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RESUMEN

El inmunodiagndstico desarrollado para cisticercosis porcina producida por Taenia
solium es el Western Blot de glicoproteinas. EI Western Blot presenta limitaciones ya que
depende del suministro de cerdos infectados y obtencion del antigeno glicoproteico, una
posible solucién es la produccién de proteinas recombinantes que puedan ser usados
como antigenos. Las proteinas 14-3-3 que estan involucradas en una amplia gama de
actividades bioldgicas, tienen actividad antigénica y han sido caracterizadas como
posibles candidatas a vacunas para Schistosoma spp. y Echinococcus spp. En este estudio
se evaluaron a las proteinas 14-3-3 zeta (z) y épsilon (&) de T. solium expresadas en E.
coli y en células de insecto-Baculovirus (CIB) en el diagnostico de cisticercosis porcina.
El sistema CIB permite generar proteinas con modificaciones post-traduccionales. El
sistema bacteriano fue construido previamente y consistio en células de E. coli
BL21(DE3)pLysS conteniendo pET28a-14-3-3 z y ¢. El sistema CIB fue construido
usando el vector pFastBac HTA, los genes de las proteinas 14-3-3 z y ¢ fueron transferidas
al bacmido de baculovirus mediante recombinacion homdloga, usados para infectar a las
células Sf9 y expresar las proteinas. En el diagnéstico de cisticercosis porcina, las
proteinas 14-3-3 z y € expresadas en E. coli obtuvieron sensibilidades/especificidades de
85.42/65.90% y 89.58/61.36% respectivamente, mientras que las proteinas 14-3-3 z y ¢
expresadas en CIB obtuvieron sensibilidades/especificidades de 91.67/97.93% vy
91.67/93.18%, respectivamente. En este estudio se mostro que la proteina 14-3-3 z
expresada en CIB constituye un buen candidato para el diagndstico de cisticercosis
porcina.

Palabras clave: cisticercosis porcina, proteina 14-3-3, inmunodiagndstico cisticercosis,

ELISA.



ABSTRACT

The immunodiagnostic developed for swine cysticercosis caused by the pork tapeworm
is the Glycoprotein Western Blot. Western blotting has limitations since it depends on the
supply of infected pigs and on obtaining glycoprotein antigen. The production of
recombinant proteins that can be used as antigens appears as a possible solution The 14-
3-3 proteins, which are involved in a wide range of biological activities, have antigenic
activity and have been characterized as potential vaccine candidates for Schistosoma spp.
and Echinococcus spp. In this study the proteins 14-3-3 zeta (z) and epsilon (g) of T.
solium expressed in E. coli and baculovirus insect cells (BIC) in the diagnosis of
neurocysticercosis swine were evaluated. The BIC system allows to generate proteins
with post-translational modifications. The bacterial system was previously constructed
and consisted of E. coli cells BL21 (DE3) pLys containing pET28a-14-3-3 z and €. The
eukaryotic system was constructed using the vector pFastBac HTA, genes of proteins 14-
3-3 z y € were transferred to the baculovirus bacmid by homologous recombination and
they were used to infect Sf9 cells and to express proteins. In the diagnosis of swine
cysticercosis, 14-3-3 proteins z and € expressed in E. coli reached sensitivities /
specificities of 85.42/61.36% y 89.58/61.36% respectively, meanwhile 14-3-3 proteins z
y ¢ expressed in BIC obtained sensitivities / specificities of 91.67/97.93% vy
91.67/93.18%, respectively. This study showed that the 14-3-3 z protein expressed in BIC
Is a good candidate for the diagnosis of porcine cysticercosis.

Keywords: porcine cysticercosis, 14-3-3, immunodiagnostic cysticercosis, ELISA.



I. INTRODUCCION

La cisticercosis porcina es una parasitosis causada por la forma larvaria (cisticerco) de
Taenia solium (1). Esta parasitosis constituye un importante problema de salud publica
en lugares donde la crianza de cerdos se realiza en malas condiciones sanitarias e
higiénicas. Se presenta en algunos paises de Asia, Africay América Latina; entre ellos:
México, Brasil y Peru (2, 3).

La cisticercosis se produce cuando el cerdo se alimenta de heces humanas con huevos
viables del parasito adulto de T. solium. Las oncosferas liberadas de su envoltura por
accion de los jugos digestivos, se adhieren y penetran a la mucosa intestinal, alcanzan
la circulacion y se dispersan por todo el organismo (4, 5). Las oncosferas se desarrollan
en sus tejidos hasta formar un cisticerco (4). La infeccion en el cerdo perjudica a los
criadores, ya que afecta la carne y la venta de la misma. Los programas de control
basados en el tratamiento de cisticercosis humana no son efectivos por lo que el
humano se infecta comiendo la carne del animal infectado, cerrando el ciclo de vida (6,
7).

La cisticercosis porcina es generalmente asintomatica por lo que es diagnosticada en
estados avanzados mediante la busqueda de cisticercos: examen de lengua y el examen
post mortem. Técnicas mas sensibles como el Western Blot permiten detectar
anticuerpos anti-cisticercosis en etapas tempranas; sin embargo no es accesible debido
a su costo y complejidad. Western Blot en cisticercosis porcina es usado con fines
epidemioldgicos y no para tratar a los cerdos, ya que los propietarios prefieren descartar

la carne con sospecha de quistes dando lugar a cuantiosas pérdidas econémicas (8, 9).



Técnicas sensibles y accesibles permitirian conocer el estado epidemioldgico de la
cisticersosis porcina y disefiar estrategias para su control evitando que se complete el
ciclo de vida de T. solium y sus consecuencias, teniasis y cisticercosis humana (4). La
tecnologia del ADN recombinante ha permitido producir proteinas usadas como
antigenos para el diagndstico de diversas enfermedades (10,11).

En el presente estudio se evalud a las proteinas 14-3-3 zeta y épsilon recombinantes de
T. solium en su capacidad de diagnosticar cisticercosis porcina en el inmunoensayo de
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Las proteinas 14-3-3 épsilon y zeta
son posibles buenos candidatos a ser usados como antigenos debido a que son proteinas
de secrecion, participan en la respuesta inmune (10, 11 y 12) y muestran epitopes

antigénicos (estudios preliminares).



II.PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION
2.1 Planteamiento del problema
Actualmente el diagndstico de cisticercosis porcina se realiza mediante la inspeccion
de la carne en busqueda de quistes; éstos son visibles claramente a las 6 semanas. El
diagnostico basado en pruebas de deteccion de anticuerpos en el suero es usado

unicamente con fines epidemioldgicos (13,14).

Al igual que en la cisticercosis humana, el diagndstico seroldgico de cisticercosis
porcina se basa en las pruebas de Western Blot de glicoproteinas, sin embargo ésta
técnica supone contar con un nimero elevado de cerdos infectados para la obtencion
del antigeno a partir del fluido vesicular crudo de las larvas, asi como también contar
con instrumentos y experiencia para la purificacion de antigenos para obtener las
glicoproteinas (8); del mismo modo requiere un entrenamiento en la identificacién de

bandas con sus respectivos pesos moleculares para evitar falsos positivos (15).

Debido a la complejidad del Western Blot y a la dificultad de obtener el antigeno, esta
prueba no es usada en forma masiva para detectar a los cerdos infectados (14), por lo
tanto es necesario una prueba efectiva y accesible. Las proteinas recombinantes como
antigenos de diagnostico han mostrado alta eficiencia y son cada vez mas usadas (10).
En la eleccion del sistema de expresion de las proteinas se debe tener en cuenta las

modificaciones post-traduccionales que afectarian el plegamiento de las mismas (10,8).

Dada la prevalencia del paréasito en zonas rurales nacionales y a las limitaciones del

inmunodiagndstico en zonas endémicas, es necesario implementar un sistema de



diagnostico sensible y especifico (11). Por ello, es preciso evaluar el diagnostico de
cisticercosis porcina empleando las proteinas 14-3-3 épsilon y zeta expresadas en E.

coli y en células de insectos — Baculovirus como antigenos recombinantes.

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Cisticercosis porcina

T. solium tiene un ciclo de vida que involucra dos hospederos; los humanos y el cerdo.
Los cerdos son los hospederos intermediarios del parasito alojando el estadio larvario
(cisticerco). Los cerdos se infectan debido a sus habitos coprofagicos, adquieren la

infeccion ingiriendo heces humanas infectadas con huevos de T. solium (6).

El ciclo bioldgico del parasito ocurre principalmente en comunidades rurales dedicadas
a la crianza de cerdos, donde ademaés existen deficiencias en infraestructura sanitaria
como la falta de letrinas y bafios; las personas defecan en el campo y los cerdos son
criados al pastoreo, alimentandose libremente en la comunidad. En el Perd, la
cisticercosis representa la principal zoonosis parasitaria con seroprevalencias que
alcanzan el 17% en humanos y 75% en porcinos, considerandose al pais como area

endémica (16, 17).

A mayor edad del cerdo, mayor tasa de cisticercosis, con un pico maximo a los 11
meses, aunque se ha demostrado que a partir de los dos meses ya se encuentran

metacéstodos en higado, y de los cuatro a seis meses de edad, en musculo (18, 19). La



cisticercosis porcina significa una pérdida economica para los criadores de cerdo y
también una fuente de infeccion para las personas, puesto que ellas se infectan

consumiendo carne de cerdo infectada con cisticercosis (20, 21).

En el Perd, de acuerdo a la legislacion, los campesinos estan sujetos a la confiscacion
del animal infectado sin ningun tipo de retribucion. La falta de personal capacitado para
realizar las inspecciones sanitarias, la falta de seguimiento de los focos de infeccion, el
deficiente sistema de saneamiento basico y la limitada cantidad de cortes que se pueden
hacer a la carne para no estropearla; son factores predisponentes para la propagacion

de esta zoonosis (22,23).

El impacto econdmico de la cisticercosis porcina ha sido calculado en un nimero
reducido de paises, debido a la falta de informacion sobre la prevalencia real de la
infeccion (24). En la sierra y selva del Perd, la crianza de cerdos es importante en la
economia ya que el cerdo puede ser rapido y facilmente convertido en efectivo. Un
cerdo puede ser alimentado a costo muy bajo en comunidades pequefias y sectores
rurales, al permitirle andar suelto y buscarse la comida, de esta forma obtiene una
variedad de alimentos que suplementan su dieta, incluyendo heces humanas y de otros
animales (25). Al infectarse los cerdos, su precio disminuye a la mitad o la tercera parte
y en ocasiones la carne es decomisada. Por lo tanto los productores buscan la
comercializacion informal de la carne, contribuyendo de este modo al mantenimiento

de la enfermedad (23,26).



2.2.2 Diagnostico de cisticercosis porcina

En éareas rurales donde la cisticercosis es endémica, la distribucion de la carga
parasitaria en los cerdos es ampliamente dispersa. Un pequefio nimero de cerdos esta
altamente infectado, mientras que una gran cantidad de cerdos, en ese mismo grupo
alberga sélo un pequefio nimero de quistes (27). En animales fuertemente infectados,
la deteccion de anticuerpos se da desde los 29 dias post infeccion, mientras que en los
animales ligeramente infectados estos anticuerpos son detectados entre 61 y 97 dias

post infeccion (28).

