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Artículo de tesis 

Expresión de una proteína recombinante de toxoplasma 

gondii (SAG1) mediante un sistema procariota 

Yadira Cáceres Machado, Marbel Torres Arias1,2,* 

1 Universidad Internacional SEK, Facultad de Ciencias de la Salud, Maestría en Biomedicina. 

2 Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”, Departamento de Ciencias de la Vida y Agricultura, Laboratorio de Inmunología y 

Virología; Centro de Investigación de Nanociencia y Nanotecnología. 

* Autor de Correspondencia: marbel.torres@uisek.edu.ec; 

 

Resumen El toxoplasma gondii es un parásito intracelular, agente causal de la toxoplasmosis que es una enfermedad 

generalmente asintomática que ataca principalmente a inmunodeprimidos y mujeres embarazadas provocando graves 

consecuencias, este parásito contiene 5 proteínas principales, de las cuales, el antígeno de superficie 1 (SAG 1) constituye 

hasta el 5% del total de la proteína del T. gondii, y la mayoría de anticuerpos se reactivan contra SAG 1, por tanto es la 

proteína más inmunogénica, por lo cual, es un candidato idóneo de investigación para el desarrollo diagnóstico y 

preventivo, por lo tanto, se justifica la producción, purificación e identificación de la proteína recombinante SAG1, 

realizada después de la transfección genética de un plásmido en bacterias Escherichia coli. Finalmente, se obtuvo la 

presencia de la proteína recombinante SAG1 mediante western blot, proteína que podrá ser utilizada en un futuro para 

el diagnóstico o control mediante pruebas como ELISA o pruebas de inmunocromatografía. 

Palabras clave: Toxoplasma gondii, toxoplasmosis. proteínas recombinantes, SAG1, clonación  

Abstract: 

Toxoplasma gondii is an intracellular parasite, causative agent of toxoplasmosis which is a generally asymptomatic 

disease that mainly attacks immunocompromised and pregnant women causing severe consequences. This parasite 

contains 5 major proteins, of which surface antigen 1 (SAG 1) constitutes up to 5 % of the total T. gondii, and most 

antibodies are reactivated against SAG1, making it the most immunogenic protein and therefore a suitable research 

candidate for diagnostic and preventive development. Therefore, the production, purification and identification of the 

recombinant SAG1 protein, performed after genetic transfection of a plasmid in Escherichia coli bacteria, is justified. 

Finally, the presence of the recombinant SAG1 protein was obtained by western blot, a protein that could be used in the 

future for diagnosis or control by ELISA or immunochromatography tests. 

Keywords: Toxoplasma gondii, toxoplasmosis, recombinant proteins, SAG1, cloning. 
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Obtención de la proteína recombinante SAG 1 . 

 

 

 
 

1. Introducción 

La toxoplasmosis es la enfermedad zoonótica más común a nivel mundial, sin embargo, la mayoría de 

personas infectadas no presentan síntomas. El agente causal de esta enfermedad es el parásito Toxoplasma 

Gondii que es capaz de atravesar la barrera hemato-encefálica (cerebro) y hematoreteniana (ojo) e incluso 

puede atravesar la barrera placentaria (Galván, 2014), razones que justifican la necesidad de profundizar 

en el estudio de este parásito y su forma de diagnóstico (Correa et al., 2021). El T. gondii fue descubierto 

por primera vez en 1908 por Charles Nicolle y Manceaux en un roedor y desde ese año se ha descrito su 

infección en varios animales incluido el ser humano. En 1948 Albert Sabin y Harry Feldman publican acerca 

del “dye test”, prueba que permitió analizar las muestras de suero humano, en busca del parásito. (Innes, 

2008).  

La toxoplasmosis causa un impacto socioeconómico, especialmente en el cuidado de niños con ceguera 

o retraso mental, sin contar con el sufrimiento humano. Este parásito puede afectar a mujeres embarazadas 

y dar complicaciones a personas inmunodeprimidas, lo que lo convierte en un problema de salud pública 

a nivel global (Montoya & Remington, 2008). Se calcula que del 20 al 30 % del mundo presenta positividad 

para Toxoplasma gondii (Werner Apt, 2014). En Chile se reporta que un 40 % de la población presenta el 

parásito, y 1 de cada 1000 niños adquieren un caso congénito, esto difiere dependiendo de las costumbres 

alimenticias, economía y el factor social de cada país. Por ejemplo, la prevalencia en Estados Unidos es del 

23 %, en Colombia del 60 % y en Brasil el 82 % (Rosso et al., 2007).  

