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RESUMEN
La neurocisticercosis constituye un problema de salud publica en paises en vias
de desarrollo, principalmente en areas rurales donde la crianza de cerdos es
artesanal y las condiciones higiénicas sanitarias son deficientes. Se realizo un
estudio de ensayo de laboratorio con el fin de desarrollar un ELISA y un Western-
blot para el diagnostico de la cisticercosis, utilizando antigenos crudos de
cisticercos extraidos del musculo esquelético de cerdos; se emplearon 7 sueros
controles positivos y 16 controles negativos. Con la técnica ELISA se obtuvo una
sensibilidad del 100% ICgs¢, (92.86-100) y una especificad de 93.75% ICgsy, (78.16-
100) mientras que con el Western-blot se obtuvo una sensibilidad 83.33% ICgsy
(45.18 -100) y una especificidad del 100% ICgs9 (96.88 -100). Estos resultados
proveen una herramienta importante en el diagnostico de la neurocisticercosis en

Nicaragua.



ACRONIMOS.
ELISA: Ensayo Inmunoenzimatico.
IC: Intervalo de Confianza.
NC: Neurocisticercosis.
SNC: Sistema Nervioso Central.
HEODRA: Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Arguello.
OR: Razon de Producto Cruzado.
RM: Resonancia Magnética.
LCR: Liquido Céfalo Raquideo.
KDa: Kilodaltons.
AC: Antes de Cristo.
CDC: Control Deseases Center.
Th: Linfocitos T helper.
RMN: Resonancia Magnética Nuclear.
TAC. Tomografia Axial Computarizada.

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Presion.

SDS-PAGE: Gel de Poliacrilamida con Dodesil Sulfato de Sodio.

Ag: Antigeno.

GP: Glicoproteinas.

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud.
ADN: Acido Desoxirribonucleico.

ADNCc: Acido Desoxirribonucleico Complementario.

PCR: Reaccién en Cadena de Polimerasa.

PCR-RFLP: Reaccion en Cadena de Polimerasa Polimorfismo en la Longitud de

los Fragmentos de Restriccion.
PBS: Buffer Fosfato.

BSA: Albumina Bovina.

TMB: Tetrametilbenzidina.
DO: Densidad Optica.
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1.-INTRODUCCION

La neurocisticercosis (NC) es la parasitosis mas comun asociada al Sistema Nervioso Central
(SNC). @ Esta enfermedad es causada por el Cisticerccus cellulosae estado larvado de la
Taenia solium, un metacéstodo que infecta al hombre y al cerdo, siendo el humano el
huésped definitivo. * 345

La neurocisticercosis constituye un problema de salud publica en paises en vias de desarrollo,
principalmente en &reas rurales donde la crianza de cerdos es artesanal y las condiciones
higiénicas sanitarias son deficientes ). Hay 50 millones de personas infectadas con cisticerco,

400 mil viven con sintomas de la enfermedad y 50 mil mueren cada afio. ¢ "®

En Nicaragua los primeros casos de neurocisticercosis se reportaron en 1963 diagnosticados
mediante clinica y radiologia. En el periodo de 1975-1985 en el Hospital Escuela Oscar
Danilo Rosales Arguello (HEODRA) se reportaron 13 casos de cisticercosis de los cuales 12
fueron cisticercosis subcutaneas y 1 cerebral mediante andlisis radiolégico. En 1992 se
encontré que de 751 pacientes investigados, 52 fueron diagnosticados con neurocisticercosis
por medio de tomografia axial computarizada. Estos hallazgos revelan un aumento en la
efectividad de los métodos diagndsticos.

En 1998 Herdocia y col ® encontré 2.9% de positividad en pacientes no epilépticos y 7.2% en
pacientes epilépticos en el municipio Leon (OR=2.63) utilizando la técnica de ELISA comercial
con sensibilidad 87% y especificidad 96%. Vanegas y col *? en este mismo afio encontré una
positividad de 5% utilizando la misma técnica en el Municipio de Telica. En el 2004 Bucardo y
col, (’ obtuvo un 8% de positividad en estos pacientes epilépticos utilizando la misma técnica,
no obstante se reporté un 14% de positividad cuando se empled Western - blot, siendo ésta

una técnica con sensibilidad y especificidad de 100% respectivamente. ("8

En la actualidad el diagnostico de la neurocisticercosis esta basado en imagenologia como la
tomografia axial computariza (TAC) y la resonancia magnética (RM), sin embargo estas no
son accesibles para la mayoria de la poblacién afectada por esta parasitosis o que hace

necesario el empleo de pruebas rapidas y de bajo costo sobresaliendo el Western-blot y el



ensayo inmunoenzimatico (ELISA) con sensibilidad y especificidad variable segun la pureza

del antigeno utilizado.

Simac y col. ™ en 1995 en la India desarrollo un ELISA utilizando antigenos crudo de
cisticerco y pacientes diagnosticados con neurocisticercosis con una sensibilidad de 90% en
suero y un 94% en LCR.

Lisiane y col 12 en 1999 en Brasil, evaluaron la capacidad del antigeno de 26 KDa de la larva
de Taenia solium para el diagnostico de cisticercosis por medio de un ELISA con una
especificidad de 100%. Ludici Neto F. y col ®® obtuvo 100% de sensibilidad y especificad
utilizando un antigeno de 100 KDa.

Jharna Mandal y col ™ en el 2008 consigui6 una sensibilidad del 95% y especificidad de
100% utilizando la fraccion antigénica de 20-24 KDa mediante un ELISA.

Ednia C. Bueno y col *® estandarizaron un ELISA con dos tipos de antigenos, uno sintético
derivado de lectin-lectina (sTS18varl) con una sensibilidad de 90.4% en liquido
cefalorraquideo (LCR) y 90.2% en suero y una especificidad de 90.3% en LCR y 98% en
suero, el otro fue un antigeno recombinante el (rGP50), con una sensibilidad de 94.7% en

LCR y 100% en suero y una especificidad de 94% en LCR y 1005 en suero.



2.-JUSTIFICACION:

En la Ultima década se han desarrollado nuevos criterios efectivos para el diagndstico de la
neurocisticercosis (tomografia, resonancia magnética), sin embargo estos métodos de
diagndsticos son costosos, aproximadamente $150-250 resultando inaccesibles para la
poblacion de paises en desarrollo como el nuestro. Principalmente cuando se toma en cuenta
gue los mas afectados por esta parasitosis son las personas con ingresos econdmicos bajos,
por lo que el diagndstico seroldgico que comprende técnicas como ELISA, Western Blot ($10-
20), representa una buena alternativa si se combina con los datos clinicos y epidemiolégicos.
(3,10).