El diagndstico de cisticercosis porcina se puede realizar antemortem (en pie) o
posmortem (en el camal). El diagnéstico antemortem se lleva a cabo con un examen
visual y con la palpacion de la lengua en busqueda de cisticercos. Con este método sélo
puede ser detectado un pequefio nimero de animales afectados ya que muchas veces
es necesaria la infeccion masiva para poder detectar los cisticercos en la lengua. El
diagnostico posmortem es luego del sacrificio del animal, se realizan cortes en los
musculos y visceras en busqueda de cisticercos; aun cuando se realiza la inspeccion en
forma esmerada, algunas infecciones leves llegan a pasar desapercibidas, generalmente

cuando hay menos de 10 cisticercos (4).

En Sudamérica se han llevado a cabo diferentes estudios que permitieron determinar la
prevalencia de la cisticercosis porcina. En Perd, un analisis seroldgico de cerdos del
area rural realizado con el método de Western blot, mostré una seropositividad del

43%-52%. En Bolivia se hall6 un 38,9% de animales seropositivos con el mismo



método. En Ecuador se determinG una seroprevalencia de cisticercosis porcina del

9,01% con el método inmunoenzimatico ELISA (8).

El Western Blot implica la separacion de 7 glicoproteinas (50, 42-39, 24, 21, 18, 14,y
13 kDa) por SDS-PAGE. Desde 1995, este ha sido el unico ensayo reconocido por la
Organizacién Mundial de la Salud y la Organizacion Panamericana de la Salud para el

diagnostico seroldgico de cisticercosis (29).

En la actualidad al igual que en cisticercosis humana, se planteo el uso de esta técnica
para detectar cisticercosis porcina, ya que tiene mayor especificidad (100%) y
sensibilidad (98%) que otros inmunoensayos. En el Peru se report6 una sensibilidad de
91% y una especificidad de 100%, la cual es usada como ayuda diagnéstica y para
estudios epidemioldgicos (15); encontrandose la siguiente prevalencia: en la sierra,
13% en Haparquilla, 24% en Saylla (Cuzco), 6% en Canchayllo y 18% en Quilcas
(Huancayo); en la costa: 16% en Monterredondo (Piura); en la selva 8% en Maceda y

7% en Churuzapa (Tarapoto) (15,26).

Sin embargo, a pesar del desarrollo de la técnica y los esfuerzos por lograr un
inmunodiagndstico exitoso, el ensayo tiene algunos inconvenientes, ya que depende de
un suministro de cerdos infectados, preparacion del antigeno sumado al tratamiento del
mismo para obtener los antigenos glicoproteicos, etc.; ademas un ensayo de
transferencia Western no es adecuado para estudios de campo, ni tampoco es un ensayo

accesible para el diagnéstico en paises donde la cisticercosis es endémica (29,30).



2.2.3 Proteina 14-3-3 épsilon y 14-3-3 zeta

Las proteinas 14-3-3 son una familia de proteinas acidas, pequefias (aproximadamente
30kDa), que se expresan en todas las células eucariotas. Tienen la capacidad de unirse
a diversas proteinas de sefializacion, incluyendo quinasas, fosfatasas, y receptores de
transmembrana. Las proteinas pertenecientes a esta familia se caracterizan porque
tienen 9 o 10 alfa hélices, y por lo general forman homo y/o interacciones
heterodimeras a lo largo de sus hélices amino terminales. Son multifuncionales y estan

involucrados en una amplia gama de actividades bioldgicas (31,32).

Las funciones generales de las proteinas 14-3-3 estan asociadas principalmente a la
regulacién del ciclo celular, transduccion de sefiales, control del ciclo celular, entre
otros; tienen ademas un papel crucial en los eventos de la sefializacidn celular las cuales
se han demostrado en muchos organismos eucariotas, incluyendo parasitos. El interés
en las proteinas 14-3-3 en parasitos se ve estimulada por la posibilidad de utilizar este
tipo de moléculas como herramientas de vacunas contra la infeccion y la respectiva
enfermedad; ademas de estar relacionadas con la proliferacién, la migracion y cambios

en la morfologia que se producen durante el ciclo de vida del parésito (12).

Se han identificado varias isoformas (ort6logas) como por ejemplo 14-3-3 épsilon, 14-
3-3 zeta, 14-3-3 sigma, 14-3-3 gamma, etc. en diferentes organismos; cada una de ellas
participa en procesos celulares especificos. En Schistosoma mansoni, la proteina 14-3-

3 épsilon (Acceso database AF195529), fue evaluada como vacuna utilizando suero de



raton en donde se demostrd ser capaz de transferir pasivamente resistencia a la
infeccion. Esta proteina fue reconocida por sueros de ratones vacunados pero no por

suero de ratones infectados créonicamente (31,12,33).

Asimismo se ha identificado la isoforma 14-3-3 zeta en dos especies de Echinococcus:
en el tejido metacéstode (capa germinativa), protoescOleces y oncésfera de E.

multilocularis y en protoescoleces de E. granulosus (34).

Siles y colaboradores, proporcionan algunos indicios de que la proteina 14-3-3 del
gusano adulto de E. granulosus puede representar un candidato de vacuna en el huésped

definitivo (34,35).

El alto potencial de estas proteinas para ser usada como vacuna contra E.
multilocularis, especificamente la isoforma 14-3-3z, también podria ser evaluado para

usarse contra otros paréasitos relacionados (34,36).

Las proteinas 14-3-3 en Schistosoma spp. y Echinococcus spp. son también propuestas
como candidatos a vacuna contra respectivas infecciones o enfermedades por el rol que

ejerces en el ciclo celular (12)

Matsumoto y col., evaluaron los niveles de expresion de la proteina 14-3-3 para
correlacionar con la viabilidad y actividad de crecimiento de metacéstodos de E.
multilocularis, indicando que la proteina 14-3-3 exhibe un buen potencial como un
marcador molecular para evaluar la viabilidad y el crecimiento del parasito, ya que

correlaciono positivamente con el crecimiento metacéestodo en los animales infectados.



Asimismo se realizé inmunotransferencia para la deteccion de la proteina 14-3-3 en la

fraccion soluble de larvas de E. multilocularis (37).

En el laboratorio de Bioinformética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, se
buscaron genes que codifican proteinas de alta exposicion al sistema inmune en
organismos homologos a T. solium: S. mansoni, E. granulosus, etc., usando el
programa BLAST. Se identificaron genes homdlogos en genomas secuenciados de T.
solium provenientes de Huancayo y Puno (disponibles en GenBank ID PRINA183343).
Se identificaron un grupo de proteinas, entre ellas la catepsina, enolasa y las 2
isoformas de la proteina 14-3-3, épsilon y zeta. Asimismo, se evalud la
inmunogenicidad de las proteinas identificadas mediante la prediccion de epitopes
MHC de clase | y MHC de clase Il empleando los servidores NetMHCcons y
NetMHClIIpan, teniendo en cuenta los alelos MHC mas frecuentes de la poblacion
peruana y mundial, asi como también el grado de exposicion de los mismos. Las
proteinas con secuencias expuestas y con alta tasa de inmunogenicidad fueron
seleccionadas para ser evaluadas, entre ellas catepsina, enolasa, tetrapanina y las
isoformas de la proteina 14-3-3. En las proteinas 14-3-3 se determiné cinco epitopes
inmunogénicos Yy alta afinidad para los alelos MHC mas frecuentes de la poblacion

peruana (Datos no publicados).

10



2.2.4 Expresion en procariontes y eucariontes (células de insectos Spodoptera

frugiperda (Sf9) - Baculovirus)

Las células procariotas expresan proteinas eficaces en el serodiagndstico; sin embargo
a veces no es posible detectar anticuerpos especificos, por lo que se asume que la falta
de glicosilacion de la proteina recombinante podria contribuir a una baja sensibilidad
(38,39, 11). Diferentes sistemas de expresion de proteinas han tratado de superar el
problema de requerir una fuente natural de antigenos y las dificultades de la
purificacién de antigenos de cisticerco, pero las proteinas producidas carecen del
patron natural de glicosilacion (11). Por tal razon el sistema de expresién en
Baculovirus, proporciona un método rapido y eficiente para generar proteinas
recombinantes con las modificaciones complejas posteriores a la sintesis de dichas

proteinas (40).

El sistema de expresion en Baculovirus (Anexo 1) se basa en la transposicion de un
cassette de expresion desde un vector plasmidico donador a un vector baculoviral
(bacmido) que se propaga en E. coli DH10BAC como un megaplasmido. Este bacmido
contiene un segmento de DNA que codifica para el péptido LacZa, en cuyo extremo
N-terminal esta el sitio de insercion para el transposon bacteriano Tn7 (mini-attTn7)

que no interrumpe el marco de lectura del péptido lacZa (40).

Los bacmidos recombinantes se generan mediante transposicion del elemento mini-
Tn7, desde el plasmido donador pFastBac HTA (4856pb), al sitio de insercion

miniattTn7 en el bAcmido. La transposicién interrumpe el marco de lectura del péptido
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LacZa permitiendo identificar aquellas bacterias que llevan bacmidos recombinantes
mediante el desarrollo de colonias blancas. Luego este DNA recombinante es utilizado
para transfectar células de insecto (Sf9). El stock viral cosechado (>107 pfu/ml) de las
células transfectadas es utilizado para infectar nuevas células de insecto para la

posterior expresion, purificacion y analisis de proteinas (40).

2.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
La infeccion por la larva de T. solium esta determinada principalmente por la crianza no
tecnificada de cerdos, permitiendo que estos animales sueltos y sin una alimentacién
adecuada se alimenten de excretas humanas. Esta practica se encuentra asociada con la

falta de letrinas y otros servicios sanitarios (41,7).

Al igual que para la cisticercosis humana, la prueba de western blot es usado para el
diagnostico de la cisticercosis porcina. El western blot es desarrollado en centros con
alta capacidad de tecnologia con antigenos proveniente de quistes por lo que es
impréactico en zonas endémicas (42). Sin embargo, las pruebas inmunodiagnosticas
contribuirian en la deteccion y tratamiento de focos de transmision usadas como
herramientas en programas de prevencion y control (43, 44, 19) e incrementarian la
capacidad de deteccién de la cisticercosis porcina, cortando el ciclo de vida de T. solium

y evitando la morbilidad humana y porcina (8, 13).
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En este estudio deseamos evaluar a las proteinas 14-3-3 épsilon y zeta recombinantes
como antigenos en un formato sencillo de inmunodiagndstico: ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) para la deteccion de cisticercosis porcina. Las proteinas 14-3-3
son candidatas a detectar esta enfermedad con alta sensibilidad y especificidad debido a
que son proteinas de secrecidn con funcién de regulacién del crecimiento y desarrollo
de los parasitos. Las proteinas de secrecion estan en el torrente sanguineo, expuestas al

sistema inmune aumentado su probabilidad de generar anticuerpos (11).