En Ecuador, se conoce que somos una población propensa a zoonosis, la toxoplasmosis empieza de 4 

a 5 años, siendo la región litoral la zona con mayor prevalencia hasta los 20 años de edad (Sánchez et al., 

2020a). Sin embargo, a nivel nacional, no se han realizado estudios serios para determinar la incidencia de 

infección por T. gondii en ningún nivel de población, a excepción de contadas revisiones sobre la 

enfermedad (Bravo-Yánez & Latorre-Barragán, 2020). Se han realizado estudios en diferentes lugares como 
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Riobamba que, de 403 mujeres en edad fértil, el 26.8 % tuvo presencia de IgG anti T. gondii, relacionado con 

los malos hábitos higiénicos y convivencia con animales de corral y mascotas (Sánchez et al., 2020b). En 

otro estudio realizado en Quito, de una muestra de cien mujeres el 60 % tuvo contacto con el parásito previo 

a su embarazo (Pacheco & Fernández, 2019), en 2019 el INEC reportó egresos de 66 personas con T. gondii. 

Con este antecedente y con el fin de implementar estrategias de control, se realizan exhaustivos estudios 

en las proteínas que conforman el T. gondii, mismas que influyen en la inmunidad de los humanos. 

Para la optimización del diagnóstico es importante contar con pruebas como el ensayo de 

inmunoadsorción ligado a enzima (ELISA), ante lo cual, el Ecuador importa kits comerciales, lo que 

provoca el aumento del costo de los exámenes para embarazadas. La falta de pruebas de diagnóstico 

fabricadas en el Ecuador, limita el tamizaje de toxoplasmosis congénita, optando por las pruebas rápidas 

que contienen una sensibilidad entre 90 y 95 % (Advin, 2021; Biotech Inc, 2019), en comparación con los 

ELISA que alcanzan entre el 95 a 100 % de sensibilidad (Murata et al., 2020; Ratio Diagnostics, 2018).  

La fácil transmisión por la contaminación de comida, agua o contacto directo con las heces de los 

felinos infectados, así como consumo de quistes tisulares en carne mal cocida, hace necesario proveer de 

una rápida solución para detectar y combatir este parásito (Elmore et al., 2010). 

El 90 % de los casos de toxoplasmosis son asintomáticos, el 10 % restante presenta enfermedades 

descritas en la tabla 1. Entre las manifestaciones clínicas están el agrandamiento de ganglios no supurados 

y la presencia de hiperplasia de células reticulares, principalmente en folículos germinativos (Restrepo, 

2007). En algunos casos se puede presentar un cuadro agudo con sintomatología variable que 

desencadenaría en un cuadro crónico seguido de una fase latente de toxoplasmosis. Para tratar la 

toxoplasmosis en el embarazo se recomienda la espiramicina en los primeros tres meses con el fin de 

prevenir el contagio materno fetal, sin embargo, cuando la enfermedad se haya transmitido al feto se debe 

tratar con primetamina (antiparasitario) + sulfadiazina y ácido folínico, la duración del tratamiento en la 

madre va a depender de la infección del feto en donde se puede extender hasta el nacimiento y continuar 

con el neonato si aun presenta la enfermedad (Espinoza et al., 2022; Hotop et al., 2012). En pacientes 

inmunodeprimidos se utiliza primetamina + sulfadiazina y leucovorina (protege de la toxicidad 

hematológica de la primetamina) (Coto et al., 2021).   

 

Tabla 1. Formas clínicas de la toxoplasmosis  
Enfermedad Descripción  Referencia  

Toxoplasmosis 

aguda febril 

El parásito llega a los ganglios linfáticos regionales donde produce una 

linfoadenitis epitroclear y axilar. 

Martín-Hernández & 

García-Izquierdo, 2003) 

Linfodenopatía 

toxoplasmósica 

Presenta un aumento de nódulos linfáticos durante semanas o meses. 

(Jones et al., 2003) 

Toxoplasma 

congénito 

Las mujeres embarazadas que presentan una forma aguda o tienen una 

reactivación del T. gondii, pueden transmitirlo por vía transplacentaria, atacando 

al feto. 

Toxoplasmosis en 

inmunodeprimidos 

Principalmente el parásito alcanza el sistema nervioso central provocando una 

encefalitis. 

Toxoplasmosis 

neonatal 

Entre los hallazgos más importantes se encuentra la hidrocefalia interna, 

convulsiones, calcificaciones cerebrales y retardo psicomotor. 

Toxoplasmosis 

ocular 

Se presenta como retinocoroiditis y uveítis. Las lesiones oculares se presentan 

por la ruptura de un quiste y las sustancias antigénicas para combatir la 

infección. 

(Frenkel & Ruiz, 1973) 

 

Las fases de la enfermedad van a depender de la forma clínica que se presente, sin embargo, la que 

tiene más repercusiones en el ser humano es la toxoplasmosis congénita. La infección aguda puede durar 

alrededor de 4 meses, sin embargo, los anticuerpos anti toxoplasma se forman entre los 7 a 14 días y la 

respuesta mediada por las células se presentan de 14 a 30 días. La infección crónica puede durar hasta 12 

meses seguida de una posible fase latente (Galván-Ramírez & Mondragón-Flores, 2017).  

