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RESUMEN

Objetivos. Evaluar la eficacia de la prueba electroinmunotransferencia (EITB) para la deteccién de cisticercosis humana
utilizando antigeno mix nativo purificado de liquido de cisticerco de Taenia solium. Material y métodos. Estudio observacional
de evaluacion de prueba diagndstica. El antigeno mix nativo purificado se extrajo del liquido de cisticerco de cerdos naturalmente
parasitados de areas consideradas endémicas, se evalud y selecciond uno de los cuatro métodos de purificacion: sulfato de
amonio, lecitina de lentejas-sefarosa, Sephadex G-75 y electro-elucién. La sensibilidad del antigeno purificado se determind
con EITB y fue evaluada con 50 sueros positivos a cisticercosis y la especificidad con 50 sueros negativos a cisticercosis
(20 libres de infeccién parasitaria y 30 positivos a diferentes parasitosis). Resultados. La concentracion éptima del antigeno
mix nativo purificado para preparar las tiras EITB fue de 0,82 pg/mm. Por cromatografia de afinidad con lectina de lentejas-
sefarosa se visualizaron y purificaron ocho glicoproteinas antigénicas especificas, siendo sus masas relativas de: 13, 14, 17,
18, 23, 24, 31 y 35 kDa; los antigenos purificados obtenidos por los otros métodos no fueron evaluados por EITB, porque
no correspondieron a las proteinas antigénicas especificas consideradas entre 13 y 35 KDa. La prueba de EITB utilizando
antigeno mix nativo purificado presenté 100% de sensibilidad y 100% de especificidad. Conclusiones. El antigeno mix nativo
purificado mejora la eficiencia diagndstica de la prueba de EITB. Recomendamos la preparacion de un kit in house y su
validacién en campo para que pueda transferirse e implementarse en laboratorios de zonas endémicas del Peru.
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EVALUATION OF ENZYME-LINKED IMMUNOELECTROTRANSFER BLOT
TEST USING PURIFIED NATIVE ANTIGEN MIX FROM CISTICERCUS
FLUID OF 7Taenia solium FOR DIAGNOSIS OF HUMAN CYSTICERCOSIS

ABSTRACT

Objectives. Evaluate the efficiency of the enzyme-linked immunoelectrotransfer blot test (EITB) for the detection of human
cysticercosis using purified native antigen mix from cysticercus fluid of Taenia solium. Material and methods. Observational
study of the evaluation of the diagnostic test. The purified native antigen mix was extracted from the fluid of cysticercus from
naturally parasitized pigs from areas considered endemic. Four purification methods were evaluated and one was selected:
ammonium sulfate, lentil lectin-Sepharose, Sephadex G-75 and Electro-elution. The sensitivity of the purified antigen was
determined with EITB and was evaluated with 50 sera positive for cysticercosis and the specificity with 50 sera negative
for cysticercosis (20 free of parasitic infection and 30 positive for different parasites). Results. The optimal concentration
of the purified native antigen mix to prepare the EITB strips was 0.82 ug/mm. By affinity chromatography with Lentil Lectin-
Sepharose we visualized and purified 8 specific antigenic glycoproteins, their relative masses being: 13, 14, 17, 18, 23,
24, 31 and 35 kDa. The purified antigens obtained by the other methods were not evaluated by EITB because they did not
correspond to the specific antigenic proteins considered between 13 and 35 kDa. The EITB test using purified native antigen
mix showed 100% sensitivity and 100% specificity. Conclusions. The purified antigen native mix improved the diagnostic
efficiency of the EITB test. We recommend the preparation of an in-house kit and field validation so that it can be transferred
and implemented in laboratories in endemic areas of Peru.
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INTRODUCCION

La cisticercosis es una zoonosis parasitaria causada por
los quistes larvarios o cisticercos de Taenia solium, que
afecta a algunas comunidades de Latinoamérica, Asia y
Africa, de bajos recursos econémicos y con bajos niveles
de educacion lo cual representa un problema de salud
publica. En el Peru, la neurocisticercosis (NCC) por T.
solium es la etiologia mas comun y puede confundirse
con otras afecciones del sistema nervioso central y es,
ademas, la causa principal de convulsiones en zonas
endémicas del pais (9.