Las proteinas 14-3-3 serdn expresadas en un sistema procarionte: E. coli y eucarionte:
células de insectos — Baculovirus, CIB. El sistema procarionte permite la obtencion de
proteinas recombinantes de manera sencilla y rapida; sin embargo es incapaz de realizar

modificaciones post traduccionales (glicosilaciones) a diferencia del sistema eucarionte.

2.4 HIPOTESIS
e EIl diagnoéstico de cisticercosis porcina mediante ELISA indirecto es posible
empleando las proteinas 14-3-3 épsilon y 14-3-3 zeta de T. solium expresadas en

E. coli y células de insectos — Baculovirus como antigenos recombinantes.
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2.5 OBJETIVOS

2.5.1 Objetivo General

Diagnosticar cisticercosis porcina mediante ELISA indirecto, empleando las

proteinas 14-3-3 épsilon y 14-3-3 zeta como antigenos recombinantes.

2.5.2 Objetivos Especificos

» Comparar la expresion de las proteinas 14-3-3 tanto en el sistema procarionte
(E. coli) como en células de insectos.

» Estandarizar las concentraciones de antigeno y titulos de anticuerpos en ELISA
convencional para la evaluacion de las proteinas recombinantes.

» Evaluar la sensibilidad y especificidad de las proteinas 14-3-3 épsilon y 14-3-3
zeta expresadas en el sistema Baculovirus y expresadas en E. coli en ELISA

convencional, empleando suero de cerdo.
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I11. METODOLOGIA

Descripcion breve de la metodologia.

Los genes 14-3-3 épsilon y zeta de T. solium fueron clonados en pFastBac HTA 'y
transferidos al bacmido de baculovirus. Las proteinas 14-3-3 fueron expresadas en
células de insectos-Baculovirus y en E. coli y evaluadas como antigenos en la
prueba de ELISA para el diagnostico de cisticercosis porcina usando sueros de

cerdos.

El procedimiento experimental fue dividido en cuatro componentes:

Componente IT

Obtencion de plasmidos y
bacmidos recombinantes

Clonamiento de
genes

Componente I

Desarrollo

biomformatico @

Componente ITT

» Expresion E. coli
o Expresion en células
de msectos

Componente IV
Estandarizacion ELISA

Test diagndstico

Expresion de
proteinas

Figura 1. Componentes del procedimiento experimental
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3.1. Componente I: Desarrollo bioinformatico
Disefio de cebadores para la amplificacion de los genes 14-3-3 y clonamiento

en pFastBac HTA

Los cebadores fueron disefiados empleando el programa Primer Blast disponible
en linea y se verificd la formacién de estructuras secundarias mediante el

software online.

OligoAnalyzer 3.1 determinando la presencia de hairpins, heterodimeros, regiones

palindromicas y repeticiones.

Los cebadores incluyeron en cada extremo las secuencias correspondientes a las
enzimas de restriccion para el clonamiento en pFastBac HTA. Para el caso de 14-
3-3 épsilon se emplearon las enzimas BamHI y Xhol; para 14-3-3 zeta se emplearon

las enzimas Ncol y Xhol.

Identificacién de los sitios N- y O-glicosilacion de 14-3-3 épsilon y zeta

La identificacion de los sitios N-glicosilacion se realizo con la herramienta en linea
NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), ingresando la
secuencia de aminoacidos de ambas proteinas. Asimismo se identificaron los
posibles sitios O-glicosilacion mediante la herramienta en linea GlycoEP
(Prediction of glycosites in eukaryotic glycoproteins), disponible en

http://www.imtech.res.in/raghava/glycoep/submit.html
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3.2. Componente I1: Clonamiento de genes 14-3-3 en pFastBac HTA

, transferencia de

genes 14-3-3 al bacmido de baculovirus y transfeccion de células de insecto Sf9

Se realizd el clonamiento de los genes 14-3-3 épsilon y zeta en pFastBac HTA,

obteniendo los plasmidos recombinantes, los cuales fueron transformados en E. coli

DH10Bac, donde ocurre la transposicion del cassette de expresion al bacmido. Los

bacmidos recombinantes fueron extraidos y transfectados a células de insectos Sf9,

obteniendo asi las proteinas de interés (Figura 2).

Pldsmido pFastBacHTA Clonamiento del gen de interes

- pFastBacHTA- recombinante

Verificacion de colonias E coli

DH10Bac con bacmidos DH10Bac

Transformacién en células E. colf

recombinantes

|

Seleccion de colonias blancas
[(Verificacion de transposicion)

Colonias positivas v purificacion del DNA del
| bEcmido recombinante

DMA de bacmido
recom binante

PCR primers pUC,/M13 l

Transfeccion de células
de insectos 59

'

Vverificacion de la expresion de

[(Western Blot)

B Stock de Baculovirus recombinantes
proteinas — ] (=107 prl,.‘rl'r'll:I

Figura 2. Flujograma de obtencién de bacmido recombinante y expresion de proteinas

en el sistema Baculovirus
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o Amplificacién de los genes 14-3-3 épsilon y zeta a partir de ARN de cisticercos

de T. solium

El ARN fue extraido de 200 mg de cisticercos de T. solium. Los cisticercos fueron
triturados usando un homogenizador: 2 veces por 45 segundos. La extraccion se realiz6
mediante el método de Trizol (Invitrogen), siguiendo el protocolo del fabricante. El
ARN fue usado en la retrotranscripcion utilizando Oligo dT¢ con un kit de
amplificacion de RT-PCR (TagMan Universal PCR®, Applied Biosystems), siguiendo
el ciclamiento: 25°C x 10 min; 48°C x 30 seg; 95°C por 5 min y 5°C por 5 min. El
cDNA obtenido fue usado para amplificar el gen 14-3-3 épsilon y zeta empleando un
master mix con un volumen final de 25ul que contenia, 1.5 mM MgCl2: 0.2 mM dNTPs;
1 uM de primers forward y reverse y 0.025 U/uL de Taq polimerasa. Las condiciones
para la amplificacion fueron: Un ciclo a 95° por 5 min, y 35 ciclos de 95° por 45 seg,
60° por 45 seg y 72° por 45 seg . Finalmente se realiz6 un ciclo de extension final a
72° por 5 min. Los productos de PCR fueron purificados con el kit PCR quick spin

(Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante.

e Construccion del plasmido recombinante pFastBac HTA -gen 14-3-3
Los plasmidos pFastBac HTA recombinantes fueron digeridos con las enzimas BamHI
y Xhol (14-3-3 épsilon) y con Ncol y Xhol (14-3-3 zeta) e insertados en el vector
pFastBac HTA respectivamente, utilizando la ligasa DNA T4 durante 16 horas a 16°.

Las células E. coli Novablue (Novagen), fueron transformadas con la reaccion de
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ligacion de acuerdo al protocolo de choque térmico, tal como se describe en el Anexo

2.

e Seleccion de clonas recombinantes post transformacion. La verificacion de la
clonacion se realizé mediante PCR colonia, digestion enzimatica y secuenciamiento de

los plasmidos recombinantes.

— PCR colonia de plasmidos recombinantes. Una parte de las colonias
transformadas fueron diluidas en el master mix y amplificadas como se ha descrito
en el protocolo de amplificacion de los genes 14-3-3.

— Digestion enzimatica de plasmidos recombinantes. Los plasmidos fueron
extraidos de las colonias transformadas mediante lisis alcalina (Anexo 3) y
sometidas a digestiones simples y dobles con las enzimas usadas en el clonamiento.

— Secuenciamiento del gen 14-3-3 épsilon y 14-3-3 zeta de T. solium. EI ADN
plasmidico fue extraido con el Kit High Pure Isolation (Roche) y secuenciado en un
Analizador Genético ABI PRISM 3100 en ambas direcciones (MACROGEN,
USA). Estos fueron secuenciados con los cebadores 14-3-3 y cebadores pFastBac

HTA, amplificando asi la secuencia del vector.
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e Transferencia de los genes 14-3-3 de pFastBac HTA al vector de expresion
(bacmido) en E. coli DH10 Bac
Los plasmidos pFastBac HTA-14-3-3 fueron extraidos con un kit de extraccion de
DNA plasmidico (Roche) y transformados mediante choque térmico en la células E.
coli DH10 Bac. En las células DH10 Bac ocurre la transposicion del cassette de
expresion del pFastBac HTA al bacmido (seleccién de colonias blancas lacZ -). Los
bacmidos fueron extraidos por el método de lisis alcalina y la recombinacion de los
genes 14-3-3 en el ADN del bacmido fue confirmado mediante PCR usando los
cebadores que flanquean la regién mini-attT7: pUC/M13 y 14-3-3. La secuencia de los

cebadores pUC/M13 es:

— pUC/M13 Forward: 5 CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3’

— pUC/M13 Reverse 5 AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3’
Las condiciones de la amplificacion fueron: 94°C por 5 min, y 35 ciclos de 94°C por
30 seg, 58°C por 45 seg y 72°C por 1 min 30 seg. Finalmente se realizé un ciclo de
extension a 72°C por 1° min. Se consideraron clonas transformantes a aquellas que

mostraron una banda de aproximadamente 3040 pb.
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3.3 Componente I11: Expresion de proteinas 14-3-3 epsilon y zeta en E. coli y en CIB

Expresion de las proteinas 14-3-3 en sistema procarionte E. coli

pET28a con los genes 14-3-3 épsilon y zeta fueron transformados en células E. coli
BL21(DE3)pLysS empleando shock térmico. Se inocul6 una colonia de una cepa E.
coli BL21 (DE3) en 20 ml de medio LB + Kanamicina (40 pug/ml) y se incub6 a 37°C
por toda la noche (16 h. aprox.). El cultivo fue transferido a 500 ml de LB + Kanamicina
(40 pg/ml), se incub6 a 37°C en un shaker a 220-250rpm hasta que el cultivo lleg6 a un
OD entre 0.35-0.45. Se retir6 una alicuota antes de la induccion. Se agreg6 isopropyl
B-D-thiogalactoside (IPTG) a una concentracion final de 1 mM). Se incubd en agitacion
a 220-250rpm a 37 °C por 2 horas. Las células fueron recuperadas mediante
centrifugacion (6000g x 10 min). El pellet fue resuspendido en 10 ml de binding buffer
(imidazol 20 mM, NaCl 0.5 M y buffer fosfato 20 mM pH 7.4) y lisado mediante ciclos

repetidos de choque térmico, seguido de un proceso de sonicacién (Sonicador S3000).