El diagnóstico de toxoplasmosis es imprescindible para un tratamiento rápido y oportuno de la 

enfermedad sobre todo en mujeres embarazadas o inmunodeprimidos.  
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Es así que existen técnicas denominadas métodos indirectos y directos, en el primer caso se detectan 

anticuerpos generados por la infección, para el segundo caso se detecta la presencia del agente infeccioso 

como se observa en la tabla 2.  

 

 

 

Tabla 2. Pruebas de diagnóstico para detección de la toxoplasmosis   

 

 

Toxoplasma gondii es un parásito intracelular obligado, que pertenece al reino protozoario, ubicado en 

la phylum Apicomplexa, clase Esporozoa, familia Sarcocysdidae (Levine, 1977). El T. gondii es reportado 

aproximadamente en 200 especies de mamíferos y aves (Galván, 2014); siendo los felinos los principales 

hospederos debido a que son los únicos animales que eliminan ooquistes en sus heces (Elmore et al., 2010). 

T. gondii posee tres formas parasitarias: quiste, bradizoito y taquizoito, siendo este último el que infecta al 

ser humano, la superficie del taquizoito tiene 5 proteínas principales, la que se encuentra en mayor 

proporción es la denominada SAGs (“surface antigens”), antígenos de superficie anclados por 

glicosilfosfatidilinositol (GPI), antígenos de T. gondii más inmunogénicos y que se encuentran en mayor 

cantidad (Couvreur et al., 1988; Johnson et al., 1983; Suzuki et al., 1996), por esta razón se ha elegido el 

antígeno de superficie 1 (SAG1) con el fin de ser utilizado para futuras pruebas diagnósticas u otras 

investigaciones.   

 Pruebas Proteínas de 

uso 

Descripción Referencia 

S
cr

e

n
in

g
 Pruebas de 

inmunocromatográfica 

SAG 2, SAG3, 

GRA7  

Es una prueba de oro coloidal, es rápida, económica, pequeña, de 

fácil almacenamiento y no requiere de mucha tecnología.  

(Yang et al., 2022) 

P
ru

eb
as

 c
o

n
fi

rm
at

o
ri

as
 

Ensayo 

inmunoabsorbente 

ligado a enzimas 

(ELISA) 

Usan antígenos 

nativos 

obtenidos de 

taquizoítos 

cultivados. 

Proteínas 

recombinantes 

SAG1, GRA1, 

GRA 7   

Distintas 

combinaciones 

La técnica más sensible y específica consta de un antígeno o 

anticuerpo en fase sólida y un antígeno o anticuerpo marcado por 

una enzima que genera una reacción de óxido-reducción que 

junto al sustrato se precipita formando un producto colorido 

cuantificable. 
(Liyanage et al., 

2021; Ybañez et 

al., 2020) 

Inmunofluorescencia 

indirecta (IFI) 

Se basa en la interacción antígeno-anticuerpo, donde se fijan los 

taquizoítos a un portaobjetos, se superpone el suero del paciente 

y detecta la interacción con anticuerpos conjugados a moléculas 

fluorescentes. 

Transferencia western 

(WB) 

Se produce con la interacción del suero con el antígeno de T. 

gondii previamente transferido a una membrana desde un gel de 

poliacrilamida. 

Prueba de avidez MIC 3  Los valores del test de avidez son bajos y aumentan dependiendo 

de la duración de la enfermedad. 

(Montoya, 2002) 

P
ru

eb
as

 d
e 

se
g

u
im

ie
n

to
 Diagnóstico molecular 

mediante PCR 

El gen rep 

contiene más de 

3oo copias en el 

genoma  

El gen b1 de 

SAG1  

Genera replicaciones de una secuencia específica de ADN. Los 

genes utilizados para detección de toxoplasma son: gen B1 y 

región repetitiva REP 

(Brenier-Pinchart 

et al., 2021; 

Döşkaya et al., 

2019; Montoya, 

2002; Wang & 

Yin, 2014a) 

P
ru

eb
as

 i
n

fe
cc

io
n

es
 g

ra
v

es
 o

 

p
o

te
n

ci
al

m
en

te
 p

el
ig

ro
sa

s 

Inmunocitoquímica e 

inmunohistoquímica 

Usan antígenos 

nativos 

obtenidos de 

taquizoítos 

cultivados. 
 

Permite localizar antígenos de toxoplasma en células cultivadas 

mediante anticuerpos específicos marcados y un anticuerpo 

secundario que posee una peroxidasa o fosfatasa unida. 

(Montoya, 2002) 

Histología En tejido o en frotis de líquido corporal se detectan taquizoítos o 

quistes en ganglio linfático con tinción de wright, hematoxilina & 

eosina. 

(Montoya, 2002; 

Stansfeld, 1961) 

Cultivo celular Permite conocer la viabilidad del protozoario, principalmente en 

lactantes. Para el toxoplasma se usan las líneas celulares de 

células vero de mono verde de áfrica y fibroblastos humanos 

(HFF). 