El diagnéstico de la NCC se hace por medio de la
resonancia magnética (RM) o la tomografia axial
computarizada (TAC), los cuales constituyen el principal
pilar del diagnéstico ©¢®. El diagnostico serolégico de
la cisticercosis humana es un complemento de mucha
utilidad para reforzar los hallazgos radiolégicos y clinicos
compatibles con esta enfermedad @4.

La cisticercosis es erradicable y esta considerada dentro
de las enfermedades desatendidas (-59). Las pérdidas
economicas son altas por el costo horas-hombre que
ocasiona la enfermedad (966 dolares por paciente) (9,
por la infeccién de los cerdos con el estado larvario
(cisticercosis) lo cual afecta a la calidad y seguridad de
la carne de cerdo 2,y por el decomiso de la carne
porcina parasitada ©.

La prueba de electroinmunotransferencia (EITB)
o Western blot, en combinacion con antigenos
purificados (¥ es altamente especifico y mas sensible
que el ELISA o que el examen de la lengua para la
deteccidon de infeccion por T. solium (4 en porcinos.
En Estados Unidos existe un antigeno purificado por
Tsang (3% que posee siete glicoproteinas (GP) altamente
antigénicas y especificas: GP 50kDa, GP 42-39kDa, GP
24kDa, GP 21kDa, GP 18kDa, GP 14 kDa y GP 13 kDa,
estas son usadas para el diagndstico inmunoseroldgico
confirmatorio de cisticercosis. Obregon (® ha descrito
métodos mas simples y econdémicos para aislar GP
antigénicas, pero este avance aun no es suficiente
para garantizar la produccion de estos antigenos a gran
escala.

El Ministerio de Salud (MINSA) no cuenta con un kit
de diagnéstico serologico de cisticercosis humana; sin
embargo, en el Laboratorio de Referencia Nacional
de Zoonosis Parasitaria del Instituto Nacional de
Salud-Peru (LRNZP-INS), se brinda el servicio con
antigeno total, kit in house EITB (98% de sensibilidad
y 100% de especificidad) (". Ademas, el Laboratorio
Escalabs produce un kit comercial CISTIBLOT con una
sensibilidad del 91% y una especificidad del 100% (9.
Ambos kits producen resultados falsos negativos por
no tener un 100% de sensibilidad.
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El objetivo del presente estudio es evaluar cuatro
métodos de purificacion proteica para preparar antigeno
purificado obtenidos a partir del Ag.LVC.T.solium y ser
implementado con la prueba de EITB.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé6 un estudio observacional de evaluacion
de la prueba diagndstica realizado durante los afios
2011-2013. El estudio se desarrollé en cuatro etapas:
produccién del antigeno nativo total y antigeno
purificado; seleccién del panel de sueros de referencia;
evaluacién del Ag. purificado con la prueba EITB, y
determinacion de la eficiencia diagndstica. El protocolo
del estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion
y el Comité de Etica del Instituto Nacional de Salud. A
continuacion se describen cada una de las etapas.

PRODUCCION DEL ANTIGENO NATIVO TOTAL Y
ANTIGENO PURIFICADO

Se seleccionaron cerdos naturalmente parasitados
con cisticercosis procedentes de zonas endémicas
(Huanuco, Junin, Ayacucho, San Martin, Ucayali y
Cajamarca), la seleccion se realizé mediante el examen
de lengua, que consiste en visualizar o palpar los
cisticercos en la superficie de la cara posterior de la
lengua del cerdo. Este método es relativamente sensible
(87%) y altamente especifico (99%) para detectar
cisticercosis porcina (1318-20),

Los cerdos parasitados con cisticercosis fueron
sacrificados en el camal de cada zona y luego fueron
transportados al Laboratorio de Referencia Regional
donde se procedid a la diseccion de la musculatura, del
cerebro, el corazén y la lengua para que queden a la vista
los cisticercos y poder obtener el material antigénico.