Expresion de las proteinas 14-3-3 en sistema eucarionte CIB

La expresion de las proteinas fue dada mediante la transfeccion de células de insectos
con el bacmido recombinante. Las células de insectos Sf9 fueron cultivadas en Medio
Grace con antibiotico (antibacteriano y antimicotico Gibco) (Anexo 4). Luego de

incubar las células a 27 °C por 7 dias se cuantificaron empleando camara de Neubauer.
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Se cuantificé 4 campos y se obtuvo el numero de células considerando la siguiente

formula:
Cél vivas: [(a+b+c+d)/4]*10? FACTORDEDILUCION)x1 04 ¢4l /mL; a,b,c,d campos generales
Donde: 10 2, indica dilucion; 10%, indica el nimero de campos

La transfeccién se realizd siguiendo el protocolo de fabricante (40) (Figura 3). Se
incubo por 10 dias a 27 °C y se reviso el progreso de la infeccion de células de insectos
(lisis celular) mediante observacion microscopica. La evaluacion de la morfologia de
las células Sf9 infectadas se realizé a las 24 h (etapa temprana) y mas de 72 h (etapa
tardia), comparandolas con células Sf9 sanas, las células vivas tienden a adherirse y

mostrar un crecimiento en monocapa.
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Figura 3. Esquema de transfeccion en placa de seis pozos

Una vez observada la lisis celular se determind la presencia del inserto acoplado al
bacmido en la célula infectada. Se extrajo el ADN viral mediante el método de
proteinasa K y se us6 como blanco para amplificar los genes 14-3-3 usando las

condiciones descritas.
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Nuevas células Sf9 en 5mL de cultivo fueron infectadas para obtener mas generaciones
de células y por ende mayor produccion de proteina. Después de incubar a 27°C por 10
dias las células infectadas fueron recuperadas mediante centrifugacion (6000 g x 10
min) y el sobrenadante conteniendo las particulas virales, fue utilizado para infectar
nuevas células sanas en un volumen mayor (100 y 300mL). El inéculo para infectar
células sanas Sf9 tanto para 14-3-3 épsilon y 14-3-3 zeta fue calculado teniendo en
cuenta el MOI (multiplicity of infection) 1 y 8 respectivamente, mediante la siguiente

formula (45).

M0l ( pfu Jx numero de células

Inéculo celulas

titulo de stock viral E%

Después de incubar a 27°C por 7 dias las células infectadas fueron recuperadas
mediante centrifugacién (6000 g x 10 min). El pellet fue resuspendido en 10 ml de
binding buffer (imidazol 20 mM, NaCl 0.5 M y buffer fosfato 20 mM pH 7.4) y lisado
mediante ciclos repetidos de choque térmico, seguido de un proceso de sonicacion

(Sonicador S3000).

Purificacion de proteinas 14-3-3

Las proteinas obtenidas en ambos sistemas fueron purificadas mediante cromatografia
de afinidad empleando columnas de afinidad a histidinas revestidas con sulfato de
niquel. Las fracciones recolectadas con la proteina 14-3-3 fueron combinadas y

concentradas 20 veces por filtracién usando una membrana de celulosa (10 kDa) en el
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3.4

sistema de ultrafiltracion Amicon Ultracel a 4°C. La concentracion de la proteina fue

determinada mediante medicion en Nanodrop.

E. coli. Las fracciones obtenidas fueron evaluadas en geles de poliacrilamida dodecil
sulfato de sodio al 15% (SDS-PAGE), mezclando la proteina con buffer de carga 2X
para proteinas con DTT (1,4-Dithiothreitol) y empleando como marcador Precision
Plus Protein™ Dual Color Standards. Se verifico la presencia de banda con el peso

molecular de la proteina 14-3-3 épsilon (28kDa) y zeta (27.7kDa)

CIB. Las fracciones obtenidas fueron verificadas mediante Western Blot. Los
anticuerpos anti-14-3-3 producidos en conejos hiperinmunizados en estudios anteriores
fueron utilizados en este ensayo. En ambos casos la intensidad de la banda
correspondiente al peso molecular de la proteina 14-3-3 épsilon (28kDa) y zeta

(27.7kDa) tedricos.

Componente 1V: ELISA convencional para el diagnostico de cisticercosis porcina

Estandarizacion

Muestras. Un pool de 5 sueros de cerdos con Western Blot positivo a cisticercosis
(control positivo). Un pool de 5 sueros de cerdos con Western Blot negativos a
cisticercosis (control negativo). Los pooles de sueros de cerdos fueron alicuotados en

0,1 ml y almacenadas a -20°C.

24


http://www.bio-rad.com/es-es/sku/1610374-precision-plus-protein-dual-color-standards-500-mul
http://www.bio-rad.com/es-es/sku/1610374-precision-plus-protein-dual-color-standards-500-mul

Tablero de titulacion

Las concentraciones y diluciones 6ptimas de antigeno, anticuerpo primario y
conjugado de enzima-anticuerpo fueron determinados por medio del sistema de

“tablero de titulacion” (Figura 4), evaluando cada reactivo frente a todos los demas.

Las proteinas 14-3-3 épsilon y zeta de expresados en E. coli fueron evaluados en 2
etapas, la primera etapa con concentraciones de 6.25, 12.5, 25 y 50 ng/ul y en la

segunda etapa con concentraciones de 2.5, 5, 10 y 20 ng/ul.

Las proteinas 14-3-3 épsilon y zeta expresados en CIB fueron evaluados en una etapa
debido a la baja concentracion de las proteinas, se evaluaron concentraciones de
antigeno de 2.5, 5, 10 y 20 ng/ul. Las diluciones del suero evaluadas fueron 1/12.5,
1/25, 1/50, 1/100, y las del conjugado fueron 1/1000, 1/2000, 1/2500, 1/3000, 1/3500,
1/4000, 1/4500 y 1/5000. Se emplearon placas Maxisorp de 96 pozos para minimizar

la actividad de fondo.

Proporcién entre Positivos y Negativos

El parametro para evaluar las condiciones de la prueba de ELISA fue la proporcion entre
positivos y negativos (cociente entre el promedio de los ODs- densidad dptica de
positivos y negativos) a la cual la denominamos Proporcion entre Positivos y Negativos

(PPN).
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Dilucicnes seriadas de Anticuerpo
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DO OO OO COHCOCOCD

+ : Suero positive de cerdo confirmado por Western Blot
- 1 Suero negativo de cerdo confirmado por Western Blot
1 Dilucién de anficuerpo primarie 1/12.3

] Dilucion de anticuerpo primario 1/25

C 1 Dilucicn de anticuerpo primario 1/50

(| Dhlucion de anticuerpo primano 1/100

Figura 4. Esquema para estandarizacion de ELISA convencional en placa de 96

pozos

ELISA

El antigeno diluido en buffer carbonato fue fijado en una placa mediante incubacion
toda una noche a 4°C. La placa con el antigeno fijado fue lavada 5 veces con 200 uL
de PBS-Tween20 al 0,05%, utilizando un lavador de placas, repitiendo ciclos de
agitacion de 3 min entre cada lavado. Se incubo la placa con una solucion de PBS
Tween 0,05% y BSA 3% (albimina de suero bovino) durante 1 ha 37° C, para bloquear

todos los espacios libre de antigenos. Posteriormente se lavd la placa como ya ha sido
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descrito. Se afiadio 100 uL de suero e incubo por 1 h a 37° C, para permitir la reaccion
antigeno anticuerpo, luego se lavé como ya ha sido descrito. Se afiadié 100 pL del
conjugado peroxidasa de carnero — inmunoglobulina anti-lIgG de cerdo y se incub6 1 h
a 37° C, para permitir la reaccion del conjugado con el anticuerpo. Se lavo nuevamente
la placa y se afiadio 100 pL del sustrato OPD, orto-fenil-dietanolamina (una tableta de
OPD disuelto en tampon citrato). La reaccién fue detenida con HCI 0.5M. Se realizo la

lectura del producto final coloreado a 490nm.

La repetitividad fue evaluada mediante el analisis del coeficiente de variabilidad (CV).
El CV es la desviacién estandar de las réplicas entre el promedio de las réplicas. Se
realizd dos repeticiones por cada una de las diluciones evaluadas y se determino el
coeficiente de variabilidad, considerando un CV aceptable menor al 15%, los ensayos

con muestras que presentaron CV superiores fueron descartados.

Estimacion de sensibilidad y especificidad: Muestras individuales

Muestras control. 2 muestras positivas por Western Blot provenientes de cerdos
infectados experimentalmente y naturalmente, y 6 muestras negativas por Western Blot
provenientes de cerdos de granjas tecnificadas de la ciudad de Lima (zona no

endémica). Se considero tres repeticiones por placa de cada uno de los controles.
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Sueros individuales problema. Se realizo la evaluacion de 92 sueros con diagndstico
positivo (48 muestras) y negativo (44 muestras) de cisticercosis confirmadas por
Western Blot. La prueba de ELISA fue evaluada sin conocer estos resultados (estudio
en ciego). Los 92 sueros fueron distribuidos en tres placas con dos repeticiones por

suero (Figura 5), en cada placa se determind el desviacion estandar y el CV.

1 9 Y %5 | |
2 10 18 26 Suero
3 1 19 2 .
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g wl o] Jw LT i[s] [n] [n] [w
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& i 3 L Positivos control
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Figura 5. Esquema de distribucién de sueros individuales en placas

Anélisis estadistico
Las muestras fueron categorizadas como positivo o negativo de acuerdo a dos puntos
de cortes. Los puntos de corte se determinaron en base al porcentaje de positividad

(PP) y a la media de los controles negativos y la desviacion estandar (NC-cut off).
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Se calcul6 el PP dividiendo el promedio de la densidad 6ptica (OD) de la muestra entre
el promedio de ODs de los controles positivos. Se realizé una regresion logistica simple
para modelar el estado de positivo/negativo y una muestra se considerd positivo si la
probabilidad es mayor que el mejor corte (Pr-corte / PP). Con los PP se realizo la curva
Caracteristica Operativa del Receptor (ROC) para las proteinas expresadas. El indice
de Youden fue estimado a partir del punto de corte que maximice la diferencia entre
las fracciones de verdaderos positivos y falsos positivos. Este indice fue empleado para
determinar los valores de sensibilidad y especificidad de cada proteina en el test de

diagnostico.

El punto de corte basado en NC-cut off fue determinado como la suma del promedio
mas el triple de la desviacion estandar. Las medias por encima y debajo del punto de

corte, se denominaron “positivos” y “negativos”, respectivamente.

La sensibilidad del ensayo se calcul6 dividiendo el numero de muestras de suero
porcino ELISA-positivas por el nimero total de muestras positivas conocidas. La
especificidad se calculé como el nimero de muestras de suero de ELISA-negativos
por el nimero total de muestras negativas conocidas. Se calculé un intervalo de
confianza al 95% (95% IC) para cada proporcion. Se compard la sensibilidad y
especificidad entre ambos sistemas y puntos de corte, usando el Test McNemar Exact
(67) y las curvas ROC utilizando Test de Chi2. Los datos fueron introducidos en hojas

de Excel XP (Microsoft) y analizados mediante el software Stata (version 12).
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Consideraciones éticas

El presente proyecto de investigacion contd con la aprobacion por el Comité

institucional de Etica con el codigo 63758 bajo la categoria de revision EXENTA.
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IV. RESULTADOS

4.1 Componente I: Desarrollo bioinformético

Disefio de cebadores para la amplificacion de los genes 14-3-3 y clonamiento en

pFastBac HTA

Los cebadores (Tabla 1) permitieron la amplificacion de los genes: 14-3-3 épsilon

(744pb) y zeta (747pb). Se comprobo la especificidad de los cebadores mediante el

secuenciamiento de los genes amplificados.

