropomiosina), podrían asimismo considerarse como potenciales 

biomarcadores de infección por S. stercoralis. Futuros estudios con mayor 

número de muestras, y no solo de suero, podrían confirmar esta posibilidad. 

5.4. Sobre la producción de anticuerpos policlonales y su utilización 

como herramienta diagnóstica  

Como abordaje complementario, otro de los objetivos de este trabajo fue el de  

explorar la posibilidad de generar nuevos sistemas de diagnóstico basados en 

la detección de antígenos en muestras biológicas. Para ello se obtuvieron 

anticuerpos policlonales en conejos frente a alguna de las proteínas 
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recombinantes obtenidas en el presente trabajo. Así se obtuvieron y 

purificaron anticuerpos policlonales frente a las proteínas recombinantes 14-3-

3 zeta, Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4.  

Dichos anticuerpos mostraron diferentes resultados en cuanto especificidad 

cuando fueron evaluados frente a lisados totales  de los helmintos parásitos F. 

hepatica, T. canis, y Anisakis sp. (Figura 4.17).  

Solo uno de los anticuerpos generados, el obtenido frente a la proteína 14-3-3 

zeta, reconoció una banda en lisados totales de proteínas de Anisakis sp., 

correspondiente probablemente a la proteína 14-3-3 de este parásito. No se 

dispone de la secuencia de esta proteína en Anisakis sp., pero sí que ha sido 

caracterizada en otros nematodos y, en todos ellos el peso de la proteína se 

sitúa en los 30 KDa aproximadamente. Por lo tanto, el anticuerpo policlonal 

generado contra el fragmento clonado de la proteína de S. stercoralis, no 

resultaría útil para su uso en diagnóstico cuando se sospeche infección por 

helmintos como Anisakis sp. Como se ha comentado anteriormente en este 

trabajo, la proteína 14-3-3 pertenece a una familia de proteínas bastante 

conservadas entre distintos organismos por lo que, probablemente, el 

anticuerpo policlonal producido en el presente trabajo reconoció algún 

epítopo común entre ambos nematodos. 

Por el contrario, los otros dos anticuerpos policlonales, anti-Ferritina 1 y anti-

Proteasa aspártica 4  no mostraron reactividad cruzada con ninguna de las 

proteínas de los parásitos analizados, siendo específicos para los fragmentos 

de proteínas recombinantes respectivos, lo que sugiere que los anticuerpos 

producidos frente a estas dos proteínas de larvas L3i de S. stercoralis podrían 

resultar útiles para el diagnóstico de la estrongiloidiasis.  

El no disponer de suficiente material parasitario de S. stercoralis nos ha 

impedido realizar nuevos estudios de sensibilidad con lisados del parásito, con 

la idea de la puesta a punto de un método diagnóstico basado en la detección 

de proteínas propias de larvas L3i, de una forma fiable y rápida en heces del 

paciente. Futuros ensayos nos permitirán abordar esta parte del estudio. 
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Como prueba de concepto, se realizaron ensayos preliminares tipo ELISA de 

captura de inmunocomplejos en suero utilizando dichos anticuerpos. Para ello 

se emplearon los mismos sueros de pacientes autóctonos que en 

experimentos previos (Apartado 3.2.2). Dichos ensayos se realizaron de 

manera similar a los descritos muy recientemente por Levenhagen et al. 

(2015), en los que utilizó una fracción de inmunoglobulinas frente a las 

proteína HSP60 de Strongyloides sp. Aunque los primeros resultados no han 

sido muy satisfactorios,  se espera mejorar dichos ensayos en un futuro 

cercano. Una vez se hayan puesto a punto en suero se podrán realizar ensayos 

con muestras fecales. 

5.5. Sobre la localización in situ en larvas L3i de las proteínas 

estudiadas  

Utilizando los anticuerpos policlonales generados en el presente trabajo se 

realizaron ensayos de inmunolocalización mediante microscopía láser confocal 

de las proteínas nativas 14.3.3, Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4, en cortes 

histológicos de larvas L3i de S. stercoralis. La localización de las proteínas en las 

larvas puede resultar muy interesante de cara a su uso en el desarrollo de 

sistemas diagnósticos o terapéuticos, ya que las proteínas ubicadas en la 

superficie del parásito resultan candidatas ideales para estos fines por su 

accesibilidad. Para ello se siguió el protocolo establecido en el laboratorio de 

Parasitología para este tipo de ensayos. En este contexto existen muy pocos 

trabajos publicados; de hecho en uno de estos estudios, Abraham et al. (2011) 