RECOLECCION Y CUANTIFICACION DEL ANTIGENO
NATIVO TOTAL

El fluido o liquido vesicular del cisticerco se recolectd
con una jeringa de tuberculina estéril, se deposité en un
tubo de centrifuga Falcon de 15 mL. Las muestras se
conservaron con cubos de hielo (2 a 8 °C) y protegidos
de la luz en caja de poliestireno (“tecnopor”).

Los tubos con LVC se centrifugaron a 20 114,9 g por
15 minutos, para separar vestigios de membranas,
tejidos y restos celulares. El sedimento de descart6 y
al sobrenadante se le denomind antigeno nativo total
o crudo, este fue extraido asépticamente en tubos
rotulados, luego se sellaron, congelaron y fueron enviados
al Laboratorio de Referencia Nacional de Zoonosis
Parasitaria del Instituto Nacional de Salud (LRNZP-INS).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.pe&sl=en&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3642188/&usg=ALkJrhjkB62H4jPukqm4nIThpk-3mOqZXw#pntd.0002192-CWGP1
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.pe&sl=en&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3642188/&usg=ALkJrhjkB62H4jPukqm4nIThpk-3mOqZXw#pntd.0002192-Tsang1
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.pe&sl=en&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3642188/&usg=ALkJrhjkB62H4jPukqm4nIThpk-3mOqZXw#pntd.0002192-Gonzalez1
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En el LRNZP-INS los tubos con Ag-LVC.T. solium total
se centrifugaron a 20 114,9 g. (centrifuga refrigerada
Hitachi: Sorvall Discovery 100SE) por 1 hora a 4 °C
para eliminar componentes lipidicos y otros que puedan
interferir en el proceso de purificacion. El sobrenadante
fue extraido asépticamente y se le agregd inhibidores
de proteasas. El LVC.T. solium nativo total fue utilizado
como material antigénico, la cuantificacion proteica
de cada antigeno se realiz6 mediante el meétodo
Lowry-1951 y se congelaron a -70 °C o se liofilizaron
para su uso posterior. Estos antigenos se utilizaron para
la purificacion de las proteinas antigénicas mediante la
evaluacion con cuatro métodos de purificacion proteica.

PREPARACION DELANTIGENO NATIVO PURIFICADO

Los antigenos nativos totales de mayor concentracion
fueron descongelados y posteriormente mezclados
obteniéndose un Ag.LVC.T. solium mix nativo total. El
Ag.LVC.T. solium mix nativo total fue purificado mediante
cuatro métodos: sulfato de amonio, cromatografia
de afinidad con lectina de lentejas-sefarosa 223,
Sefadex-G75 y electro-elucién. La concentracion
proteica de cada una de las muestras o lotes (Ag.
mix nativo purificado) se determiné con el método de
fluorometria.

Las proteinas antigénicas del Ag.LVC.T. solium mix
nativo purificados fueron evaluadas por electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), coloreadas con
azul de Comassie para observar el perfil proteico y la
prueba de EITB ?+3 para caracterizar los componentes
proteicos segun su peso molecular al enfrentar a un
control positivo y demostrar la presencia de las bandas
reactivas especificas de diagnostico de la cisticercosis.

La mejor resolucion para el Ag.LV.T. solium Huancayo
(HCYO.M) total es 1,15 pg/mm, para el antigeno total
Ayacucho (AYAC) es 0,82 ug/mm vy para el antigeno
HCYO.L es 0,62 ug/mm (Figura 1)

SELECCION DEL PANEL DE SUEROS DE
REFERENCIA

Las muestras de suero humano como controles (positivos
y negativos) fueron seleccionadas de la seroteca del
LRNZP-INS. Se seleccionaron por conveniencia 100
sueros humanos y se distribuyeron segun se muestra
en la Tabla 1.

e Cincuenta sueros positivos a cisticercosis:
procedieron de pacientes con cisticercosis
confrmada por dos pruebas de imagenes
(resonancia magnética o RM y tomografia axial
computarizada o TAC), también fueron confirmadas
por serologia (prueba EITB con Ag.LVC.T.solium
nativo total), consideradas en el estudio como gold
estandar o de referencia.

e Cincuenta sueros negativos a cisticercosis: veinte
sueros procedieron de personas sanas (confirmadas
con RM, TAC y serologia EITB negativos a NCC) y
treinta procedieron de pacientes sin cisticercosis y/o
con otras parasitosis (hidatidosis 10, fasciolosis 5,
chagas 5, toxoplasmosis 5 y leishmaniosis 5). Todos
los sueros (controles negativos) fueron de personas
procedentes de zonas no endémicas a cisticercosis.