Tabla 1. Secuencia de los cebadores disefiados para los genes seleccionados

Cebador Secuencia (5°2>3’) Tm (°C) ER
14-3-3 EpsF ATCGGATCCCATGTCTTCTCTCAGTAAGCGCGAAG 60  BamHI
14-3-3EpsR ~ GATCTCGAGTCATTCAGCTTTCGGCTGTTCAGC 60  Xhol
14-3-3 ZetaE~~ ATCCCATGGCGATGGCAGCTATTA 60  Ncol

14-3-3 Zeta R GATCTCGAGTTAGGAGTCAGTTTCAC 60 Xhol

ER: Enzima de restriccion, Tm: Temperatura de melting
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Identificacion de los sitios N- y O-glicosilacion de 14-3-3 épsilon y zeta

Se identificaron 3 sitios N-glicosilacion en 14-3-3 épsilon y 2 en 14-3-3 zeta. Se
identificaron la secuencia consenso conformada por N-X-S/T, donde N es asparagina,
S serinay T treonina. Se identificaron 3 sitios de O-glicosilacion en 14-3-3 épsilon y
7 en 14-3-3 zeta, identificando la union a los aminodcidos serina o treonina (Figura

6).

14-3-3 épsilon:

MSSLSEREENVYMAKLCEQCERYDEMVEAMEDVLESGADLTVEERNLLSV
AYENVVGARRSSWRVISSIEQKHDGDAKMQIAKKVREEEIEKELNATCREILD
LLDETLLPAASNSESKIFFLKMEGDY YRYVAEFCTGEERKQASDNSLTAYEKA
ATDVAEADMOQTTHPIRLGLALNFSVFY YEIMNNPERACELARKAFDDAVAE
LDTLPEESYKDATLIMQLLEDNLTLWNSDTGDNDAAEQPKAE

14-3-3 zeta:

MAATTSWITDSGCEDHASLVSIAKLAEQAERYEDMAVAMEKTIAEMGNELN
NEEFENLLSVAYENVVGARRSSWEIMSSIAKKQAGTPLADQTDIYLEKVEEEL
TEKICNDVLALLSKENLITEKIGAEAKIFY YEMMGDY YRYLAEVQEGEQNDKS
TEAAEEAYQKATSLAEAELSVTHPIRLGLALNFSVFY YEIKNMPEEACSLAK
AAFDAATAEVDSIKDETYKDSTLIMQLLEDNLTLWNSECETDS

-glicosilacion, N-glicosilacién

Figura 6: Sitios de N-glicosilaciéon y O-glicosilacion en 14-3-3 épsilon y 14-3-3 zeta.
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4.2 Componente I1: Clonamiento de genes 14-3-3 en pFastBac HTA, transferencia de
genes 14-3-3 al bacmido y transfeccion de células de insecto Sf9
La insercion de los genes 14-3-3 épsilon y zeta en pFastBac HTA fue verificado
mediante la amplificacion de una banda de 744 pb (épsilon) y 747 pb (zeta) (Figura 7).
Asimismo se verifico la presencia del inserto (aprox. 740pb), luego de la digestion del

pFastBac HTA-14-3-3 con las enzimas de restriccion correspondientes (Figura 8).

C1 Cc2 C1 Cc2

740pb

14-3-3 épsilon 14-3-3 zeta

C1: Clona 1; C2: Clona 2, C3: Clona 3y C4: Clona 4

Figura 7. Evaluacion de la clonacién del gen 14-3-3 épsilon y zeta en pFastBac HTA

mediante PCR colonia.
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M SD DS DD DS DD DS DD DS DD

1000
850 <«

650 740pb

14-3-3 épsilon 14-3-3 zeta

Figura 8. Evaluacion de la clonacion del gen 14-3-3 épsilon y zeta en pFastBac HTA

mediante digestion. M: Ladder 1Kb, Plasmido sin digerir (SD), con simple (DS) y

doble digestion (DD)

4.3 Componente I11: Expresion de proteinas 14-3-3
4.3.1 Expresion de las proteinas 14-3-3 épsilon y zeta en E. coli
La expresion de 14-3-3 zeta (27.7 kDa) y 14-3-3 épsilon (28 kDa) se evidencié en
un gel SDS PAGE al 15% en la fraccion inducida (1) (Figura 9A), y en las

fracciones solubles eluidas con 300mM de imidazol. Las proteinas fueron

concentradas, obteniéndose 3700ug/mL de épsilon y 5000 pg/mL de zeta.
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14-3-3 zeta 14-3-3 épsilon
1S3 3 zeta
epsilon

Figura 9. Proteinas 14-3-3 épsilon y zeta de E. coli en 15% de SDS-PAGE. A. Extracto
crudo. Muestras no inducida (NI) e inducida (I), PM: Marcador proteinas, B:
Fracciones purificadas en 300 mM de imidazol de 14-3-3 épsilon (lineas 1y 2) y 14-

3-3 zeta (lineas 4 y 5).
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4.3.2 Expresion de las proteinas recombinantes 14-3-3 épsilon y zeta en CIB
Las proteinas 14-3-3 épsilon y zeta no fueron observadas en SDS-PAGE al 15%;
sin embargo, en Western Blot se evidenciaron bandas con los pesos
correspondientes (28kDa) (Figura 10). Las proteinas fueron purificadas a partir de
la fraccion soluble la cual presentd mayor proporcién de proteinas (Figura 10A).

Las proteinas fueron eluidas con 300mM de imidazol (Figura 10B) y concentradas,

obteniéndose 1363ug/mL de 14-3-3 épsilon y 150 pg/mL de 14-3-3 zeta.

75kDa
50kDa

37kDa
25kDa

Figura 10. Verificacion de la presencia de 14-3-3 épsilon y zeta mediante Western
Blot. A. Fraccion soluble (FS) e insoluble (FI). B. Fracciones purificadas en 300 mM

de imidazol de 14-3-3 épsilon (linea 2) y 14-3-3 zeta (Linea3).
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4.4 Componente 1V: Diagnostico de cisticercosis porcina mediante ELISA
4.4.1 Estandarizacion de los parametros de ELISA

Antigeno expresado en E. coli y anticuerpo primario (suero)

14-3-3 épsilon. En la primera etapa de estandarizacion, en cada grupo de dilucion de
suero se obtuvo altos PPN usando la mas baja concentracion de antigeno (6.25 ng/ul)
excepto en 1:25 de suero (PPN de 1.7, 2.6 y 2.5 en diluciones de 1:12.5, 1:50 y 1:100,
respectivamente). En la dilucion de suero de 1:25 el valor més alto de PPN fue 2.8

usando 12.5 ng/ul de antigeno (Figura 11).

15 1.7 HPOUTHVD ENHECATIVD

0.5

1.8 2.3 ".
0.5 18

2.4
2.0
19 4.3 :!ﬁ

0.3
0.3
a1

& ]

Drensidad optica 490mm

ag 30 15 115 625 50 25 125 6325 S50 25 125 625 S0 25 125 628

|_.._||'H_|_:| L3 - - -
1/12.5 1/25 1/50 1100 Ael

Acl: Suero; Ag: Antigeno. Nimeros sobre las barras: PPNs. Las flechas indican el PPN mas alto por

dilucién de suero.

Figura 11. Primera etapa de evaluacion de 14-3-3 épsilon expresado en E. coli
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Al igual que en la primera etapa, en la segunda etapa, en cada grupo de dilucion de
suero se obtuvo PPN altos usando la méas baja concentracion de antigeno (2.5ng/ul) a
excepcion de 1:50 de suero. En 1:50 de suero, el PPN més alto (PPN 2.2) se obtuvo
con 5ng/ul de antigeno. EI mejor PPN fue observado usando 2.5 ng/ul de antigeno y

1:12.5 de suero (PPN 2.8) (Figura 12).

WPOSTARD EMNEGATHD

0.4 1 23"-'
1.9 10-.-15 1.8
1.4 15 1.7

Q.35
03
0.5
0.1
015
01
[l
a

Ag 20 10 25 20 10 s 15 20 10 5 5 10 10

ingful) * . . .
1/12.5 1/25 1/50 1/100 Add

Densidad dptica 490 nm

Acl: Suero; Ag: Antigeno. NUmeros sobre las barras: PPNs. Las flechas indican el PPN més alto por

dilucién de suero.

Figura 12. Segunda etapa de evaluacion de 14-3-3 épsilon expresado en E. coli
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14-3-3 zeta. En la primera etapa, en cada grupo de dilucion de suero se observo valores

altos de PPN en distintas concentraciones de antigeno: 6.25 ng/ul (PPN 3.2), 12.5ng/ul

(PPN 2.0), 25ng/ul (PPN 1.9) y 50ng/ul (PPN 2.3). EI PPN més alto fue de 3.2 en la

dilucién de 1:12.5 de suero con la concentracion mas baja de antigeno (6.25ng/ul)

(Figura 13).

B POSITAD.  MNEGATH'O

s
e

0.5 23 2.7 31'-
1.7 l.5|
_alﬂlﬂ l-i.i

0.4% 3.2
04
23 21
: 2.1
0.15
0.1
0.05

L
ag 30 2% 115 625 50 25 115 625 30 25 125 625 S50 25 125 625

{ngjul} * . . ¢
1/12.5 1125 1450

=
[— I
U e

Dremsadad optaca 490 nm

1/100 Acl

Acl: Suero; Ag: Antigeno. Nameros sobre las barras: PPNs. Las flechas indican el PPN mas alto por

dilucién de suero.

Figura 13. Primera etapa de evaluacion de 14-3-3 zeta expresado en E. coli
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Al igual que en la primera etapa, en cada grupo de dilucion de suero se observo valores
altos de PPN en distintas concentraciones de antigeno: 10 ng/ul (PPN 2.1), 2.5 ng/ul
(PPN 2.2), 5 ng/ul (PPN 2.4) y 20ng/ul (PPN 1.8). EI PPN mas alto fue de 2.4 en la

dilucion de 1:50 de suero con 5 ng/ul de antigeno (Figura 14).

B ROTNG B HEGATRVD

- 21
= 1.0
2.0
1.9 IE
20 2.0 ;3“

lll.ﬂ
‘lii” H

Ag I 5 25 0 10 15 ¥ 10 s 2% 20 0 %

[sgfil) * . . .
17125 /25 1/50 1100 Afl

& &
& e = o
- ¥ L=

L
=
-

Drensidad aptica 490nm

Acl: Suero; Ag: Antigeno. Ndmeros sobre las barras: PPNs. Las flechas indican el PPN mas alto por

dilucién de suero.