 

(Montoya, 2002) 
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Tabla 3. Proteínas recombinantes de T. gondii, su purificación y aplicación     
Proteína Plásmido Enzimas de 

restricción 

Transformación Purificación Aplicación Referencia 

Antígenos de superficie  

SAG 1 pET32a Enzimas de 

restricción 

E. coli BL21 (DE3) 

pLysS 

Columna de agarosa Ni2+-NTA (QIAGEN) ELISA. 

inmunotransferencia. 

(Jalallou et al., 2012) 

SAG2 (p22) pPROExHT-b BamHI  

HindIII  

 E. coli DH5α Columna de agarosa Ni2+-NTA (QIAGEN) Immunofluorescencia  

ELISA. 

inmunotransferencia. 

(Singh et al., 2015) 

SAG3 (P43) pcDNA3 BamHI   

HindIII  

 E. coli TOP10 No especifica  Inmunización 

vacunación  

(Sudan et al., 2019) 

Antígenos de gránulos densos 

GRA1(P24) pET30 SacI  

EcoRV 

 E. coli strain 

Rosetta 

(DE3)pLysS 

Ni2+- ácido iminodiacético -Sepharose 

(Novagen).  

ELISA. 

inmunotransferencia. 

 

(Tomasz Ferra et al., 2019) 

GRA4 pET-SUMO TAR Enzimas de 

restricción  

E. coli BL21 (DE3)  Columna de agarosa Ni2+-NTA (QIAGEN) inmunotransferencia 

Vacunación 

(Hanafiah et al., 2020) 

GRA5 pUET 1 BglII  

HindIII 

E. coli BL21 (DE3) 

pLysS 

Ni2+- ácido iminodiacético -Sepharose 

(Novagen). 

ELISA. 

inmunotransferencia. 
(Holec-Gasior & Kur, 2010) 

GRA6       

GRA8 pET-21a NdeI  

AgeI 

E. coli strain 

Rosetta (DE3) 

Anti-DYKDDDDK G1 affinity resin 

(GenScript, USA) 

ELISA. 

inmunotransferencia. 

 

(Jirapattharasate et al., 

2021) 

GRA14 pET-28a Hind III 

EcoRI 

E. coli BL21 (DE3)  Columna de agarosa Ni2+-NTA (QIAGEN) inmunotransferencia. 

Inmunización 

(Pagheh et al., 2019) 

Antígenos Roptri 

ROP1(P66) pET28b BamHI   

XhoI 

E. coli BL21 (DE3)  Columna de agarosa Ni2+-NTA (QIAGEN) Recombinación  

Inmunotransferencia  

Dot blot  

(Javadi Mamaghani et al., 

2020) 

ROP2 (P54) pQE31 Bam HI  

Hin dIII. 

E. coli M15 Columna de agarosa Ni2+-NTA (QIAGEN) ELISA. 

inmunotransferencia. 

Inmunización. 

(Martin et al., 1998) 

ROP4 pHis BamHI 

HindIII 

E. coli BL21 (DE3)  Columna Ni2+- His-Bind (Novagen) ELISA. 

inmunotransferencia. 

Inmunización. 

(Dziadek et al., 2009) 
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Antígenos micronemas 

MIC1 pUET1 BglII  

EcoRV 

E. coli BL21 (DE3) 

pLysS 

Ni 2+ unido a ácido iminodiacético-
agarosa. (Novagen) 

ELISA  

Inmunotransferencia 

 

(Holec et al., 2008) 

MIC3 pGEX-KG  E. coli BL21 (DE3)   ELISA  

Inmunotransferencia 

LAT (aglutinación por 

látex) 

(Jiang et al., 2008) 

Antígeno de membrana apical 1 (AMA1), una proteína localizada en orgánulos secretores específicos (micronemas) 

AMA1 pET30 Ek/LIC  Bgl II 

 Xho I  

 E. coli  Ni2+- ácido iminodiacético - Sepharose 

(Novagen). 

ELISA. 

inmunotransferencia 

(Ferra et al., 2020) 

AMA1C pET30 Ek/LIC Bgl II 

 Xho I  

 E. coli  Ni2+- ácido iminodiacético - Sepharose 

(Novagen). 

ELISA. 

inmunotransferencia 

(Ferra et al., 2020) 

AMA1N pET30 Ek/LIC Bgl II  

Eco RV 

 E. coli  Ni2+- ácido iminodiacético - Sepharose 

(Novagen). 

ELISA. 

inmunotransferencia 

(Ferra et al., 2020) 
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La tabla 3 nos presenta varios posibles candidatos de proteínas recombinantes, sin embargo, nos 

enfocamos en la proteína SAG1 identificada por Handman et al. (1980) y ocho años después Burg et. al. 

clonó el gen SAG1 completo con 1100 kb encargadas de codificar 336 aminoácidos, que sintetizan la 

proteína (30kDa), la cual contiene un ligando glicosilfosfatidilinositol (GPI) que interviene en la unión de 

la membrana del parásito con la célula huésped, información que fue confirmada en el estudio donde se 

neutralizó la proteína logrando la caída de la invasión en la línea celular estudiada (Grimwood & Smith, 

1992; Mineo & Kasper, 1994). 