Considerando que en Nicaragua actualmente el diagndstico de laboratorio estd basado en kits
comerciales estandarizados en paises con epidemiologia y cepas diferentes a las nuestra, asi
como los altos costos de éstos, en este estudio nos hemos propuesto desarrollar un ELISA y
un Western-blot para la determinacién de anticuerpos anti-cisticercos, utilizando antigenos

extraidos de cepas locales.



3.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
¢, Cudles son los pardmetros Optimos para la estandarizacién de un ELISA y Western-

Blot utilizando antigeno crudo extraido de cisticercos de cepas locales?



4.-OBJETIVOS:

4.1- Objetivo General

Desarrollar los métodos de ELISA y Western-blot para la determinacion de anticuerpos anti-

cisticercos en pacientes que sufren de cisticercosis.

4.2- Objetivos Especificos

2. Estandarizar los métodos de ELISA y Western para la determinacion de anticuerpos anti-

cisticercosis.

1. Purificar proteinas antigénicas extraidas de cisticercos en porcinos nativos.

3. Valorar la sensibilidad y especificidad entre los métodos ELISA y Western-blot



5.- MARCO TEORICO
5.1-Historia de la cisticercosis

La cisticercosis en la antigliedad representé posiblemente una de las grandes plagas. En el
siglo IV A.C., Aristételes en su tratado "Historia de los Animales" describe con precision la
presencia de larvas parasitarias en la musculatura y la lengua del cerdo. En la Biblia también
se hace referencia a medidas alimentarias que pueden ser tomadas como norma de
prevencién para diferentes tipos de zoonosis entre ellas la cisticercosis: "de entre los
animales, todo el que tiene pezufia hendida y que rumia, éste comereis. Pero de los que
rumian o que tienen pezufia, no comereis estos: el camello, porque rumia pero no tiene
pezufia hendida, lo tendréis por inmundo. También el conejo, porque rumia pero no tiene
pezufia, lo tendréis por inmundo. Asimismo la liebre, porque rumia pero no tiene pezufia, la
tendréis como inmunda. También el cerdo, porque tiene pezufas, y es de pezufia hendida,
pero no rumia, lo tendréis por "inmundo” t¢Vc® 1137 pe 1550 a 1558 Paranoli y Rumier
mencionaron la infestacion al sistema nervioso central y la duramadre por quistes parasitarios.
En 1650 Paracelso sospechd que la epilepsia de un sacerdote enfermo derivaba de la
presencia de quistes cerebrales. En 1829 se realiza la primera descripcion de la infestacion de
cisticerco a la camara anterior del ojo. *®, Van Beneden, en 1853 en Bélgica, demostré que
los cerdos que ingerian huevos procedentes de proglétides de T. solium eliminados en heces
humanas desarrollaban lesiones quisticas musculares o cerebrales tipicas de la cisticercosis.
El siguiente paso fue demostrar que el consumo de carne de cerdo infectado produce Taenia
intestinal. En 1855, Kichenmeister, en Alemania, solicitd que se le permitiera dar la ultima
cena a un condenado a muerte. La cena consistié en una morcilla en la cual habia introducido
proglotides y huevos de cisticerco, y una sopa de fideos que dice textualmente que no estaba
muy caliente. Tres o cuatro dias después el reo fue ejecutado y se realizd la autopsia,
encontrandose que en el duodeno ya habia una Taenia que estaba muy bien agarrada a la
mucosa, con lo cual qued6é demostrado que el consumo de carne de cerdo infectada produce
la teniasis humana.®”

En 1901 en el Ecuador las primeras descripciones las realizo el Dr. Valenzuela quien reporté



el primer caso de NC en Guayaquil. Entre 1909 y 1911 Winberg y Moses mediante la fijacion
del complemento en el suero iniciaron el diagndstico serolégico. En 1973 como consecuencia
del avance tecnoldgico surgio la tomografia computarizada que constituye el pilar fundamental
en el diagnéstico y tratamiento de la cisticercosis. En la década de 1980 se dio mucho énfasis
al diagnostico inmunolégico de la NC existieron una gran cantidad de publicaciones
destacandose principalmente los estudios sobre el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y
western blot. En 1993 la Organizacién Mundial de la Salud, la Organizacion Panamericana de
la Salud y entidades afines financiaron la realizacion de programas de prevencion sobre el
control del complejo Teniasis/Cisticercosis y como resultado de esto se publicaron diversos

tipos de manuales, guias y normas sobre el control de esta zoonosis. ®
5.2- El parasito

La Taenia solium pertenece a la clase céstoda, del phylum planthelminto que se caracterizan
por ser gusanos planos y largos (1.5-8 metros) que pueden llegar a vivir hasta 25 afios en el
intestino delgado (yeyuno) del humano, cuenta con una escolex que presenta cuatro ventosas
y a diferencia de la Taenia saginata posee un rostelo provisto de una doble corona de
ganchos que utilizan para fijarse a la mucosa intestinal a partir de donde se desarrolla el
estrobilo (cuerpo) constituido por cientos de segmentos llamados proglotides los que poseen
organos reproductivos masculino y femeninos, por lo cual son considerados como unidades
reproductivas independientes; en la porcidén distal del cuerpo se encuentran las proglétides
gravidos con cientos de huevos en diferentes estados de maduracion, los que tienen forma
ligeramente ovalada de color café y miden de 30-40 micras con una doble membrana que los
semeja a una rueda, morfolégicamente son indistinguibles de los huevos de Taenia
saginata.®*?

El cisticerco en su forma quistica o vesicular contiene liquido, es esférico, semejante a un
grano de arroz (5 a 10 mm de diametro) de paredes transllicidas que dejan ver por
transparencia un punto denso y blanquecino que corresponde al escllex invaginado.
Frecuentemente, esta rodeado por una fina capa colagena que lo separa del tejido

circundante; presenta microvellosidades y una abertura por la cual el escélex se evagina. & &

19)



5.3- Ciclo Biolégico del Parasito
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El hombre desarrolla teniasis intestinal por ingesta de cisticercos vivos inadecuadamente
cocidos en la carne del hospedero intermediario natural (el cerdo). Aproximadamente cuatro
meses después de la infeccion, la Taenia adulta libera diariamente con las heces del portador
alrededor de 300000 huevos con capacidad de infectar a seres humanos y a cerdos causando

cisticercosis. Los cisticercos (meta cestodos) se desarrollan en el musculo y el cerebro

(Neurocisticercosis). ‘2

En las personas la infeccion ocurre por la ingestion de alimentos o aguas contaminadas con

excretas humanas que contienen huevos, lo que a su vez es facilitado por la convivencia con

portadores del parésito.