Finalmente, se evalu6 la presencia de las bandas de
precipitacion diagnosticas especificas de interés del
antigeno purificado y se compararon con las bandas del
antigeno total o Ag.LVC.T.solium nativo purificado y total.

EVALUACION DEL Ag. PURIFICADO CON LA
PRUEBAEITB

PREPARACION DE TIRAS EITB

El Ag.LVC.T.solium mix nativo purificado se mezcld
volumen a volumen con solucién de tratamiento y

Condiciones
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Figura 1. Perfil electroforético del antigeno de cisticerco de Taenia solium
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colorante marcador de corrida para antigeno (Manual
LRNZP-INS) (7. Este antigeno tratado fue evaluado
para la separacién de las glicoproteinas en geles
de poliacrilamida (perfil proteico) para determinar la
concentracion optima que sirvié para preparar las tiras.
Las tiras EITB de 2 mm de ancho fueron preparadas,
primero, mediante electroforesis en geles SDS-PAGE
al 17%, y luego mediante electrotransferencia a las
membranas de nitrocelulosa de 0,2 y de porosidad.

PRUEBA DE EITB

Las tiras de nitrocelulosa impregnadas con
Ag.LVC.T.solium mix nativo purificado se incubaron
en solucion buffer fosfato pH 7,2 o PBS/tween,-leche
(PBS.T.L) con los sueros de referencia, a la dilucion
1/100, cada uno por canal de la placa de incubacion a
la temperatura del ambiente por una hora en agitacion
constante. Se lavaron por cinco veces con 1 mL de
PBS/Tween,, luego se agrego el conjugado (anti-lgG
humana ligada a una peroxidasa) a la dilucion 1/1000
en PBS.T.L y se incubaron en agitacién a temperatura
del ambiente. Se lavaron como en el paso anterior
con PBS.T, y una vez con PBS. Las tiras se incubaron
en solucion de sustrato (diaminobencidina a 0,5 mg/
mL en PBS mas perdxido de hidrégeno-30% a 0,01%)
por 5 a 10 min, para visualizar la precipitacion de
las bandas diagndsticas especificas. Finalmente, las
tiras se lavaron con agua destilada para detener la
reaccion, se secaron y pegaron ordenadamente en
una hoja para el analisis e interpretacion de la lectura
de los resultados.

El resultados se considera positivo si aparece, al menos,
de una las ocho bandas diagnosticas especificas que se
encuentran entre 13y 35 KDa. (13, 14, 17, 18, 23, 24, 31
y 35 kDa,); se considera negativo si no aparece ninguna
de ellas.

DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DIAGNOSTICA

El andlisis estadistico de la determinacion del
rendimiento diagndstico de la prueba de EITB utilizando
Ag.LVC.T.solium mix nativo purificado se realizd
mediante la sensibilidad y especificidad.

RESULTADOS

Los antigenos de LVC.T. solium nativos totales
cuantificados con mayor concentracion proteica, fueron:
Junin (3,6pg/uL), Huanuco (0,937 ug/pL), Ucayali (0,806
Mg/uL) y Ayacucho (0,782 pg/uL).

Las proteinas del antigeno de cisticerco de T. solium,
purificados por cuatro métodos, fueron evaluados
en geles de poliacrilamida y coloreados con azul de
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Comassie y son las siguientes:
i). Sulfato de amonio: no se visualizaron proteinas
antigénicas.

ii). Cromatografia de afinidad con lectina de lentejas-
sefarosa: se visualizaron 8 glicoproteinas
antigénicas especificas de diagndstico, siendo sus
masas relativas de: 13, 14, 17, 18, 23, 24, 31y 35
kDa,

ii). Sefadex G-75: se visualizaron 17proteinas
antigénicass siendo sus masas relativas de: 6, 10,
12,13, 14, 17, 18, 21, 23, 24, 31, 35, 42-45, 66, 95,
97 y 100 KDa.

iv). Electro-elucion: se visualizaron 6 proteinas
antigénicas siendo sus masas relativas de: 12, 13,
21, 25, 31 y 97 KDa.