La respuesta inmunológica del huésped, inducida por SAG1 puede ser celular, que es la principal 

protección inmunitaria e incluye diferentes tipos de linfocitos y de citocinas que actúan con un mecanismo 

de citotoxicidad, dado por la reacción contra el principal antígeno de superficie (la proteína SAG), por otro 

lado, la inmunidad protectora que se presenta de manera parcial se induce por los lisados de taquizoíto y 

por el antígeno SAG1 (Smith & Johnson, 1988; Wang & Yin, 2014b). 

Para crear una proteína recombinante se debe tomar en cuenta que la proteína SAG 1 nativa, se 

modifica después de la eliminación de la secuencia de señal, el terminal C y el anclaje del GPI, en el proceso 

de traducción. Para esto se recomienda clonar la parte madura de la proteína que va de los residuos 49 a 

323, por lo general, se utilizan 6 residuos histídicos en el extremo N- terminal (Harning et al., 1996; Sánchez 

et al., 2020b), con el fin de ser purificada con éxito, por tanto, es importante tener en cuenta las propiedades 

fisicoquímicas de la proteína. Por esta razón, se han presentado varios métodos de purificación y enfoques 

cromatográficos estándar, descritos en la Tabla 4. Los más comunes se los realiza de dos maneras por 

centrifugación o fraccionamiento de sal y tampón de intercambio (Perez, 2016; Wingfield, 2015). 

 

Tabla 4. Métodos de purificación de proteínas  
Método Características 

(Coskun, 

2016; Crowe 

et al., 1994; 

Thomas, 

2019; Young 

et al., 2012) 

Extractos crudos  Se debe extraer la proteína por ejemplo con la trituración del músculo seguido de 

centrifugaciones en diferente tiempo y velocidad para separar las fracciones de interés. 

Precipitación y 

Solubilización 

Diferencial 

Se puede precipitar en soluciones salinas concentradas, como el sulfato de amonio. Se debe 

eluir con fracciones crecientes de sulfato de amonio e ir recolectando cada fracción. 

Centrifugación en 

gradiente de 

sacarosa: 

Se prepara un gradiente decreciente de sacarosa, seguido de ultracentrifugaciones, donde 

las proteínas van a separarse en relación al líquido y viscosidad del azúcar, por tanto, se 

puede separar la proteína, fraccionar el gradiente y recolectarlo. 

Diálisis  Este procedimiento sirve para intercambiar el solvente que se encuentra junto a la proteína. 

Por tanto, la membrana permite intercambiar agua e iones pero no la proteína hasta tener 

un equilibrio dentro y fuera de la membrana. 

Cromatografía  

 

Consiste en la 

separación de 

proteínas a través 

de un polímero 

poroso 

Cromatografía de columna Se aplican dos fases una estacionaria y una móvil (tampón 

de lavado) la muestra se separa en función del tiempo y el 

volumen. 

Cromatografía de 

intercambio de iones 

Se aplica en función de la interacción electrostática de las 

proteínas y la resina. Las proteínas se separan de la matriz 

mediante el cambio de pH, concentración de sales o la 

fuerza iónica del tampón. 

Cromatografía de 

permeación en gel (tamiz 

molecular) 

Se utiliza para una separación en base del tamaño de las 

proteínas utilizando Sephadeks G, dextrano, agarosa o 

poliacrilamida 

Cromatografía de afinidad Se utiliza un complejo de ligando y proteína específica para 

luego mediante el cambio de pH o solución salina se 

obtenga la proteína de interés. 

Cromatografía en papel Se realiza en una capa de celulosa saturada de agua (fase 

estacionaria) y se la coloca en un tanque con solución (fase 

móvil).  

Cromatografía de capa fina Se utiliza una fase estacionaria con una sustancia 

adsorbente en placas de vidrio y la separación se da de 

forma ascendente por capilaridad dependiendo de la 

polaridad de la fase sólida y el solvente.  

Cromatografía de gases La fase móvil es un gas inerte como helio o nitrógeno, el 

cual pasa por una columna a alta presión que contiene 

líquido en una superficie sólida. 
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Cromatografía colorante-

ligando 

Las enzimas tienen la capacidad de unirse al colorante 

Cibacron Blue F3GA y su elución se realiza mediante 

variación del pH o intercambio iónico. 

Cromatografía de 

pseudoafinidad 

Utiliza distintos ligandos como colorantes o metales por 

ejemplo la cromatografía de afinidad por metal 

inmovilizado (IMAC) con níquel, cobre, zinc, entre otros. 