realizaron ensayos de inmunolocalización del antígeno de S. stercoralis Ss-IR, 

pero en este caso utilizaron larvas enteras y no cortes de las mismas. En 

nuestro caso se optó por realizar cortes para poder no solo analizar la 

superficie parasitaria, sino también comprobar si las proteínas estaban siendo 

producidas y exportadas desde regiones del interior de la larva. Como se indicó 

en el apartado 4.8, se pudo localizar las tres proteínas en los cortes de larvas 

L3i tanto en superficie como en estructuras internas de las mismas, 

confirmando la utilidad de los anticuerpos en este tipo de técnicas. 
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No existen estudios previos en la literatura sobre localización en cortes de 

larvas de S. stercoralis de ninguna de las proteínas con las que se ha trabajado 

en la presente Tesis Doctoral. No obstante, sí que existen algunos trabajos 

publicados sobre la localización de proteínas homólogas a las analizadas en la 

presente memoria en otros nematodos relacionados. La proteína mejor 

estudiada en este contexto es la 14-3-3, con la que se han llevado a cabo 

estudios previos de inmunolocalización en otros helmintos como C. sinensis, 

donde se determinó que estaba extensamente distribuida en el adulto, 

especialmente por la superficie parasitaria y la ventosa, así como en la pared 

de la metacercaria (Wang et al., 2012). Liu et al. (2003) llevaron a cabo ensayos 

de inmunolocalización de esta proteína en cercarias y adultos de S. japonicum, 

localizándola principalmente en tegumento, subtegumento, músculo y 

parénquima en ambas fases evolutivas. Similares fueron los resultados 

obtenidos por Schechtman et al. (2001), encontrando esta proteína igualmente 

distribuida en tegumento de adultos de S. mansoni, y también en el tracto 

reproductor femenino de este parásito. Todos estos estudios coinciden con los 

resultados obtenidos en la presente Tesis, ya que se confirmó la presencia de 

la proteína 14-3-3 en zonas tanto de la superficie como en regiones internas de 

la larva. 

Sobre la localización de proteasas aspárticas en vermes, Jolodar et al. (2004), 

realizaron ensayos de inmunolocalización de una Catepsina D, en los que se 

observó marcaje en el interior de lisosomas situados en la hipodermis y 

epitelio del intestino y tracto reproductor en O. volvulus. En ese mismo trabajo 

se demostró la presencia de esta proteasa en oocitos maduros mientras que 

en los oocitos inmaduros no hubo señal positiva. En nuestros experimentos se 

confirmó la presencia de la proteína Proteasa aspártica en larvas L3i de S. 

stercoralis, localizándose dicha proteína en el interior y en la superficie 

larvaria. Además, también aparecieron acúmulos de marcaje fluorescente 

correspondiente a la detección de la proteína en la región próxima a uno de los 

extremos de la larva, lo que sugiere que se podría estar liberando esta proteína 

al medio externo como productos de E/S. 
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No hay estudios publicados relativos a la localización de la Ferritina en 

helmintos, de modo que nuestros estudios, en los que se ha confirmado la 

presencia de la proteína en la larva L3i, son pioneros en este aspecto. 

Como se ha comentado a lo largo del presente trabajo, una de las principales 

dificultades con las que nos hemos enfrentado en el desarrollo de los 

experimentos, fue la de obtener suficiente material parasitario. Sería 

interesante llevar a cabo estudios comparativos sobre la localización de estas 

proteínas en distintas fases evolutivas del parásito. Del mismo modo, se podría 

también analizar los datos de expresión de genes obtenidos tanto de larvas L3i  

(Marcilla et al. 2012), como de otras fases evolutivas del parásito en 

colaboración con Viney et al., y compararlos con los datos de proteómica, y 

confirmar si finalmente existe correspondencia entre el número de copias de 

mRNA de los transcritos correspondientes con la presencia real de dichas 

proteínas en helmintos. 

5.6. Sobre el estudio morfológico de la superficie de la larva L3i 

Las técnicas de microscopía electrónica son una herramienta muy útil que no 

solo puede ayudarnos a conocer mejor la morfología externa (mediante 

barrido, o SEM), sino que además también es aplicable para estudios 

ultraestructurales (transmisión, TEM), e incluso para localizar las proteínas 

presentes en estructuras concretas (técnicas inmunohistoquímicas). 

Son escasos los trabajos publicados hasta la fecha en los que se hayan utilizado 

técnicas de microscopía electrónica de barrido (SEM) con el fin de estudiar la 

superficie y estructuras de S. stercoralis, tal vez debido a las dificultades tanto 

de obtención de materiales parasitarios, como de su manipulación (Arizono, 

1976; Sakamoto et al., 1981; Viney et al., 1990; Sato et al., 2007). Sato et al. 