La Teniasis es una infeccion producida por Taenia solium y Taenia saginata que requieren de
huéspedes intermediarios como los cerdos y las reses respectivamente. Es importante
recalcar que aunque el hombre es el huésped definitivo también puede ser un huésped
intermediario y si esto ocurre en la infecciébn por Taenia solium entonces el paciente
desarrollara la cisticercosis. EI mecanismo mas comun para adquirir la cisticercosis es la
heteroinfeccion de huevos que proceden de otro individuo con el parasito, también es posible
una auto infeccién externa cuando la persona se contamina con las manos u alimentos con
los huevos que él mismo ha eliminado en la materia fecal, otra posibilidad es la auto infeccion
interna cuando hay una regurgitacion de los huevos desde el yeyuno hasta el estbmago. En
cualquiera de las formas anteriores el embrién exacanto que se encuentra en los huevos es
liberado en el intestino delgado penetrando la pared para alcanzar la circulacion, desde aqui
pueden llegar a los diferentes organos (incluyendo el Sistema Nervioso Central) donde

crecen hasta formar los cisticercos. %

5.4- Manifestaciones Clinicas

Las manifestaciones clinicas estan determinadas por el nimero, tamafio, localizacion y forma
quistica o racemosa del parasito asi como de la respuesta inmune del huésped, lo que plantea
un inmenso numero de posibilidades de combinacion, dando una amplia gama del espectro
sintomatolégico, que van desde asintomatico hasta cuadros de muerte subita por bloqueo del

sistema ventricular, 17 18:19)

5.4.1- Cisticercosis Quistica:

Su cuadro clinico puede estar relacionado con su ubicacion en la corteza cerebral con crisis
epiléptica, hipertension intracraneal, cuadro confuso alucinatorio, cuando los quistes se
encuentran en el parénquima cerebral o en los ventriculos pueden producir la llamada

hidrocefalia interna con sintomas intermitentes. %

5.4.2- Cisticercosis Racemoso:

Es un cisticerco diferente morfologicamente al quistico por tener similitud con un racimo de



uvas, actualmente se consideran el mismo parasito que al ubicarse en las cisternas o sistema
ventricular se afecta su homeostasis por algun tipo desconocido de respuesta inmunologica, la

hidrocefalia es crénica, hay demencia y dificultad para caminar. ?%
5.5- Respuesta inmune en la neurocisticercosis:

En infecciones cronicas por Helmintos como en la cisticercosis causada por la forma larvada
del Taenia solium los parasitos pueden vivir por afios gracias a una profunda modulacién del
sistema inmune del huésped, los sintomas estan relacionados con la inflamacion
granulomatosa que aparece como resultado de la muerte de la forma quistica del parasito.
Aunque la larva invasiva puede ser destruida por suero inmune en presencia del
complemento, la inmunidad frente al quiste depende de la respuesta celular. Las células T
helper desarrollan un papel importante en la regulacion de la inmunidad y la respuesta
inflamatoria a través de su habilidad para secretar diferentes citoquinas, en la cisticercosis
hay un cambio en la protecciéon temprana de la inmunidad de tipo Th1l(promueve la respuesta
inmune celular) a una respuesta tardia de tipo Th2 (estimula la respuesta inmune humoral),
esto podria ser responsable de la reproduccion del parasito, la residencia a largo plazo y la
intensidad de la parasitosis sin embargo es importante resaltar que la produccion de
anticuerpo es util para el diagnostico, no obstante los niveles pueden descender como

consecuencia de la calcificacion de los quistes.
5.6- Diagnostico:

El diagnostico de la cisticercosis se basa en hallazgos clinicos, epidemiolégicos, pruebas

serolégicas y estudio de imagenes radioldgicas.
5.6.1- Microscopia

Para identificar a los portadores del parasito adulto Taenia solium, se realiza un diagndstico
convencional por macroscopia en la busqueda de proglotides y el estidio microscopico que

requiere un examen directo o por concentracion de materia fecal (Método de Ritchie), sin

10



embargo la técnica es de escasa sensibilidad; el test de Graham es muy Util para la
identificacion de T. saginata, pero no para T. solium. Es importante resaltar que por el estudio
microscopico de los huevos es imposible distinguir entre T. solium y T. saginata, esto se logra

observando los proglotides o el escolex de los paréasitos. ¢?

5.6.2- Imagenologia:

Las técnicas de neuroimagenes, tales como Tomografia Axial Computarizada (TAC) y
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), son dUtiles para el diagnostico, porque proveen
evidencia objetiva del nUmero y topografia de las lesiones, su estado de evolucion y el grado
de reaccion inflamatoria del hospedador contra el parasito, pero la infeccion puede pasar
desapercibida cuando el nimero de cisticercos es bajo o las imagenes no son concluyentes.
Es imprescindible un diagnostico diferencial con otras enfermedades infecciosas y con
neoplasias del SNC. Por otro lado, estas técnicas aunque son de amplio uso en las zonas
urbanas, son muy costosas y de dificil acceso en la mayoria de las areas donde la

cisticercosis es endémica. ?®

5.6.3- Serologia:

Las principales pruebas serologicas en el diagndstico de la cisticercosis, son los ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA) que detectan anticuerpos en muestras de suero y liquido
cefalorraguideo o coproantigenos en heces que constituyen una ayuda importante para los

profesionales de la salud. & 2%

5.6.3.1- Ensayo inmunoenzimético (ELISA):

Se basa en la utilizacién de antigenos purificados o semipurificados de la membrana o fluido
vesicular del cisticerco, los cuales son fijjados en un soporte sélido, éstos son puestos en
contacto con el suero o liquido cefalorraquideo en busca de anticuerpos anticisticerco, de
estar presentes dichos anticuerpos se fijaran al antigeno y el complejo formado es detectado

al aplicarle un conjugado que contiene anti-humano unido a una enzima la cual catalizara su

11



sustrato dando una reaccién calorimétrica directamente proporcional a la concentracion de
anticuerpos anticisticercos en la muestra.!” 8 1%

Esta prueba detecta del 80 al 90 % de los casos seropositivos, sin embargo como en todas
las pruebas serolégicas esta disminuye su sensibilidad en pacientes inmunosuprimidos,
mientras que la especificidad esta determinada por el grado de purificaciéon del antigeno
utilizado, de este modo se pueden disminuir las reacciones cruzadas con otros parasitos
principalmente con los de la clase cestoda {( *® Una manera de semipurificar el antigeno es
utilizando cromatografia de afinidad o cromatografia liquida de alta presion (HPLC). 7 diversos
estudios han demostrado la utilidad de antigenos extraidos de Taenia cracciceps en
diagnéstico de la cisticercosis #*?* También Se han desarrollado varios ensayos para la
deteccion de antigenos circulantes tanto en suero como en LCR pero los mejores son los
basados en el uso de anticuerpos monoclonales. En 1989, Harrison y col., disefiaron un
sistema de inmunodiagnéstico por captura de antigeno utilizando un anticuerpo monoclonal
(HP10), que reconoce un epitopo glucidico repetido, presente en proteinas secretadas por los
cisticercos de T. saginata y otros ténidos. La prueba ha sido utilizada tanto en suero como en
LCR con buenos resultados con 85% de sensibilidad, sin embargo esta desciende hasta 65%
cuando solo hay un quiste. “® Sin embargo es importante resaltar que un resultado positivo no

indica un acisticercosis actual puesto que lo que se buscan son anticuerpos.
5.6.3.2- ELISA para la busqueda de coproantigenos:

Se han desarrollado técnicas de detecciébn de coproantigenos utilizando para su captura
anticuerpos policlonales de conejos inmunizados con extractos crudos de los parasitos adulto.
Esta técnica presenta 100% de sensibilidad y 94% de especificidad ya que permite detectar a
los portadores de Taenia sp, pero no consigue distinguir entre T. solium y T. saginata. Cuando
la determinacion se realiza en tira reactiva (“dipsticks”), la sensibilidad disminuye al 85%,
aungue con esta variante se puede analizar un mayor nimero de muestras y no se necesita
de equipo costoso. Este ensayo ha sido empleado en trabajos epidemiologicos y demostrd ser
una técnica muy sensible en la determinacién de la prevalecia de teniaséais, ademas de su
gran utilidad en la evaluacion de la eficacia de tratamiento en masa de poblaciones de las

areas endémicas. Otros grupos han desarrollado métodos de deteccién de coproantigenos

12



similares donde los sueros policlonales de conejos estan dirigidos contra antigenos de
excrecion/secrecion o antigenos de superficie de T. saginata, pero presentan el mismo

inconveniente, de no permitir un diagndstico especie-especifico. ¢*
5.6.3.3- Western blot:

Es considerada una prueba con gran especificidad y sensibilidad (cercana al 100%) ya que
esta técnica utiliza antigenos glicoprotiecos semipurificadas o purificadas de cisticercos que
son previamente separados por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS- PAGE) y luego
transferido a membranas de nitrocelulosa, de manera que pueden detectarse anticuerpos
contra diferentes antigenos del parasito (aproximadamente 31 antigenos diferentes).En las
tltimas décadas se han realizado esfuerzos para caracterizar antigenos que puedan mejorar
la especificidad de los ensayos y utilizar estos antigenos purificados en el inmunodiagnéstico
de la enfermedad.®

Uno de los antigenos mejor caracterizados del cisticerco de T. solium es el antigeno B (AgB)
el cual fue identificado como un arco de precipitacién en inmunoelectroforesis al confrontar un
extracto de cisticercos con sueros de pacientes con neurocysticercosis y fue el antigeno
reconocido con mayor frecuencia por anticuerpos de los sueros de pacientes con la
enfermedad. Estad demostrado que AgB corresponde a paramiosina, una proteina de musculo
de la Taenia. Las glicoproteinas han sido sefialadas como antigenos especificos en
cisticercosis, al respecto Tsang en 1989 logro’ purificar por cromatografia de afinidad con
lectina de lenteja, siete glicoproteinas (GP13, GP14, GP18, GP21, GP24, GP39-42, GP50) de
metacestodos de T. solium, que exhibian un 98% de sensibilidad y 100% de especificidad en
el diagndstico de cisticercosis, empleandolas en la técnica de western blot. Dicho ensayo fue
reconocido por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) como el método

inmunoldgico de eleccién para el inmunodiagnéstico de neurocisticercosis. . & 724 25 28)

5.6.4- Diagnostico Molecular:

Por otra parte, se han probado técnicas de diagndstico molecular de teniasis, con secuencias

de ADN complementario (ADNc) de T. solium, e hibridacion para la deteccién de huevos en
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heces; ademas se establecid el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en el
diagndstico de especies de T. saginata y T solium, para identificar posibles variaciones

genéticas.
5.6.4.1- Sondas de hibridacion:

Para el diagnéstico diferencial de T. solium y T. saginata se han utilizado técnicas como
sondas de ADN. En 1990, Harrison y col, clonaron 2 sondas de ADN, HDP1 y HDP2, en una
genoteca gendmica de T. saginata, que permitieron la identificacién diferencial por hibridacion
de los dos grandes ténidos del hombre. Igualmente, en 1995, Chapman y col, clonaron de
genotecas genomicas de T. solium y T. saginata dos sondas, pTsol-9 y pTsag-16, especificas

de T. solium y T. saginata respectivamente y que logran distinguir los dos ténidos. ®
5.6.4.2- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

La primera PCR en Teniasis fue desarrollada por Gottstein en 1991 y lograba la identificacion
de T. saginata. A partir de la secuencia de la sonda HDP2 se ha disefiado una “multiplex
PCR” que posibilita un diagnéstico diferencial de T. solium y T. saginata. Esta PCR ha sido
utilizada para la identificacion de aislados de los ténidos procedentes de distintas zonas
geogréficas. Utilizando la PCR basada en la amplificacién de la secuencia HDP2 en Brasil
Nunes y col en 2003 se logro la diferenciacion de T. solium y T. saginata. M&s recientemente
(2005) este mismo grupo de investigadores ha desarrollado una PCR-RFLP (“PCR-restriction
fragment length polymorphism”, polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion)
que amplifica la secuencia HDP2, seguido por digestiéon con la enzima Dral, que permite
diferenciar T. solium de T. saginata.

Todos estos trabajos demuestran que las técnicas de biologia molecular, en especial la PCR

son un gran avance en el diagnéstico especie-especifico de teniasis. ¢ 2 %)
5.6.4.3- Antigenos recombinantes:

Aunque se han realizado multiples estudios sobre antigenos especificos para el diagnostico
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de la enfermedad, la purificacion de éstos requiere gran cantidad de material parasitario,
ademas de equipos sofisticados y técnicas laboriosas, por lo que se ha recurrido a la
tecnologia del ADN recombinante para la clonacion de las moléculas de interés diagnostico.
Asi, la clonacion y expresion de la paramiosina, y fragmentos truncados de ésta, ha permitido
estudiar el valor diagnéstico de la misma y hacia cual region de la proteina se dirige la
respuesta inmune del hospedador. Greene y col en 2000 clonaron, dos genes de T. solium
gue expresan las glicoproteinas de 14 kDa (TS14) y 18 kDa (TS18), descritas en 1989 por
Tsang y col. Al hacer la evaluacién serolégica de dichos antigenos, observaron que eran
reconocidos por sueros de los pacientes con cisticercosis y no por los de los pacientes con
parasitosis relacionadas). En el 2004 se cloné el gen correspondiente a la glicoproteina de 50
kDa también descrita por Tsang en 1989. La proteina expresada mostro eficacia en el

diagnéstico de cisticercosis. 728

5.6.4.4- Péptidos sintéticos

La utilizacion de péptidos sintéticos derivados de antigenos previamente caracterizados
evitaria la necesidad de purificacion de los antigenos recombinantes y podria asegurar la
reproducibilidad de los ensayos. Por ello, tltimamente se han realizado diversos trabajos en
este sentido. Los péptidos mas utilizados son: KETcl, KETcl2, KETc410 y KETc413
diseflados a partir de las secuencias de ADNc de los clones KETcl1, KETc4 y KETc12. En un
estudio sobre glicoproteinas de metacestodos de T. solium se prepararon péptidos sintéticos
con la secuencia aminoacidica completa de las glicoproteinas TS14 (sTS14) y TS18 (sTS18) y
se evaluaron en el diagnostico de cisticercosis, mediante FASTELISA, siendo sTS14
reconocido por el 53% de los sueros de pacientes con cisticercosis, mientras que la
sensibilidad de sTS18 fue mucho menor; la especificidad de ambos péptidos fue del 100%.
Paralelamente, los autores realizaron la mezcla de sTS14 y sTS18 pero no mejoraron los

resultados obtenidos. ®

5.7- Epidemiologia:

La cisticercosis es la enfermedad parasitaria mas frecuente del sistema nervioso central
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(SNC), en paises endémicos, sobre todo América latina, Africa y Asia. Se considera la primera
causa de epilepsia por delante de tumores cerebrales, anomalias vasculares y traumatismos.
En los paises europeos como en Espafa, no es una enfermedad endémica pero se ven casos
incidentes con cada vez més frecuencia en la poblacién inmigrante. ?” En América latina existe
una incidencia extremadamente alta, desde México hasta Chile, segun datos de autopsias ,
las tasas globales de cisticercosis humana oscilan entre 100-600 por cada 100,000 habitantes
en Latinoamérica, pero estudios basados en pruebas inmunolégicas aplicada a poblaciones
en general, revelan cifras de 10 o mas veces superiores. Se estima que América latina

344.000 personas tienen neurocisticercosis. ©

Un estudio seroepidemiolégico en México empleando hemoaglutinacion reporté un 3% de

positividad en 7000 muestra de la poblacién general. ®

Herdocia y col reportd en Ledn Nicaragua una seropositividad dos veces mayor en pacientes

epilépticos que en no epilépticos utilizando la técnica de ELISA. ©

Vanegas y col reportd un 5% de seropositividad a neurocisticercosis por la técnica de ELISA
con habitantes de la ciudad de Leén Nicaragua.
Reyes y Ortega reportaron un 27% de seropositividad con la técnica de ELISA en una

poblacion rural del occidente de Nicaragua. ¢
Bucardo y col, en el 2004 obtuvieron un 8% de positividad en  pacientes epilépticos

utilizando la misma técnica, no obstante se reportdé un 14% de positividad cuando se empled

Western blot. () Esto evidencia la mayor eficacia del Western-blot frente al ELISA.
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6- MATERIAL Y METODO

6.1- Tipo de estudio: Ensayo de laboratorio

6.2- Sueros controles

Un total de 7 muestras de sueros positivos para cisticercosis obtenidos de pobladores del
Municipio de San Nicolas-Esteli con previo diagnostico serologico (ELISA Y Western Blot) y
por imagenologia (TAC). Dichas muestras fueron tomadas en los afios 2005-2006 para un
estudio de prevalencia en esta zona, realizado por Duttman y Téllez. Para investigar
reacciones cruzadas se utilizaron 16 sueros negativos, de los cuales 3 fueron suero de
pacientes infectados con Himenolepis, 4 de pacientes infectados con Ascaris, 2 de pacientes
infectados con Trichuris, confirmados por examen general de heces y 7 sueros de pacientes
con anticuerpos 1gG positivos para toxoplasma por inmunofluorecencia indirecta realizadas en

el laboratorio de serologia de la Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua.

6.3- Purificacion de antigenos.

Los quistes fueron extraidos directamente del musculo esquelético del cerdo, macerados con
ayuda de ciclos de congelacion y descongelaciéon, para ser luego sonicados rompiendo la
pared de parasito, el sobrenadante fue centrifugado a 14000 rpm por 30min para eliminar el
exceso de lipidos, se midié la concentracion de proteina por el método de Biuret,. La

preparacion fue alicuotada y guardadas a -20°c hasta su uso. (Ver anexos NO 1).

6.4- Estandarizaciéon del Ensayo Inmunoenzimatico indirecto (ELISA) con glicoproteinas
del cisticerco

Se utilizaron placas de poliestireno de 12 x 8 pozos (MAXISORP; NUNC, Alemania).
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6.4.1- Estandarizacion de la concentraciéon de antigeno en la placa

En cada pozo se colocaron diluciones seriadas de antigenos glicoproteicos del cisticerco en
buffer carbonato a partir de una concentracién de 12 mg/ml y se incubaran por 18h (toda la
noche) a 4°, lavado 5 veces con PBS-Tween20 al 0.3%, blogueados con BSA al 0.05% vy
leche descremada al 5% (Skim Milk Powder. Meck) en PBS-Tween 20 al 0.3%. Se incubaran
con los sueros en diluciones 1:100 (fijada momentaneamente) en PBS- Tween20 al 0.3%,
durante 30 min a 37°c esto con el fin de establecer la concentracion de antigenos donde se
observa la mayor absobancia y la conservacion de la linealidad. Se lavo 5 veces con PBS-
Tween20 al 0.3%. El conjugado utilizado fue anti-IgG humana-peroxidada (SIGMA) en
dilucién de 1:1000 incubados por 30 min a 37°c, lavado 5 veces con PBS- Tween20 al 0.3%.
Se adiciono 100 pl de sustrato 3,3,5,5-Tetramethylbenzidine (TMB-SIGMA), incubado 40 min
a temperatura ambiente y se adiciono acido sulftrico ( 2.5M ) para interrumpir la reaccion

enzimatica.

6.4.2- Estandarizacion de las diluciones de suero

Cuando se establecié la concentracion 6ptima de antigenos se procedid a practicar los
ensayos con diferentes diluciones de los sueros de pacientes positivos con el fin de
determinar la dilucion a la cual se registra una absorbancia mas alta y que a la vez
proporcione una buena linealidad. Los procedimientos son iguales a la de estandarizacion de
la concentracion antigénica, con la diferencia que en este paso lo que varia son las diluciones

de los sueros.

6.4.3-Estandarizacion de las diluciones de conjugado anti-lgG humano peroxidos
(SIGMA)

Después de tener las concentraciones optimas de antigeno y la dilucion adecuada de las
muestras, se procedid de forma similar para establecer la concentracion apropiada de

conjugado.

18



6.4.4-Determinacion del cut-off para el ELISA indirecto

El cut-off consiste en el promedio de las lecturas de DO obtenidas a 450 nm de 16 sueros

controles negativos mas tres desviaciones estandar.

6.5- Preparacion de geles para la electroforesis

6.5.1- Gel Separador: Se prepararon los geles a una concentracién con 12% de Acrilamida

— Bis-acrilamida en una camara de BIO-RAD Modelo mini-protean (ver anexo NO 2).