Cromatografía líquida de 

alta presión (HPLC) 

La fase estacionaria consta de columnas con presiones 

atmosféricas a través de las cuales se pasa la fase líquida con 

velocidades de flujo altas. 

 

Las proteínas recombinantes son muy utilizadas por su extensa aplicación en biología molecular, así 

como por su uso comercial. Las áreas de aplicación avanzan gracias al aumento de organismos 

manipulados genéticamente (Palomares et al., 2004). Por lo tanto, el objeto de este estudio es obtener una 

proteína recombinante con el fin de implementar pruebas de diagnóstico y nuevas alternativas para 

mejorar las estrategias de salud pública, prevención, control y desarrollo de la industria biotecnológica en 

el país. 

2. Metodología 

2.1. Área de Estudio:  

 

La presente investigación es de tipo experimental, todos los procesos se realizaron en el laboratorio de 

Inmunología y Virología de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE. Y su desarrollo aporta a las 

áreas de Inmunología y Biotecnología.  

Este tipo de estudios que utilizan solo tecnología informática, no requieren de una aprobación previa 

del Comité de Ética, debido a que no se realizan estudios en seres humanos, animales o daños al medio 

ambiente.      

 

2.2. Obtención de plásmidos y clonación en bacterias E. coli JM109 

 

Se utilizó el gen SAG 1 del GenBank: AY217784.1 y las enzimas de restricción en Hind III y XhoI en el 

plásmido pET22b+, clonados en las bacterias Escherichia coli JM109 proporcionados por la Universidad de 

las Fuerzas Armadas. 

2.3. Expresión de SAG 1 en bacterias E. Coli Bl21 y lisis celular 

 

Las células competentes de E. coli Bl21 (DE3) plyss, se cultivaron en medio LB que consta de 10 g de 

triptona, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de NaCl más 10 mg/ml de antibiótico de ampicilina (AMP) 

y se cultivó toda la noche a 37 ℃ 𝑎 210 𝑟𝑝𝑚. Se realizó la transformación de bacterias E. coli JM109 a 

bacterias E. coli BL21 mediante choque térmico. La confirmación de la transformación se realizó mediante 

colony PCR.  

Las colonias se cultivaron con medio LB más AMP, descrito previamente, durante una hora hasta 

alcanzar una densidad óptica (OD) de 0.6 nm. Con el OD deseado se indujo con isopropil-D-

tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración de 1 mM. Las bacterias se incubaron durante 8 horas a 

37 ℃ con agitación de 210 rpm y se centrifugó cada hora a tres mil rpm durante 20 min a 4℃. Finalmente, 

se preparó sulfato de sodio de electroforesis en gel de policrilamida (SDS-PAGE) con concentración al 4 % 

y 9 %. 

Para la lisis celular las bacterias inducidas se suspendieron en buffer de fosfato salino (PBS 10X) 

seguidas de presión sónica 110W en el equipo (Branson Ultrasonics) de 40 pulsos con intervalos de un 

minuto. 
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2.4. Purificación cromatográfica de la proteína SAG 1   

 

La purificación de proteínas se realizó en columnas de (Dietilaminoetil (DEAE-sefarosa)), con 5 

eluciones de 12 tiempos cada uno y todas las fracciones se concentraron. La purificación de la proteína 

SAG1 se llevó a cabo en las columnas de afinidad inmovilizadas con níquel y todas las fracciones fueron 

cuantificadas en el equipo Espectrofotómetro NanoDrop™ 2000 y concentradas por centrifugación de 

8000g durante 15 minutos, utilizando Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Unit,  

 2.5. Caracterización SAG 1 mediante western blot 

 

Las proteínas SAG1 fueron separadas en un gel de policrilamida de 9 % y luego se transfirió a una 

membrana de nitrocelulosa previamente humedecida en buffer de transferencia towbin (tris base 25 mM, 

glicina 192 mM, pH: 8.3, metanol al 20 %), se ensambló el casette y se colocó en la cámara del equipo Trans- 

Blot Turbo ( Bio-Rad) por tres tiempos de 25 V por 7 minutos. Se realizó 6 lavados de 10 minutos con TBS 

1X ( tris base 20 mM, 150 mM NaCl, pH 7.5) el cual se realizó después de cada incubación. Se incubó con 3 

ml de bloqueo (BSA 5 %, buffer de TTBS ( Buffer TBS, Tween 20.01 %)). Se incubó con anticuerpos IgG de 

T. gondii durante toda la noche. Se incubó la membrana con el anticuerpo secundario durante una hora y 

media en una dilución 1:2000. Finalmente, se preparó la solución de sustrato del kit Claruty ECL en 

proporción 1:1. Se incubó y reveló en quimioluminiscencia en el equipo ChemiDoc MP. 

2.6. Análisis estadísticos:  

 

Para la presente investigación los datos obtenidos de las curvas de crecimiento, así como las 

cuantificaciones de proteínas se realizaron en el programa GraphPad Prism 8, los geles fueron editados 

usando el programa imagen lab 6. 