Figura 14. Segunda etapa de evaluacion de 14-3-3 zeta expresado en E. coli

En resumen, se selecciond las mejores combinaciones (antigeno/anticuerpo primario)

de cada etapa que permitieron obtener valores altos de PPN:
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En 14-3-3 épsilon, el valor mas alto de PPN en la etapa | fue de 2.8 usando 12.5 ng/ul
de antigeno y 1:25 de dilucion del suero y en la etapa II fue de 2.8 usando 2.5ng/ul de
antigeno y 1:12.5 de dilucion del suero. La condicidn seleccionada fue el de la etapa 11

debido a que permite utilizar menor cantidad de antigeno.

En 14-3-3 zeta, el valor mas alto de PPN en la etapa | fue de 3.2 usando 6.25 ng/ul de
antigeno y 1:12.5 de dilucion del suero y en la etapa II fue de 2.4 usando Sng/ul de
antigeno y 1:50 de dilucion del suero. La condicion seleccionada fue el de la etapa |

debido a que permite obtener mejor PPN.

Antigeno expresado en CIB y anticuerpo primario (suero)

14-3-3 épsilon. En cada grupo de dilucién de suero, se obtuvo valores altos de PPN
empleando 2.5ng/ul de antigeno (PPN de 2.8, 2.6, 3.2, 3.6). El valor mas alto de PPN
fue de 3.6 usando 2.5 ng/ul de antigeno y 1:100 de dilucion del suero, por lo cual ésta

fue la condicion seleccionada ya que permite obtener mejor PPN (Figura 15).
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Figura 15. Evaluacion de 14-3-3 épsilon expresada en CIB

14-3-3 zeta. En los grupos de dilucion de suero 1:12.5 y 1:25, se obtuvo valores altos de
PPN empleando 2.5ng/ul de antigeno (PPN de 2.2 y 2.6), mientras que en los grupos de
dilucion de suero 1:50 y 1:100 se obtuvo valores de PPN de 2.8 en ambos casos. La

condicidn seleccionada fue usando 2.5 ng/ul de antigeno y 1:100 de suero, ya que permite

utilizar menor cantidad de antigeno (Figura 16).
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Figura 16. Evaluacion de 14-3-3 zeta expresada en CIB

En resumen: En 14-3-3 épsilon se obtuvo un valor alto de PPN (3.6) empleando
2.5ng/en una dilucion de 1:100. En 14-3-3 zeta se obtuvo un valor alto de PPN de 2.8
empleando 5ng/pl de antigeno con una dilucion 1:100 de suero, es decir en ambos casos

las mejores condiciones se obtuvieron con las diluciones mayores de suero.
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Estandarizacion anticuerpo secundario o conjugado

¢ Anticuerpo secundario (conjugado) para antigenos expresados en E. coli
14-3-3 épsilon. Usando la mejor condicion de antigeno y suero obtenidos en la primera
(12.5ng/ul de antigeno y 1:12.5 de suero) y segunda etapa (2.5ng/ul de antigeno y 1:12.5
de suero), el PPN con mas alto valor fue en 1:2000 de conjugado (PPN de 2.8 y 3.0,

respectivamente) (Figura 17).
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AC2: Anticuerpo secundario, OD: Densidad 6ptica. Nimeros sobre las barras: PPNs.

Figura 17. Evaluacion de las diluciones de conjugado usando 14-3-3 epsilon
expresada en E. coli en las mejores condiciones obtenidas en A. Etapa | (12.5ng/ul Ag,

1/25 suero) y en B. Etapa Il (2.5ng/ul Ag, 1/12.5 suero)
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14-3-3 zeta. Empleando las mejores condiciones obtenidas en la etapa | (6.25ng/ul de
antigeno y 1:12.5 de suero) y etapa Il (Sng/ul de antigeno y 1:50 de suero), el PPN con

maés alto valor fue en 1:2000 para ambos casos (PPN de 3.0 y 2.2 respectivamente)

(Figura 18)
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AC2: Anticuerpo secundario. Nimeros sobre las barras: PPNs.

Figura 18. Evaluacion de las diluciones de conjugado en las dos etapas de
estandarizacion con 14-3-3 zeta expresada en E.coli y las mejores condiciones
obtenidas en A. Etapa | (6.25ng/pl Ag, 1/12.5 suero) y en B. Etapa Il (5ng/ul Ag, 1/50

suero).
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Anticuerpo secundario (conjugado) para antigenos expresados en CIB

14-3-3 épsilon. Usando la mejor condicion de antigeno y suero (2.5ng/ul de antigeno

y 1:100 de suero), el PPN con mas alto valor fue en la dilucién 1:2000 de conjugado

obteniendo un PPN de 2.4 (Figura 19).
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AC2: Anticuerpo secundario. Nameros sobre las barras: PPNs.

Figura 19. Evaluacion de las diluciones de conjugado en estandarizacion de 14-3-3

épsilon expresada en CIB, empleando 2.5ng/ul de Ag, 1/100 de suero
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14-3-3 zeta. Usando la mejor condicion de antigeno y suero (5ng/ul de antigeno y 1:100

de suero), el PPN al emplear una dilucion de 1:2000 de conjugado (PPN de 2.3 (Figura

20).
1.9 23
Ny
N
E xHI § s .
£ = & 13
E - . s =
=]
E : - . &
|._"'|li:|l'll::| i -'.n'lll::l::l e ] 1 RO 1 FASG0 |1 00 I._-'-I L) 1 FE000
- Ty - [ ai 1 I Al:z

AC2: Anticuerpo secundario. Nimeros sobre las barras: PPNs.

Figura 20. Evaluacion de las diluciones de conjugado en estandarizacion de 14-3-3

zeta expresada en CIB, empleando 5ng/ul de Ag, 1/100 de suero.

En resumen, los PPN con valores méas altos se obtuvo con 1:2000 de anticuerpo

secundario tanto para las proteinas expresadas en E coli como en CIB.
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Parametros finales

Los parametros seleccionados se muestran en la tabla 2. Las concentraciones de

antigeno (14-3-3 épsilon y zeta) expresadas en E. coli y CIB (5ng/ul) seleccionadas

tuvieron valores homogéneos; sin embargo, cabe resaltar que épsilon mostré mejores

resultados en baja concentracion (2.5 ng/ul) a comparacion de zeta (5 y 6.25 ng/ul) en

ambos sistemas de expresion. En cuanto al anticuerpo primario para las proteinas

expresadas en CIB se empled una dilucién mayor (1/100) en comparacion de las

proteinas expresadas en E. coli, y para el caso del anticuerpo secundario, finalmente una

dilucion de 1/2000 del conjugado permite obtener mejores PPN para todas las proteinas.

Tabla 2. Parametros estandarizados en ELISA convencional para las proteinas 14-

3-3 épsilon y zeta, expresadas en E. coli y en células de insectos-Baculovirus

E. coli Baculovirus
14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 zeta
épsilon zeta épsilon
Antigeno
(ng/ul) 25 6.25 2.5 5
Anti
NUICUErpo 1125 1125 1/100 1/100
primario
Anticuerpo
1/2000 1/2000 1/2000 1/2000
secundario
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4.4.2 Evaluacion de sensibilidad y especificidad de las proteinas expresadas en E. coli

y en células de insectos (CIB), con sueros individuales de cerdos

e Determinacion de la sensibilidad y especificidad usando el punto de corte basado
en el porcentaje de positividad
El porcentaje de positividad se obtuvo teniendo en cuenta los promedios de los
controles positivos y los promedios de los ODs de las muestras. El punto de corte
seleccionado para cada proteina fue aquel que maximice el indice de Youden, los
puntos fluctuan entre 0.55 y 0.98. El indice de Youden estimado para las proteinas
expresadas en E. coli es de aproximadamente 0.50, mientras que las proteinas

expresadas en CIB presentan un indice de 0.84 y 0.89 respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Punto de corte utilizando el porcentaje de positividad e indice de Youden

estimado para cada antigeno evaluado

PUNTO DE INDICE
PROTEINA CORTE YOUDEN
(PP)

14-3-3 épsilon E. coli 0.876 0.5092
14-3-3 zeta E. coli 0.984 0.5132
14-3-3 épsilon CIB 0.7 0.8485

14-3-3 zeta CIB 0.55 0.896
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La dispersion de resultados expresados como porcentaje de positividad (PP) de las
proteinas 14-3-3 épsilon y zeta de ambos sistemas, se muestran en las figuras 21 y 22
respectivamente, evidenciando mayor presencia de verdaderos positivos y negativos
(PP POS y PP NEG) en las proteinas expresadas en CIB, teniendo como punto de corte

el indice de Youden.
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Figura 21. Dispersion del porcentaje de positividad de la prueba de ELISA usando la

proteina 14-3-3 épsilon. A: Expresion en E. coli. B: Expresion en CIB.
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Figura 22. Dispersion del porcentaje de positividad de la prueba de ELISA usando la

proteina 14-3-3 zeta. A: Expresion en E. coli. B: Expresion en CIB.
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e Determinacion de la sensibilidad y especificidad usando el punto de corte basado
en el NC-cut off
E. coli. Para la proteina 14-3-3 épsilon, los puntos de corte obtenidos por placa
estuvieron comprendidos entre 0.2099-0.3072 (Tabla 4), permitiendo obtener una

sensibilidad/especificidad de 85.42% / 61.36% respectivamente (Tabla 5).

En 14-3-3 zeta, los puntos de corte obtenidos estdn comprendidos entre 0.262 y 0.296,

dando lugar a una sensibilidad y especificidad de 95.83% y 72.73 % respectivamente.

CIB. Para la proteina 14-3-3 épsilon, se obtuvo puntos de corte comprendidos entre

0.10y 0.15 (Tabla 4), obteniendo 81.25% de sensibilidad y 95.45% de especificidad.