La concentracion optima del Ag.LVC.T.solium mix nativo
purificado por cromatografia de afinidad con lectina de
lentejas-sefarosa para preparar las tiras EITB fue de
0,82 pg/mm en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 17%.
Los antigenos purificados obtenidos por los métodos con
sulfato de amonio, Sefadex G-75 y electro-elucion no
fueron considerados para ser evaluados con la prueba
EITB porque las proteinas antigénicas encontradas no
correspondieron a las especificas consideradas entre
13y 35 KDa.

La prueba de EITB utilizando Ag.LVC.T.solium mix
nativo purificado presento 100% de sensibilidad y 100%
de especificidad. No se presentaron falsos positivos ni
falsos negativos con la prueba de EITB (Tabla 1).

En la Figura 2 se puede apreciar la presencia de las
bandas diagnésticas de interés del Ag.LVC.T.solium
mix nativo purificado por cromatografia de afinidad
con lectina de lentejas-sefarosa: 13, 14, 17, 18, 23,
24, 31 y 35 kDa, y también las bandas reactivas del
Ag.LVC.T.solium nativo total: 6, 10, 12, 13, 14, 17, 18,
21, 23, 24, 31, 35, 42-45, 66, 95, 97 y 100 KDa.

Tabla 1. Prueba de electroinmunotransferencia (EITB)
con Kit-Mix Ag.LVC.T.solium nativo purificado frente
a sueros de pacientes sanos, con cisticercosis y otras
parasitosis

EITB positivo EITB negativo  Total

Sueros n % n % n %
Cisticercosis 50 100 0 0 50 50
Hidatidosis 0 - 10 20 10 10
Chagasicos 0 - 5 10 5 5
Toxoplasmosis 0 - 5 10 5 5
Leishmaniosis 0 - 5 10 5 5
Fasciolosis 0 - 5 10 5 5
Sanos 0 - 20 40 20 20
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Figura 2. Comparacion del Ag.LVC.T.solium nativo total con

Ag.LVC.T.solium mix nativo purificado (método cromatografia
de afinidad con lectina de lentejas-sefarosa)

DISCUSION

Los resultados de las concentraciones de los antigenos
nativos totales obtenidos en el presente estudio
concuerdan con lo reportado en uno de nuestros articulos
anteriores, cuyo rango se encuentra entre 0,6 y 3,6 pg/
pL @9 La robustez de las concentraciones de nuestros
antigenos nativos totales es relevante debido a que
condiciona una relacion directamente proporcional al
antigeno purificado, es decir, a mayor concentracion de
antigeno nativo total se obtuvo mayor concentracién
de antigeno nativo purificado. EI Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC), esta trabajando
con Ag.LVC.T. solium purificado con una concentracién
proteica entre 3 a 5 pg/mL (. En este trabajo se ha
encontrado una concentracion proteica de 3,6 pg/pL
en el material antigénico procedente de Junin @9, estas
determinaciones estan dentro de los parametros del CDC.

De los cuatro métodos de purificacion proteica evaluadas,
el método de cromatografia de afinidad con lectina de
lentejas-sefarosa mostrd mejor rendimiento y fue el ideal
para purificar nuestras glicoproteinas de interés. Si bien
Tsang del CDC en la prueba de EITB considera siete
glicoproteinas (GP) antigénicas especificas: 13, 14, 18,
21, 24, 39-42 y 50 KDa para el diagnostico seroldgico
de neurocisticercosis mediante la prueba de Western
blot (339; consideramos ocho glicoproteinas antigénicas
especificas: 13, 14, 17, 18, 23, 24, 31 y 35 kDa. Estas
glicoproteinas referentes fueron consideradas gracias al
criterio de positividad que reportaron Escalante et al. 2.
Al trabajar con fluido vesicular de cisticerco nativo de
Peru frente a sueros peruanos, nuestros resultados

estarian adaptandose mas a la realidad del pais que a la
investigacion realizada por Tsang. Ademas, en estudios
preliminares hemos demostrado con la prueba EITB que
cisticercosis por T. solium presenta reaccion cruzada
con otras parasitosis como Echinococcus granulosus,
Fasciola hepatica e Hymenolepis nana en las bandas
GP 42-39 KDa @339 consideradas bandas inespecificas.
En base a estos resultados decidimos estimar que las
bandas especificas de diagnostico estan en el rango
de 13 a 35 Kda, usando el Ag.LVC.T. solium nativo
purificado.