(2008) utilizaron SEM para comparar la anatomía del estoma de la región 

apical en hembras adultas parásitas de 8 especies del género Strongyloides (S. 

robustus, S. callosciureus, S. planiceps, S. papillosus y S. myopotami, S. 

procyonis, S. martis y S. ransomi).  
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En otros trabajos se ha utilizado microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

para estudiar la penetración de larvas infectivas de S. ratti a través de la piel de 

su hospedador (Grove et al., 1987). Dionisio et al. (2000), utilizando también 

TEM, realizaron un estudio ultraestructural de larvas de S. stercoralis recién 

eclosionadas en el interior del intestino del hospedador. La técnica de TEM se 

ha utilizado también para la inmunolocalización de diversas proteínas 

marcadas en cortes ultrafinos de helmintos (Cohen et al., 2002; Bogitsh et al., 

2001). En este contexto, en cuanto se disponga de materiales parasitarios, se 

pretende realizar estudios utilizando TEM con los anticuerpos disponibles y 

marcados con oro coloidal, que pueden ayudar a realizar una localización 

ultraestructural de las proteínas de S. stercoralis con las que se ha trabajado en 

esta Tesis y, al igual que se mencionó en los ensayos de localización mediante 

microscopía láser confocal, podría compararse la producción y localización de 

las proteínas en diferentes fases del ciclo de vida del parásito.  

En nuestro conocimiento no se han publicado estudios de SEM sobre larvas L3i 

de S. stercoralis, consituyendo el presente trabajo la primera aportación de 

este tipo de estudios. En el caso de S. ratti, Sakura & Uga (2010), confirmaron 

mediante ensayos SEM como la larva L3s es capaz de penetrar la piel del 

hospedador muy rápidamente. 

Nuestros resultados mediante SEM han puesto de manifiesto que la técnica de 

preparación utilizada, mediante punto crítico, permite la adecuada 

preservación sin artefactos de las larvas L3 de S. stercoralis. Dicha técnica ya ha 

sido utilizada con éxito en estudios de larvas de otros nematodos como 

Meloidogyne incognita, confirmando su buena prestancia comparada con el 

uso de fijadores químicos como glutaraldehído, formaldehído, tanto solos o 

junto a alcoholes (Eisenback, 1986). 

Los ensayos realizados han permitido identificar las estructuras típicas 

presentes en los helmintos del grupo Phasmidia previamente puestas de 

manifiesto en otras especies relacionadas, así como la presencia de campos 

laterales y de papilas a lo largo de la superficie de las larvas L3.
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Primera: 

Se han producido péptidos sintéticos correspondientes a proteínas de S. 

stercoralis, donde dos de ellos TRO1 y MET1, correspondientes a regiones de 

las proteínas Tropomiosina y Metaloproteasa, respectivamente, pudieran 

tener utilidad en el diagnóstico de la estrongiloidiasis humana a partir de 

muestras de suero de pacientes. 

Segunda: 

Se ha confirmado la mayor abundancia de los mRNA codificantes para las 

proteínas Antígeno principal-major antigen, Trehalasa, 14-3-3 zeta, Catepsina L 

y Ferritina 1, en la fase larvaria L3i de S. stercoralis que en otras fases 

evolutivas del parásito. 

Tercera: 

Los fragmentos recombinantes producidos a partir de cinco de las proteínas de 

S. stercoralis correspondientes a los transcritos más abundantes: Antígeno 

principal-major antigen, 14-3-3 zeta, Aminopeptidasa sensible a puromicina, 

Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4, no han mostrado utilidad diagnóstica frente 

a la estrongiloidiasis humana en ensayos de detección de anticuerpos 

específicos en sueros de pacientes. 

Cuarta: 

Se han generado anticuerpos policlonales frente a dos de fragmentos 

proteicos, correspondientes a Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4, que han 

mostrado alta especificidad en ensayos inmunoenzimáticos,  por lo que 

podrían ser buenos candidatos para su uso en ensayos de detección de 

antígenos en pacientes de estrongiloidiasis. 
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Quinta: 

Se ha generado un tercer anticuerpo policlonal, frente a la proteína 14-3-3 

zeta, que ha mostrado reactividad cruzada con la proteína 14-3-3 de Anisakis 

sp., pudiendo presentar aplicabilidad para el diagnóstico de anisakiasis cuando 

la infección por S. stercoralis haya sido descartada. 

Sexta: 

Se han localizado las proteínas 14-3-3 zeta, Ferritina 1 y Proteasa aspártica 4 

en zonas próximas a la superficie y en estructuras del interior de larvas L3i de 

S. stercoralis utilizando los anticuerpos policlonales obtenidos. Dichos 

anticuerpos constituyen una buena herramienta para el estudio de dichas 

moléculas. 

Séptima: 

Se han realizado, que sepamos,  los primeros estudios de larvas L3i mediante 

microscopia electrónica de barrido, mostrando la utilidad de la técnica 

empleada para no alterar el material parasitario y permitir la identificación de 

estructuras características de las mismas. 
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