3. Resultados 

3.1. Análisis de transformación de bacterias E. coli BL21  

Las bacterias transformadas en E. coli BL21 se observan de forma redonda y blanca como se indica en 

la figura 1a y la verificación de la misma se encuentra demostrada mediante colony PCR en la figura 1b.  

 

   

  

(a) (b) 

Figura 1. Transformación en bacterias Bl21: (a) Colonias blancas y redondeadas transformadas de SAG 1, 

sembradas en medio de LB Broth más Bacto-agar con ampicilina (b) Gel de agarosa de Colony PCR de bacterias 
transformadas. Línea 1. Marcador de diez mil pares de bases, línea 2. Control positivo de plásmido de SAG 1, línea 

3 a 8 ensamblaje correcto de seis construcciones de plásmidos. 
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3.2. Inducción de SAG 1 con IPTG 

Las bacterias E. coli Bl21 previamente transformadas fueron inducidas con IPTG, tienen un patrón de 

crecimiento ascendente hasta la hora 7 como se puede observar en la curva de tiempo y densidad óptica 

(OD) representados en la figura 2, contienen bandas visibles en el tamaño 30 KDa mismas que no se 

observan en BL21.   
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(a) (b) 

Figura 2. Inducción de SAG1: (a) Curva de crecimiento de E. coli inducidas por 1mM IPTG incubadas 

en intervalos de una hora; (b) Niveles de expresión en gel de electroforesis. Línea 1. Marcador 180 KDa, 

Línea 2. Bl21, Línea 3. E. coli antes de la inducción con IPTG, Línea 4, 5, 6, 7, 8: son muestras en orden 

cronológico luego de la inducción con IPTG cada hora durante 5 horas. Observando la presencia de la 

producción de la proteína de interés con 30 KDa.   

 

3.3. Lisis celular y purificación por cromatografía de intercambio iónico  

 

La lisis se realizó mediante sonicación con lavados previos de buffer de fosfato salino de PBS y se 

obtuvo fracciones con concentraciones variables de 5 a 28 mg/l, verificando la presencia de las proteínas en 

el sobrenadante mediante un gel de poliacrilamida de 4 % y 9 % presente en la figura 3a. La purificación 

por intercambio iónico se realizó en columnas de DEAE, y se puede observar presencia de bandas en las 

distintas eluciones (3b).  

 

30 kDa 

Proteínas de 

E. coli BL21 

(DE·) plyss 
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(a) 

       

(b) 

Figura 3. Purificación. (a) Lisis Celular de bacterias previamente inducidas. Línea 1. Marcador molecular de 

proteínas 180 KDa; línea 2. Lisis bacterianas. (b) Purificación por intercambio iónico. Línea 1. Marcador molecular 
de proteínas 180 KDa, línea 2. Muestras concentradas de la elución 2. línea 3. Muestras concentradas de la elución 

3. línea 4. Muestras concentradas de la elución 4. 

 

3.4. Caracterización de la proteína SAG1 mediante western blot 

 

El Western blot de la proteína recombinante SAG1 se realizó en membrana de nitrocelulosa donde se 

observa el revelado positivo para antígenos IgG positivos para toxoplasma (figura 4) y las diferentes 

eluciones previamente concentradas seguidas de la presencia de las bandas en el tamaño de 30 KDa. 

 

 

 

30 kDa SAG1 

Proteínas 

correspondientes a la E. 

coli BL21  

30 kDa 
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Figura 4. Caracterización de la proteína: El western blot se desarrolló con anticuerpos positivos para T. gondii. Línea 

1. Lisis celular. Línea 2. Fracciones elución 2. Línea 3. Fracciones elución 3. Línea 4. Fracciones elución 4. Línea 5. 

Fracciones elución 5. Línea 6. Marcador de 180 KDa.  

3.5 Purificación de SAG1 por cromatografía de afinidad  

    En la figura 5 se observa el carril 2 de purificación por intercambio iónico que se realizó en columnas de 

DEAE y en el carril 3 se observa la purificación por afinidad, obteniendo una concentración de 2,598 

mg/ml.     

 

  

Figura 5. Purificación: Cromatografía de afinidad. Línea 1. Marcador de 180 KDa. Línea 2. Purificación por 

cromatografía de intercambio iónico; Línea3. Fracciones concentradas de SAG 1. 

3.6 Rendimiento   

El rendimiento para un cultivo de 50 ml de bacterias es de aproximadamente 40 mg/ml de lisis celular, 

seguido de la concentración obtenida de la columna DEAE de sefarosa para finalmente obtener de 3 a 5 

fracciones de 0,200 mg/ml por cada mililitro de purificación, concentrando 2.598 mg/ml de proteína SAG1.  