En caso de 14-3-3 zeta, se obtuvo puntos de corte comprendidos entre 0.09 y 0.11,

obteniendo 100% de sensibilidad y 70.45% de especificidad (Tabla 5).
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Tabla 4. Puntos de corte obtenidos a partir de controles negativos

PROMEDIO
3 (DESVIACION PUNTO DE
PROTEINA N° PLACA CONTROLES
ESTANDAR) CORTE
NEGATIVOS
1 0.2154 0.092 0.3072
14-3-3 épsilon
2 0.1498 0.0600 0.2099
E. coli
3 0.2059 0.0844 0.2904
1 0.1831 0.080 0.2628
14-3-3 zeta E.
2 0.1894 0.1038 0.2932
coli
3 0.1828 0.1137 0.2966
1 0.1033 0.054 0.1572
14-3-3 épsilon
2 0.0814 0.048 0.1296
CiB
3 0.0718 0.0318 0.1037
1 0.0810 0.032 0.1132
14-3-3 zeta
2 0.0727 0.02585 0.0985
CiB
3 0.0799 0.02561 0.1055
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y en CIB segun el porcentaje de positividad y NC-Cut off

Tabla 5. Sensibilidad y especificidad de 14-3-3 épsilon y zeta expresadas en E.coli

E. coli Baculovirus
PUNTO 14-3-3 14-3-3 14-3-3
DE ESTIMADO 14-3-3 zeta
épsilon Zeta épsilon
CORTE
89.58 85.42 91.67 91.67
Sensibilidad
L (95% IC: (95% IC: (95% IC:
o2 80.94 -98.22) 49.96 -77.84) 83.85 -99.49) (5% IC:
5 <D( (%) ' ' ' ' ' ' 83.85 -99.49)
< —_
>
=
o =
O 8 61.36 65.90 93.18 97.93
x
o o Especificidad
a . (95% IC: (95% IC: (95% IC: (95% IC:
(%) 46.97 -75.75) 72.64 -94.83) 85.73 -100) 93.14 -100)
85.42 95.83 81.25 100.00
Sensibilidad
(%) (95% IC: (95% IC: (95% IC: (95% IC:
L 75.44 -95.4) 90.17 -100) 70.21- 92.29) 97.79- 100)
LL
@)
= 61.36 72.73 95.45 70.45
@)
|
9 Especificidad (95% IC: (95% IC:
(%) 46.97- 59.57 - (95% IC: 89.29 (95% IC:
75.75) 85.89) -100) 56.97 -83.93)

IC: Intervalo de confianza
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Los estimados mas altos de sensibilidad se obtuvieron con las proteinas expresadas
en CIB, sin embargo estos no fueron estadisticamente diferentes de los estimados de
sensibilidad con las proteinas expresadas en E. coli (p>0.05, McNemar Exacto Test)
(Tabla 6). Igualmente, los estimados de especificidad fueron mejores en las proteinas
expresadas en CIB, sin embargo dichos estimados si fueron estadisticamente
diferentes de las especificidades obtenidas con las proteinas expresadas en E. coli

(p<0.01, McNemar Exacto Test) (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de las sensibilidades y especificidades segun el sistema de

expresion.
14-3-3 épsilon 14-3-3 zeta
Punto de corte
E.coli CIB p* E.coli CIB p*

2 PP 89.58 91.67  1.000 85.42 91.67 0.4531
o
J
@
% NC-CUTOFF 85.42 8125 0.7539 95.83 100.00 0.500
wn
(@)
< PP 61.36 93.18 0.001 65.90 97.93 <0.001
O
L
O
t NC-CUTOFF 61.36 9545 <0.001 72.73 7045 1.000
wn
L

*Test McNemar (p<0.05 diferencia estadisticamente significativa)

(p>0.05 no hay diferencia estadisticamente significativa)
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Al comparar los dos criterios utilizados para designar una muestra como positiva o
negativa: el porcentaje de positividad (PP) o el punto de corte utilizando los controles
negativos (NC-cut-off), el estimado mas alto de sensibilidad se obtuvo con la proteina
14-3-3 zeta expresada en CIB (100%) teniendo en cuenta el NC-cut off, sin embargo
este no fue estadisticamente diferente a la sensibilidad obtenida por la misma proteina
con porcentaje de positividad (p>0.05, McNemar Exacto Test), estos valores tampoco

fueron estadisticamente diferentes de los otros estimados.

Por otro lado, los estimados de especificidad fueron mejores en las proteinas
expresadas en CIB teniendo en cuenta ambos criterios de punto de corte, dichos
estimados no fueron estadisticamente diferentes de las especificidades obtenidas con
proteinas expresadas en E. coli a excepcion de la proteina 14-3-3 zeta expresada en
CIB, ya que la especificidad obtenida con NC-cut off es mucho menor que la obtenida

con porcentaje de positividad (p<0.01, McNemar Exacto Test) (Tabla 7).
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Tabla 7. Comparacion de las sensibilidades y especificidades segun el punto de corte

E. coli CiB

PROTEINA
PP NC p* PP NC p*
14-33  Sensibilidad 89.58 85.42 0.625 9167 8125 0.0625
epsilon £ ecificidad 61.36 6136 1000 9318 9545 1.000
Sensibilidad 8542 95.83 00625 91.67 100 0.125

14-3-3 zeta
Especificidad 65.90 7273 0.629  97.93 70.45 0.001

PP: Porcentaje de positividad

NC: NC-Cut off

Test Mcnemar (p<0.05 diferencia estadisticamente significativa)

(p>0.05 no hay diferencia estadisticamente significativa)

Repetitividad

Los coeficientes de variabilidad (CV) fueron menores al 15% en cada una de las

proteinas, tanto en el sistema de E. coli como en CIB.
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CURVAS ROC

Las curvas ROC (Figura 23) obtenidas para las proteinas expresadas en E. coli
indicando una baja capacidad discriminativa del test ya que presenta un area bajo la
curva alrededor de 80%, valor cercano a la linea de referencia en comparacion a las
curvas ROC obtenidas para las proteinas expresadas en CIB muestran un area bajo la
curva alrededor del 98%, es decir un valor lejano a la linea de referencia, indicando
que la capacidad discriminativa del test que emplea estas proteinas como antigenos, es
alta y la diferencia es estadisticamente significativa (p<0.001, Chi? Test, en ambos

€asos)
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Figura 23. Curvas ROC de las proteinas 14-3-3 épsilon y 14-3-3 zeta expresadas en

E. coli y en CIB. A: Proteina 14-3-3 épsilon B: Proteina 14-3-3 zeta



V. DISCUSION
Esta investigacion tuvo como propdsito evaluar las proteinas recombinantes 14-3-3
épsilony zeta de T. solium como posibles antigenos de diagnostico utilizando la técnica
ELISA. Los resultados muestran que las proteinas 14-3-3 épsilon y zeta expresadas en
CIB presentan mayor sensibilidad/especificidad (91.67/93.18 y 91.67/97.93
respectivamente) en comparacion con las proteinas expresadas en E. coli. Estos
resultados corroboran los hallazgos de otros trabajos en distintos paises que muestran
la utilidad de la técnica de ELISA como método de diagndstico de cisticercosis
(46,47,48). Asi tenemos que el estudio de Pinto y col., obtiene sensibilidad de 80% y
especificidad de 100 % (46), mientras que Sreedevic, obtiene sensibilidad de 96% y
especificidad de 96% (48), otros estudios fluctlian entre estas cifras, siendo también de

utilidad (46).

La prueba de ELISA, como método de diagnostico, fue evaluado debido a que es méas
accesible en cuanto a la tecnologia comparado a los métodos usados actualmente para
diagnosticar cisticercosis: Western Blot y resonancia magnética. EI Western Blot de

las glicoproteinas posee alta sensibilidad (91%) y especificidad (100%) (49).

Las proteinas recombinantes, usadas como antigenos, fueron obtenidos en un sistema
de expresion procariote (E. coli) y eucariote (CIB). En el sistema eucariote las proteinas
pueden sufrir modificaciones post-traduccionales (53). Sin embargo, en este sistema,
se obtienen proteinas en baja concentracion, Miranda y col. obtuvieron sus proteinas

recombinantes a 400ug/mL (70), mientras que Palomares obtuvo 1000ug/mL (71). Las
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proteinas recombinantes pueden constituir desde menos del 5% hasta un 70% de la
proteina celular y se puede obtener hasta 1000ug/mL (69). En este estudio se
obtuvieron concentraciones de 1363ug/mL de 14-3-3 épsilon y 150ug/mL de zeta,
concentraciones comparables a las obtenidas en estudios previos pero méas bajas en
comparacion con las obtenidas en E. coli (3700ug/mL y 5000ug/mL respectivamente).
La baja concentracion de las proteinas expresadas en este sistema fue una limitante en

la realizacion de las repeticiones en los ensayos de ELISA.

El obtener las particulas virales también constituye un factor critico en el sistema
baculovirus, en esta investigacion se empleé6 inicialmente un MOI 1, sin obtener
expresion de la proteina por lo cual se optd por emplear un MOI 8 para la proteina 14-
3-3 épsilon obteniendo resultados positivos en la expresién; esto contrasta con lo
recomendado segun el manual Bac to Bac, donde se recomienda emplear un MOI de
0.05a0.1 para evitar la formacion de particulas virales defectivas (40), otros protocolos
recomiendan MOI menor de 3 tal como el empleado para 14-3-3 zeta (MOI 2.7) (45).
El emplear un MOI muy bajo o alto puede reducir la calidad de los baculovirus, por lo
que es necesario optimizar la expresion realizando la determinacion del MOI éptimo

para cada caso (45).

Por otro lado, la expresion en E. coli es simple, rapido, barato, ademas es de alta utilidad
por la facilidad de obtencion de grandes cantidades de proteinas (56); esto se ve
beneficiado porque las proteinas recombinantes son producidas a nivel citoplasmatico

permitiendo obtener rendimientos de hasta 80% de la proteina total (57,58), tal como
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se evidencia en las proteinas 14-3-3 épsilon y zeta (3700pug/mL y 5000ug/mL
respectivamente). Sin embargo la expresion en E. coli presenta algunas desventajas,
por ejemplo la rapidez de la expresion a menudo resulta en proteinas mal plegadas
(59,60), carece de la maquinaria requerida para realizar ciertas modificaciones post-
traduccionales eucariontes tales como las glicosilaciones, importantes para la

formacion de proteinas activas y plegadas (55, 61).

Las proteinas expresadas en ambos sistemas fueron obtenidas en la fraccion soluble en
baja concentracion por lo que fueron evidenciadas mediante Western Blot, 14-3-3
épsilon (28kDa) y 14-3-3 zeta (27.7 kDa), similar al peso de las proteinas 14-3-3 zeta
de Echicococcus granulosus y E. multilocularis (27 kDa) y para 14-3-3 épsilon de

Schistosoma mansoni (28kDa) (12, 37, 36).

En la estandarizacién del inmunoensayo ELISA desarrollado en esta investigacion, se
muestran que los promedios de sueros positivos son aproximadamente tres veces mas
que los sueros negativos, estas proporciones fueron obtenidas en base a los valores de

densidad optica obtenidos en cada uno de los ensayos.

A pesar de obtener elevada sensibilidad y especificidad (mayores al 90%), las
densidades dpticas reflejan valores bajos que posiblemente limiten el empleo de estos
antigenos recombinantes en una poblacién mayor para discriminar sueros positivos de
negativos. Estos resultados se deben posiblemente a la estandarizacion realizada, ya
que se realizd la estandarizacién de antigeno, anticuerpo primario y secundario pero no

se estandarizd las condiciones de los demas parametros como son: placas de

63



microtitulacion, diferentes blogueantes (BSA 3%, leche 5%, etc), concentracion de
sustrato (65). Esto no fue posible debido a la poca disponibilidad de sueros y la baja
concentracion de proteina que limitaron la repeticion de los ensayos. La
estandarizacion completa posiblemente aumente la densidad Optica de los sueros

positivos contribuyendo a una mejora en la proporcion obtenida en cada ensayo.