6.5.2- Gel concentrador: Se prepararon geles al 5% de Acrilamida — Bisacrilamida (ver
anexo NO 2).

6.6- Estandarizacion del ensayo de Inmunoelectrotransferencia (Western- blot) con

glicoproteinas del cisticerco.

6.6.1- Electroforesis

Los geles se montaron en la camara BIO-RAD (Ver anexo NO5) con buffer de electroforesis,
se coloca el marcador de peso molecular en carril nimero 1y las proteinas del cisticerco con
buffer de muestra a diferentes concentraciones en carriles siguientes a partir del antigeno
concentrado (12mg/ml), se corri6 a 160 Vol. Hasta que el frente de corrida saliera por

completo de el gel (Ver anexo NO3).

6.6.2- Electrotransferencia:

Empleando de acuerdo con las instrucciones del fabricante el equipo Trans-Blot RSD Semi-
Dry Electroforetic Transferi Cell BIO-RAD (Ver anexo NO6) en donde las glicoproteinas se
transfieren a membranas de nitrocelulosa (tamafio de poro de 0.2um) de grueso cortadas

8x7cm.
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6.6.3- Estandarizacion la concentracion de Antigenos en las tiras

Posterior a la transferencia las membranas con el antigeno a diferentes concentraciones se
cortaron en tiras de 3mm de ancho para ser sometidas al ensayo inmunoenzimatico con
sueros controles determinando a que concentracion de antigenos hay una mejor reaccion. En
este momento el ensayo se practicara con una concentracion fija de muestra y de conjugado.
(Ver anexo NO4).

6.6.4- Estandarizacion de las diluciones de suero

Con una concentracion Optima de antigenos establecidos se practicaron los ensayos con
diferentes diluciones de los sueros de pacientes positivos con el fin de determinar la dilucién a
la cual se registra una lectura mas clara. Los procedimientos son iguales a la de
estandarizacion de la concentracion antigénica, con la diferencia que aqui lo que varia son las

diluciones de los sueros.

6.6.5- Estandarizacion de las diluciones de conjugado anti-lgG humano peroxidasa
(SIGMA)

Con una concentracion optimas de Antigeno y la dilucidon adecuada de las muestras, se libera
la dilucion del conjugado en busca de la concentracion mas adecuada de este, con un

procedimiento similar a los anteriores.

6.6.6- Estimacion de los pesos moleculares de las glicoproteinas reconocidas por

anticuerpos de pacientes positivos

Se miden las movilidades electroforéticas de las glicoproteinas en mm para calcularlos Rf de
cada banda.
Rf= B/A.

A: Distancia de la parte superior del gel ala frente de corrido.
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B: Distancia de la parte superior de gel a la banda.

Sabiendo que el Rf es inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular,
realizamos una recta patron con las proteinas del marcador peso molecular conocido (SIGMA,
8 proteinas de 7000 a 240000 KDa) vy se interpolaran a esta los Rf de las glicoprotinas
reconocidas por los sueros positivos. Se conciderara positivo los sueros que reaccionen con al
menos una de las siguientes bandas: 9, 14, 17 ,24, 26, 38-42, 50 KDa segun lo establecido
por T.Sang y Col. ©V

6.7-Analisis estadisticos

El analisis estadistico se realizo utilizando el programa informatico EPIDAT version 3.2, para

calcular las proporciones con un nivel confianza del 95% Haciendo uso de método exactos.
6.7.1- Determinacién de la sensibilidad para Western-Blot y ELISA

Se procesaran las muestras tanto con ELISA como por Western-Blot de controles positivos

para cisticercosis previamente confirmados por serologia e imagenologia.
Sensibilidad = verd pos / verd pos + falsos negativos x 100
6.7.2- Determinacion de la especificidad para Western-Blot y ELISA

Se procesaran las muestras tanto con ELISA como por Western-Blot de controles negativos

para cisticercosis y positivos para otras parasitosis.

Especificidad = verdaderos neg / verdaderos neg + falsos positivos x 100
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7.- RESULTADOS

Concentraciones, tiempos y temperaturas optimas en la estandarizacion del ELISA.

La concentracién optima de antigeno para sensibilizar las placas fue de 120ug/ml incubados
por 18hrs en refrigeracion, las muestras deben ser utilizadas en una dilucién de 1/400 por
30min a 37°c, mientras que el conjugado a una diluciéon de 1/20000 por 30min a 37°c y el

sustrato debe ser incubado en oscuridad por 20 minutos a temperatura ambiente. (Tabla 1)

Andlisis de cada componente del ELISA
De los componentes del ELISA el que presento menor absorbancia cuando fue removido del

ensayo fue el sustrato con 0.0063 de absorbancia. (Grafico 1)

Determinacién de la forma de bloqueo.

La forma de bloqueo de las placas sensibilizadas que presentd la menor media de las
absorbancia fue con BSA al 0.05% a temperatura ambiente por toda la noche y la que
presento la media de absorbancia mas alta fue el bloque con leche al 5% por 1 hr a 37°.
(Grafico 2)

Determinacién de cut-off.
El Cut-off fue de 0.69 de absorbancia. La media de la absorbancia de los pacientes positivos

fue 7 veces mayor que la media de las absorbancia de los pacientes negativos. (Tabla 2)

Tiempo 6ptimo de reaccién Enzima- sustrato.
El tiempo de incubacion con el sustrato donde se observo una mayor absorbancia fue a los

25 minutos. (Grafico 3)
Sensibilidad y especificidad del ELISA.

La sensibilidad del ELISA fue de 100% IC 95% (92.86-100%) y una Especificidad de 93.73%
IC 95% (78.16-100%) utilizando un cut-off de 0.69 de absorbancia. (Tabla 3)
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Concentraciones, tiempos y temperaturas optimas en la estandarizacion del ELISA.

La concentracion de antigenos fue de 3mg/ml (dilucién ¥ a partir de una concentracion de
12mg/ml) depositandose 300ul en cada gel, la electroforesis fue corrida por 90minutos a
160volt, mientras que la transferencia se realizo por 15 minutos a 25 volt. Las muestras de
suero deben utilizarse en una dilucién de 1/200 para ser incubadas por 60min a temperatura
ambiente y la dilucién del conjugado de ser 1/10000 por el mismo tiempo y a la misma
temperatura, mientras que el conjugado de ser incubado por 10min a temperatura ambiente.
(Tabla 4)

Sensibilidad y especificidad del Western-blot:

La sensibilidad de western-blot fue de 83.33 IC 95% (45.18-100%) mientras que la
especificidad fue de 100% IC 95% (96.88-100%). (Tabla 5)

Las proteinas de cisticercos tomadas en cuenta para evaluar la positividad de los pacientes
fueron las de 8,14, 17, 24, 26KDa .