  

Cultivo  Lisis  Cromatografía por separación 

de iones  

Cromatografía por 

afinidad  

50 ml 40 mg/ml aprox. en 1.5 ml 16mg/ml aprox. en 1.5 ml 0.200mg/ml aprox. en 1 ml  

 

4. Discusión 

 

En los últimos años se han desarrollado métodos y técnicas para producir y purificar proteínas 

recombinantes con fines farmacológicos, investigativos en función y estructura de proteínas o para la 

fabricación de enzimas, de igual manera en el campo de la medicina se han realizado varios estudios para 

el análisis de la capacidad diagnóstica de las proteínas recombinantes y la unión con su anticuerpo, con la 

intención de agilizar la detección de las enfermedades, como es el caso de la toxoplasmosis que puede 

prevenir problemas en mujeres en gestación e inmunodeprimidos principalmente (Schumann et al., n.d.).  

En el Ecuador, todas las pruebas comerciales son de importación, por lo cual, nuestro objetivo es 

producir una proteína recombinante para encaminar futuros ensayos diagnósticos.  

Se estudian distintos antígenos que poseen potencial diagnóstico, que permitan realizar pruebas más 

precisas, sensibles, específicas y confiables (Kotresha & Noordin, 2010). SAG1 ha tenido un amplio análisis 

como proteína recombinante, pero todos sus ensayos han tenido resultados variados, lo que puede deberse 

30 kDa SAG1 
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a la distinta elección de fracciones del gen, distintas experimentaciones de clonación o ensayos 

diagnósticos, sin embargo, se debe tener en claro que dicha proteína solo se encuentra presente en la forma 

infectante de taquizoito del Toxoplasma gondii, por lo tanto no puede diagnosticar la forma latente de la 

enfermedad (Pfrepper et al., 2005; Wu et al., 2009). 

En el estudio se utilizó el fragmento del gen que corresponde al mencionado en el NCBI: AY217784.1, 

con el vector pET22b+, clonado en la cepa JM109 de E. coli seguido de su expresión en la cepa E. coli Bl21, 

la cual se seleccionó por su capacidad de minimizar la degradación de la proteína buscada. El vector pET 

y la cepa E coli Bl21 es la combinación más común, por ello se ha realizado la expresión de cientos de 

proteínas (Burgess, 2009; Piriz, 2014). El vector pET22b fue elegido por distintas características como: la 

secuencia peIB que permite dirigir a la proteína de interés hacia el espacio periplásmico de la célula 

huésped, lo que facilita la formación de enlaces disulfuro para su plegamiento, presenta un promotor T7 

que se induce por IPTG, contiene un gen AmpR el cual confiere a la proteína resistencia a la ampicilina, 

tiene una secuencia de 6 histidinas para facilitar la purificación y posee un sitio de clonación múltiple 

(Gasperin, 2015; Piriz, 2014).       

La proteína SAG1 al ser la más inmunogénica, induce una gran respuesta inmune, además de ser 

encontrada en la mayoría de cepas de T. gondii (Aubert et al., 2000). Sin embargo, se debe tomar en cuenta 

que la proteína es muy variante y compleja y por lo general la expresión de SAG1 en E. coli es insoluble, 

por tanto, pierde la reactividad inmune, una de las razones puede ser su mal plegamiento (Aubert et al., 

2000; Chen et al., 2001). Se ha demostrado que el T. gondii es específico para el diagnóstico de toxoplasmosis 

en humanos, sin embargo, existen otras Apicomplexas como Neoespora caninum y Hammondia spp. que no 

parasitan al ser humano, pero presentan más del 90 % de similitud con SAG1, en consecuencia, se debe 

tener en cuenta por si en un futuro infectan al hombre (Gondim et al., 2017). 

Una vez purificadas las proteínas, la utilización de los diferentes tipos de técnicas inmunológicas tanto 

como ELISA, western blot, fusión con nanopartículas, pruebas de inmunocromatografía e incluso el 

desarrollo de una plataforma de nanoanticuerpos serían las futuras direcciones de este trabajo.  

 

 

 

 

5. Conclusiones 

 

La proteína obtenida en este estudio, tiene el tamaño de 30KDa. La combinación del vector/cepa elegida 

dio resultados favorables para la obtención de la proteína recombinante SAG1, misma que fue expresada 

en bacterias de E. coli Bl21 inducidas con una concentración de 1mM de Iptg. Este ensayo se repitió en 

varias ocasiones para obtener un número de muestras estadísticamente significativas, finalmente, se 

realizaron las pruebas de caracterización, mismas que reconocen Toxoplasma gondii.  

La proteína recombinante de SAG1 podría ser un buen candidato para realizar futuros experimentos 

de western blot, ELISA, nanopartículas, vacunas, entre otros utilizados tanto en diagnóstico como en 

terapias antigénicas. 

Finalmente, en 50 ml de cultivo se obtuvo una concentración variable de entre 5 a 28 mg/ml de proteínas 

después de la lisis celular, iniciando la purificación con una concentración de 1 mg/ml con un rendimiento 

de 0,200 mg/ml de proteína SAG 1. 
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