Asimismo la falta de optimizacién de la expresion de las proteinas expresadas en CIB,
la procedencia y tiempo de almacenamiento de la seroteca (2 afios aproximadamente),
asi como el nimero de quistes presentes en cada cerdo del cual fue obtenido el suero,
podrian ser factores que contribuyen a los valores bajos de las densidades Opticas, por
lo que ensayos de ELISA empleando quimioluminiscencia son una alternativa que
permitiria incrementar la sensibilidad del ensayo cien veces mas cuando se compara
con un ensayo colorimétrico (62). Los inmunoensayos fluorescentes resultan ser otra
alternativa, los cuales son ligeramente mas sensibles que ELISA colorimétrico,

permitiendo obtener mejores resultados (63).

Los valores para el coeficiente de variacion, segun lo reportado por la literatura deben
ser menores del 10% (64); sin embargo existen referencias donde se reporta un valor
aceptable entre 15-20 %, por lo tanto los resultados concuerdan con este planteamiento

(65,66).

Segun el porcentaje de positividad (PP), los resultados muestran que las proteinas 14-
3-3 épsilon y zeta expresadas en CIB presentan mayor sensibilidad/especificidad

(91.67/93.18 y 91.67/97.93, respectivamente), comparadas con las proteinas
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expresadas en E. coli (89.58/61.36 para 14-3-3 épsilon y 85.42/65.90 para 14-3-3 zeta),
éstos resultados podrian deberse a las glicosilaciones presentes en las proteinas
expresadas en CIB, ya que estudios atribuyen a la glicosilacion como un nivel adicional

de especificidad en diversas interacciones proteicas (51,52).

A pesar de la diferencia de al menos 3% en los valores de sensibilidad no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa; sin embargo las especificidades muestran p=
<0.001, indicando que las proteinas expresadas en CIB permiten identificar mejor

como casos negativos a los casos realmente sanos (65).

Con respecto al NC-Cut off, la proteina 14-3-3 zeta de ambos sistemas presenta
mayores porcentajes de sensibilidad (100% y 95.83%) siendo la proteina expresada en
CIB la de mejores resultados; sin embargo la especificidad disminuye hasta un 70.45%,
discordando con su homéloga segun el PP, probablemente debido a que la sensibilidad
y especificidad se encuentran generalmente inversamente relacionados, mientras que
el PP permite seleccionar un punto de corte que maximice tanto la sensibilidad y

especificidad a la vez (46, 65).

La proteina 14-3-3 épsilon expresada en E. coli presenta mayor porcentaje de
sensibilidad (85.42%) pero su especificidad fue 61.36%, sin embargo la especificidad
de la proteina expresada en CIB presenta mejor porcentaje (95.45%) en comparacion
con las demas proteinas. Las sensibilidades en ambos sistemas no muestran diferencia

estadisticamente significativa, pero la especificidad de la proteina 14-3-3 épsilon
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muestra p < 0.001 indicando que la proteina expresada en CIB identifica mejor los

realmente sanos.

El hecho que diferencias en los estimados de sensibilidad de hasta 5% no fueron
significativas puede deberse al nimero limitado de muestras con la que se contd. Al
comparar las sensibilidades y especificidades obtenidas segtn el punto de corte, se
determind que no se muestra diferencia estadisticamente significativa en las
sensibilidades, indicando que empleando cualquiera de los dos puntos de corte permite

obtener resultados adecuados.

La especificidad de un antigeno también se ve determinada por el enfrentamiento del
antigeno con sueros infectados con otros paréasitos presentes en el mismo hospedero.
En este estudio no se realizaron ensayos de reaccion cruzada por la limitante de no
disponer con sueros de cerdo con otros parésitos; sin embargo Masmela y col. (32)
reportaron que la proteina 14-3-3 de T. solium no genera reaccion cruzada con sueros
de cerdos infectados con quiste hidatidico (causada por Echinoccus granulosus),
sugiriendo que podria ser un antigeno candidato para diferenciar entre estas dos

enfermedades zoondticas (32).

La importancia en un test de diagndstico es determinar la capacidad que tiene para
discriminar un verdadero positivo y negativo, por lo que se obtuvo las curvas ROC,
mostrando la relacién entre verdaderos positivos (sensibilidad) y falsos positivos (1-
especificidad) (Figura 23), determinando en cada caso el indice de Youden, indicando

que las proteinas expresadas en CIB presentan un area bajo la curva (0.84 y 0.89
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respectivamente) mayor que las proteinas expresadas en E. coli (0.50 y 0.51)
permitiendo asi una adecuada clasificacion entre verdaderos positivos y ningan falso
positivo (68). Los puntos por encima de la diagonal muestran que las proteinas
expresadas en CIB permiten clasificar mejor los verdaderos positivos de los falsos

positivos (50).

Los analisis estadisticos realizados permitieron concluir que la sensibilidad y la
especificidad del sistema desarrollado son superiores al 90 %, lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura para este tipo de ensayo; aunque en esta investigacion emplea

un valor menor de concentracién de antigeno (2,5 — 5ng/ul) con respecto al sistema de

referencia utilizado actualmente (Western Blot 25 — 50 ng/ul) (15).
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VI.

VII.

CONCLUSIONES

La proteina 14-3-3 zeta expresada en baculovirus genera valores altos de
sensibilidad y especificidad (91.67% y 97.93% respectivamente) al evaluar con
sueros individuales de cerdos; por lo cual esta proteina recombinante es
candidato potencial para su uso como antigenos en pruebas de
inmunodiagndstico de la cisticercosis porcina.

El sistema de expresion eucarionte CIB, es complejo, de elevado costo y
capacitacion pero contrarresta la limitante de otros sistemas de expresion en
cuanto a la generacion de modificaciones post-traduccionales.

Las densidades opticas bajas obtenidas en la estandarizacion podrian deberse a
diversos factores como la estandarizacion realizada, tiempo de almacenamiento

de sueros, entre otros.

RECOMENDACIONES

Emplear un conjugado ligado a un fluoréforo con el fin de aumentar la
proporcién de sueros positivos sobre negativos

Realizar ensayos de reaccion cruzada para verificar especificidad de las
proteinas 14-3-3 épsilon y zeta de T. solium empleando sueros de cerdos con
otros parasitos (Ascaris spp., Cysticercus tenuicollis, cisticerco hidatidico de

Echinococcus spp.)
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VIII.

Emplear un mayor nimero de muestras de suero positivo y negativo, para poder
tener una mejor idea de la eficacia de ELISA como método de diagnostico.
Estandarizar todos los pardmetros en los ensayos de ELISA a fin de obtener una

mejora en las proporciones entre positivos y negativos.

LIMITANTES

La falta de optimizacion en la expresion en CIB posiblemente dio lugar a la
obtencion de proteina en baja concentracion.

Los sueros problemas fueron obtenidos de una seroteca obtenidas de
investigaciones anteriores, considerando un nimero reducido de los mismos.
La falta de sueros de cerdo con otros parésitos no permitieron los ensayos de

reaccién cruzada para cada una de las proteinas.
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ANEXOS

Anexo 1: Esquema del sistema de expresion en Baculovirus

pFastBac™ donor plasmid
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Anexo 2: Transformacién con reaccion de ligacidon en Escherichia coli (Novablue)

empleando choque térmico

Las células competentes E. coli (Novablue) fueron incubadas en hielo por 10 min.

e Afiadir al tubo 5 ul de la reaccion de ligacion plasmido pET28a-pncA
e Dejar en hielo por 30 min, luego colocar los tubos en un bafio Maria a 42°C por 1

min. Retirarlo y dejarlo en hielo picado por 2 min.

Agregar 1000 pL de medio SOC estéril e incubar a 37°C por 1 hora.

e Incubar los tubos a 37°C por 1 hora en agitacion a 225 rpm.

e Centrifugar los tubos a 6,000 rpm por 5 min

e Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet con 100 uL de caldo SOC.
e Sembrar 80 puL en placas con agar LB + kanamicina (40 pg/ml) con un asa de

Driglasky (usar etanol para desinfectar el sembrador).

e Incubar al menos 24 horas a 37°C.



Anexo 3: Extraccion de plasmidos mediante lisis alcalina

e Colonias transformantes fueron sembradas en 5 mL de medio LB con ampicilina (40 ug/mL)
e incubados a 37 °C overnight en agitacion constante (2500 rpm).

¢ 1.5 mL de cultivo fue centrifugado a 13000 por 5 min, el pellet fue resuspendido en 150 pL
de solucion 1 frio con la ayuda del vortex. Luego se agregd 300 pL de la solucién 11
mezclando las soluciones por inversion y se incub6 a T° ambiente por 5 min.

e Se agregaron 225 uL de la solucion 111 (enfriada previamente en hielo). Y se incubd por 5
min luego se centrifugd a 13000 rpm por 5 min.

¢ Al sobrenadante obtenido se le agregé un volumen igual de Fenol:Cloroformo:Alcohol
Isoamil (25:24:1), mezclando por inversion y luego centrifugando a 13000 rpm por 5 min.
La fase acuosa obtenida fue transferida a un tubo de microcentrifuga nuevo al cual se le
agregd un volumen igual de Cloroformo:Alcohol Isoamil (24:1).

e Los tubos fueron centrifugados a 13000 por 5 min. La fase acuosa se transfirié a un tubo
nuevo al cual se le agreg6 2 volimenes de etanol al 100%. Se mezcld por inversion y se
incubd durante 10 minutos a -20 °C. Se centrifugados a 12000 rpm por 5 min descartandose
el sobrenadante. Los pellets de ADN plasmidico fueron lavados con 1 mL de etanol al 70%,
hasta dejar secar el pellet. EI ADN plasmidico fue resuspendido en 40 pL de buffer EB.

Reactivos de Lisis Alcalina

Solucion | Solucion 11 Solucion 11
e 25mM Tris-HCI (pH 8.0) 0.2N NaOH 5M Acetato de Potasio
e 10 mM EDTA (pH 8.0) 1% SDS Acido Acético glacial

H20



Anexo 4: Preparacion de Medio Grace para trasfeccion en células de insectos Sf9

En una cabina de flujo laminar, disolver el contenido Grace’s Insect Cell Culture (Gibco)

liofilizado en un frasco conteniendo 800mL de agua destilada autoclavada

Agregar 0.35 gr Bicarbonato de Sodio, 20mL Suero fetal bovino (Hyclone), 20mL de
lactoalbimina (Lactaloumin Hydrolysate 50x-Sigma), 20mL de Yeastolate (Yeastolate

Ultrafiltrate 50x-Gibco) y 10mL de Antibiotico-Antimicotico 100x (Gibco)

Ajustar el pH 6 con NaOH 10M vy enrasar a 1 litro de volumen con agua destilada
autoclavada. Filtrar el medio empleando membrana de filtracién 0.45 um y luego con una

membrana de 0.22 pm.

Alicuotar el medio para evitar contaminacion posterior. Sellar herméticamente el envase y

almacenar a 4°C hasta su uso.

NOTA: Mantener condiciones de esterilidad durante todo el proceso de preparacion del

medio