Comparacion de la sensibilidad y especificidad entre el ELISA y Western-blot.
No se encontro diferencia significativa en la sensibilidades y especificidad entre el ELISA y el
Western-Blot.(Tabla 6).
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8. -DISCUSION:

Concentraciones, tiempos y temperaturas optimas en la estandarizacion del ELISA.
Estos resultados difieren de los encontrados por MinozzoJ.C y Col. ®® en el 2008 quienes
utilizaron un ELISA con concentraciones de Ags de 3.5 pg/ml, diluciones de suero de 1/12 y
conjugados diluidos 1/1000, También difieren de el ELISA estandarizado por Jharna Mandal
Col. ™ quien utilizo solo 4 pg de Ags por pozo con una dilucién de suero de 1/400 y
conjugado de 1/1000; la causa posible de esta diferencia en la concentracion de antigeno se
deba a que en este ELISA se emplearon Ags crudos mientras que Jharna Mandal Col.

Utilizaron Ags puros.

Determinacion de las concentraciones de Ags, muestra, conjugado, sustrato

Al remover el sustrato se obtuvo una menor Absorbancia sin embargo el que tiene mayor
importancia es el uso de él conjugado lo que significa que el empleo de las diluciones de
conjugados juega un papel importante en la introduccion del ruido de fondo, por esto es que
se procedié a probar con diluciones de conjugados mas altas. La absorbancia de 0.3103
cuando el ensayo se realizo sin antigeno es proporcionada por la adherencia de los
anticuerpos de los sueros y del conjugado directamente sobre la placa mientras que la
absorbancia de 0.4550 registrada cuando se realizo el ensayo sin muestra es proporcionada

por la unién de conjugado de forma directa sobre el antigeno y la placa.

Bloqueo.

La manera mas efectiva de bloqueo fue utilizando BSA incubado por toda la noche a
temperatura ambiente, demostrando menor absorbancia al realizar el ensayo con pacientes
negativos, esto evito que los anticuerpos de las muestras y el conjugado se adhirieran
directamente sobre la placa, lo anterior coincide con que el uso de BSA es la forma mas

efectiva de bloqueo.

Determinacion de cut-off.
El cut-off encontrado difiere del utilizado por Minnoso J.C, et.al ®® en Brasil con un valor de

0.096, es de esperarse ya que para cada region debe calcularse un cut-off por la diferencia
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en los titulos de anticuerpos como consecuencia de la endemicidad de la enfermedad.
La media de las absorbancias de los pacientes positivos fue 7 veces mayor a la de los
pacientes negativos, lo que establece una buena capacidad de diferenciacion entre pacientes

negativos y positivos por este ELISA.

Sensibilidad y especificidad del ELISA.
La sensibilidad de nuestro ELISA (100%) es similar a la obtenida por Ludici Neto F. y col *¥
utilizando un antigeno de 100 KDa. En una estandarizacion de ELISA realizado por Ednia .C.

| 3% obtuvieron una sensibilidad del 100% en suero empleando un antigeno

Bueno y co
recombinante el (rGP50). Sin embargo difiere de la sensibilidad obtenida por Simac y col.
(90%) en 1995 con un ELISA de antigenos crudo de cisticerco.

La especificidad obtenida (93.75%) es alta, tomando en cuenta que se utilizo antigenos
crudos de el cisticerco completo el cual comparte proteinas con otros parasitos. Esta
especificidad es similar a la obtenida por Ednia .C. Bueno y col ™ con el antigeno
recombinante el (rGP50), pero difiere de la especificidad obtenida por Lisiane y col *? con un
antigeno de 26 KDa de la larva de Taenia solium Jharna Mandal y col ® consiguieron una
especificidad (100%) mas alta a la obtenida por nuestro ELISA utilizando la fraccion

antigénica de 20-24 KDa.

Sensibilidad y especificidad del Wester-blot:

La sensibilidad del western-blot fue menor a la obtenida por T.Sang y col. @Y (98%) en 1989
los que utilizaron antigenos purificados por cromatografia con lecti-lectina; Minozzo J.C y
col. ®@ Consiguieron una sensibilidad mayor a la nuestra (90%) al utilizar antigenos crudos de
Cysticercus longicollis.

La especificidad (100%) de nuestro Western-blot fue similar a la conseguida por T.Sang y
Col. La alta especificidad del Western-blot es debido al proceso de separacion de las

proteinas del cisticerco.
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Comparacién de la sensibilidad y especificidad entre el ELISA y Western-blot.

En la comparacion de la sensibilidad entre las dos técnicas no se observa una diferencia
significativa al compara los intervalos de confianza sin embargo debe tomarse en cuenta que
el numero de controles positivos fue muy bajo y que una diferencia de la sensibilidad de 17%
entre ambas técnicas es alta.

Al comparar la especificidad no se encontro diferencia significativa desacuerdo a los intervalos

de confianza pero se puede apreciar una mejor especificidad al utilizar el western-blot.
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9. -CONCLUSIONES:

. La sensibilidad obtenida por ELISA fue alta mientras que la especificidad fue aceptable

tomando en cuenta el antigeno utilizado.

. El Western-Blot proporciona una mejor especificidad que el ELISA, sin embargo mostré

una sensibilidad menor.

. Al comparar la sensibilidad y especificidad de ambas técnicas no se diferencia

estadistica.

. El cut-off utilizado en el ELISA fue de 0.69.

. La absorbancia en los positivos fue 7 veces mayor que la de los negativos.

. El principal componente que influyen el ruido de fondo fue la concentracién del

conjugado.

. En el western-blot la reactividad a al menos una de las bandas de 8, 14, 17, 21, 24, 26

KDa fueron considerado positivo.
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10. -RECOMENDACIONES

Utilizar antigenos purificados para la estandarizacion de ensayos inmunologicos.

En la determinacién de la sensibilidad y especificidad es necesario utilizar un mayor

namero de controles con el fin de aumentar la significancia estadistica.

Evaluar la capacidad de estas técnicas para discriminar entre una neurocisticercosis y

una teniasis, asi como diferenciar entre una neurocisticercsis activa o inactiva.
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Tabla .1.
Concentraciones, tiempos y temperaturas optimas en la estandarizacion del ELISA.

Grafico 1.

Fase del ELISA Concentracion Tiempo Temperatura
Antigeno (coating) | 120ug/ml 18hrs 4-8 °c
muestra 1/400 30min 37°%
conjugado 1/20000 30min 37°%
sustrato 1/1 25min 25-30°%
Analisis de cada componente del ELISA
0,5
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Grafico 2.

Determinacion de las formas de bloqueo de las placas

de ELISA
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Tabla.2.
Cut-off Relacién positivo/Negativo
0.69 6.95

Estadistico ABS de los positivos ABS de los negativos
Media 1.6003 0.2304
Desviacion estandar 0.49508 0.14322
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Grafico .3.