Con antigeno total, las proteinas diagnosticas se
identificaron entre 6 KDa y 98 KDa. Con antigeno
purificado nuestros resultados son similares a los
obtenidos por Flisser 52739 y Tsang (3. Al comparar
las glicoproteinas diagnodsticas de nuestros antigenos
purificados se puede observar que los pesos moleculares
se encuentran entre GP 13 KDa y GP 35 KDa.

En Colombia, Pinilla et al., utilizando extractos
antigénicos a partir de quistes liofilizados de Cisticerco
cellulosae reportaron para la prueba de EITB una
sensibilidad de 79% y una especificidad de 89%. Sus
proteinas antigénicas especificas mas frecuentes fueron
de 29, 45y 66 KDa ), las cuales no concuerdan con las
de nuestro estudio. Existen evidencias de que el liquido
vesicular del cisticerco constituye la mayor fuente de
antigenos del cisticerco de T. solium ©%; estos aspectos
posiblemente fueron los que causaron la baja eficiencia
diagnostica reportada en ese pais.

Actualmente en el Pert, el Hospital de Ciencias
Neuroldgicas utiliza la técnica de EITB con antigenos
glicoproteicos purificados, que son cedidos por el
CDC de los Estados Unidos. La sensibilidad de esta
técnica en pacientes con mas de un quiste viable
de cisticercosis fue de 98% y su especificidad fue
del 100% (%), Nuestros resultados con antigenos
purificados muestran una sensibilidad y especificidad
del 100%, parecido a lo reportado por el Cysticercosis
Working Group in Peru (2%) y de mejor eficiencia
diagnostica que la de 91% de sensibilidad y 100%
de especificidad reportada por Escalante et al. ©0.
Al purificar los antigenos nativos se ha mejorado
significativamente la sensibilidad, esto concluye en
una disminucion de resultados falsos negativos.
También podria mejorar el diagndstico seroldgico de
cisticercosis humana por EITB en zonas donde la
enfermedad es endémica.

Investigadores peruanos prepararon tiras EITB con
0,025 yg/mm de antigeno nativo total ?; nuestras tiras
de EITB se prepararon con 0,82 yg/mm de antigeno mix
nativo purificado, porque en el proceso de purificacion
del antigeno total la concentracion proteica se diluye. A
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pesar que la diferencia es robusta, la concentracion del
antigeno purificado no es elevada y se pueden preparar
cientos de tiras con el antigeno obtenido en un solo
proceso de purificacion, siendo factible la preparacion
inmediata de kits in house y a mediano plazo la
preparacion de kits comerciales. El Ag.LVC. T.solium mix
nativo-purificado se puede preparar, validar y utilizar en
paises en vias de desarrollo como Peru, realizandose
una estandarizaciéon previa, ademas de ser confiable
y de costo accesible, siendo una alternativa para el
diagnostico serolégico y para estudios epidemioldgicos
de la neurocisticercosis.

Entre nuestras limitaciones podemos sefalar que no fue
posible acceder al antigeno purificado de cisticercosis
del CDC de Atlanta-USA. Por lo tanto, no fue posible
realizar una comparacién frente a nuestros antigenos
purificados; sin embargo, nos propondremos realizarlo
en una siguiente etapa de investigacion. Otra limitante
involucré a los pacientes con otras parasitosis, a los
cuales no fue posible realizarles TAC y RM por no
tener accesibilidad a los pacientes, sin embargo, la
negatividad esta garantizada por ser procedentes de
zonas no endémicas a cisticercosis.

Concluimos que el Ag.LVC.T.solium mix nativo-purificado
por el método de cromatografia de afinidad con lectina
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