Densida optica
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Tabla .3.
Sensibilidad y especificidad del ELISA.
Resultados del ELISA Con un Cut-off =0.69
Estadistico Valor IC (95%)
Sensibilidad 100% (92.86-100%)
Especificidad 93.75% (78.16-100%)
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Tabla.4.

Concentraciones, tiempos y temperaturas optimas en la estandarizacion del ELISA.

Fase de el western Concentracién Tiempo Temperatura 0
voltaje
Antigeno | Electroforesis | 3mg/ml en 7 cm 90min 160 volt
Transferencia | - 15min 25 volt
muestra 1/200 60min 25-300cC
conjugado 1/10000 60min 25-300cC
sustrato 1/1 10min 25-300c
Tabla.5.

Sensibilidad y especificidad del Western-blot

Estadistico Valor IC (95%)
Sensibilidad 83.33% 45.18 -100%
especificidad 100 % 96.88 -100%

Tabl%g-mparacién de la sensibilidad y especificidad entre el ELISA y Western-blot.
Sensibilidad IC (95%) Especificidad | IC (95%)
ELISA 100% (92.86-100%) | 93.75% (78.16-100%)
Wester- blot | 83.33% (45.18 -100%) | 100 % (96.88-100%)
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Anexo 1

Protocolo establecido por T.Sang y Col ©®V. Para la extraccién de antigenos del

cisticerco

Los quistes seran aislados directamente del musculo esquelético de cerdos infectados
recién sacrificados en el rastro municipal de la ciudad de Lebén en el periodo de
septiembre del 2008 a febrero del 2009,

Se extrae el liquido vesicular, el resto de las vesiculas se coloca en PBS (ph. 7.2)
eliminando los detritus y restos de tejidos procedentes del cerdo y no del cisticerco.
Lavar cuidadosamente con una gasa, para eliminar el excesos de PBS, pesar y
congelan a -70°c hasta su uso.

Cuando se tenga recolectado suficientes quistes se sacan para mezclados con
inhibidores enziméticos (4mg de sal sodica de p-hidroximercuribenzoato al 0.04 % +
10ml de NaOH 2N).

Macerar con ayuda de un mortero y con ciclos de congelacion/ descongelacion hasta

obtener una apariencia pastosa.

Hacer una dilucion 1/5 en solucion amortiguadora de sacarosa (42.89 de sacarosa+
5.959 de Hepes+ 292mqg de EDTA+ 500ml de H,0).

Sonicar a 7 Hz por un minuto dejando reposar por 5 minutos y luego Sonicando
nuevamente, este paso se repetird de 3-5 veces.

Centrifugar a 2000 rpm por 20 min. a 4°, obteniéndose el sobrenadante 1. Al
sedimento se le realizara el mismo procedimiento desde la maceracion y se obtiene el
sobrenadante 2,

Ambos sobrenadante son mezclados y ultracentrifugados a 50000rpm por 2 hrs. a 4°c.
Extraera la capa superficial de lipidos, la parte intermedia que contiene la mezcla de
proteinas del cisticerco se guarda y el sedimento se descartara.

La mezcla de proteinas se dializa contra tris NaCl por lo menos tres cambios de esta
solucion a 4°c.

Determinara la concentracion de proteinas por un método colorimétrico (Biuret)

Alicuotar y guardar a -20°
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Anexo 2
Gel separador

soluciones para preparar | gel al
10ml 12%(ml)
agua desionizada 3.3
acrilamida-bisacrilamida al 4.0
30%

Tris Base 2M ph. 8.8 2,5
SDS all0% 0.10
APS al 10% 0.05
TEMED 0.004

Gel concentrador

soluciones para preparar | gel al
10ml 5%(ml)
agua desionizada 6.8
acrilamida-bisacrilamida al 1.7
30%

Tris Base 2M ph. 8.8 1.5
SDS al10% 0.1
APS al 10% 0.1
TEMED 0.01
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Anexo 3

Procedimientos de la electroféresis

Montarar los geles en la camara para electroforesis (BIO-RAD) y se procede a agregar

buffer de electroforesis 1X (para 5X= 15 g de Tris base+72 g de glicina+5 g de

SDS+1L de agua bidestilada) en la parte interna y externa que se crea entre el

eléctrodo y la cadmara.
Preparar las muestras en diferentes diluciones con Buffer de muestra (387mg de
EDTA+5ml de glicerol+ 5ml de SDS + 1.25ml de Tris base 0.5M y ph 6.8 + unos

granitos de azul de bromofenol y aforar con agua bidestilada a 50ml) las que seran

rotuladas y tapadas adecuadamente para luego ser puestas a hervir en bafio maria por
2 minutos con 20ul de buffer de muestra con beta mercaptoetanol (SIGMA),

Colocar las glicoproteinas y el marcador de peso molecular en los carriles identificados
con las concentraciones de glicoproteinas correspondientes, (WM, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512) y terminar de llenar la camara electroforética con el
buffer de corrido.

Realizar el corrido electroforético a 200 VIts, la corrida termia cuando el frente este a

0.5 cm. de extremo distal.
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Anexo 4
Determinacion de la concentracion optima de antigeno en las tiras

e Las membranas de nitrocelulosa seran cortadas en tiras de 3mm de ancho, cada una
identificadas con la concentraciones glicoproteinas correspondiente, se trabajara con
tres tiras para cada concentracion de antigeno con el fin de determinar a que
concentracion hay mejor reaccién de sueros positivos previamente diagnosticados por
serologia e imaginologia.

e Bloquear las tiras con 490ul con PBS Tween 20 al 0.3% y leche descremada al 5%
toda la noche en temperatura de 4-8 °c.

e Agregar 10ul de sueros controles de pacientes positivos de manera que la dilucion de
la muestra quede 1/50 (en este caso se deja fijo la concentracibn de suero para
determinar primero la concentracion adecuada de antigeno)

e Incubard por 1hr temperatura ambiente en agitacion constante.

e Lavar tres veces con PBS Tween 20 al 0.3% por 5 min. en cada lavado con agitacion
constante.

e Agregaran 500ul de conjugado anti-lgG humano (SIGMA) a una dilucion de 1/250 en
PBS Tween 20 al 0.3% y se incubard 1hr a temperatura ambiente, (en este caso se
deja fijo la concentracion de conjugado para determinar primero la concentracion
adecuada de antigeno

e Lavar tres veces con PBS Tween 20 al 0.3% por 5 min. en cada lavado con agitacion
constante.

e Agregaran 500ml de sustrato diluido (30ml de 3,3 diaminobencidina (SIGMA)+ 30ml de
PBS ph. 7.2 +6ml de agua). Se prepara solo lo que se va a utilizar,

e Se incuba por 10 min aproximadamente en agitaciéon constante y cubiertos con papel
aluminio.

e Lareaccion se detendra lavando con agua destilada.
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Anexo 5

Anexo 6

Modelo Camara electroforética MiniProtean
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