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Figura 1. (A) Escélex de Taenia solium observados en un microscopio electronico
de barrido C: Cuello, V: Ventosas, R: Rostelo.”® (B) Huevos de Taenia solium**

(C) Estructuras internas de un proglétide maduro de T. solium.*

Figura 2. Ciclo de vida de T. solium. La vida del parasito alterna entre el ser
humano como huésped definitivo y el cerdo como principal huésped intermediario.
Estado adulto (1): El parasito habita el intestino delgado del ser humano, infeccion
conocida como teniasis. Proglétides gravidos (2): Segmentos con el Gtero bien
desarrollado y decenas de miles de huevos. Huevos (3): Los huevos son expulsados
junto con la materia fecal. Cisticercosis porcina (4): El cerdo se infecta al ingerir
heces donde hay segmentos del parasito adulto y huevos con el potencial suficiente
para convertirse en un cisticerco (forma larvaria del parasito). El ciclo de vida se
completa al consumir carne de cerdo mal cocida infectada con cisticercos.
Neurocisticercosis (5): La falta de educacion e higiene o la convivencia con un
portador del parasito adulto (familiar), pueden ocasionar la ingestién de huevos

desarrollando una neuropatologia.*®

Figura 3. Resultados de la EITB utilizando fluido de antigeno vesicular de Taenia
solium (cisticerco). (A) Antigeno de fluido vesicular reducidos con DTT. (B)
Antigenos purificados en CDC-USA. (C) Antigenos de fluido vesicular sin reducir.
(D) Marcador de peso molecular. (a) Concentracion de 0.0125 mg/ul. (b)
Concentracion de 0.0250 mg/ul. (c) Concentracion de 0.05 mg/ul. Se detalla que la
concentracion 6ptima fue de 0.0250 mg/ul y el namero final de bandas especificas

consideradas fueron 8.°



Figura 4. Iméagenes captadas desarrollando la técnica Western blot. (A) (B) Camara
electroforética con el “Antigeno de Taenia solium” (cisticerco) a una concentracion
de 0.017ug/ml a 80mA durante 40 minutos. (C) “Papeles filtro” y “Membranas de
nitrocelulosa (NC)” en recipientes con “Buffer de Transferencia” para que se
humedezcan y estén en condiciones correctas. (D) Disposicion: 4 geles por
“Sandwich” y dos “Sandwich” por cadmara de transferencia. (E) Sistema de

refrigeracion acoplado al sistema de transferencia (2.0A por 2 horas).

Figura I. Resultados obtenidos por el protocolo Estandar de la muestra 155407 —
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—168604. (B) (C) Controles respectivos para el protocolo Estandar.

Figura V1. Resultados obtenidos por el protocolo Over night de la muestra 155407 —
158209.

Figura VII. Resultados obtenidos por el protocolo Over night de la muestra 158211
—160255.
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Figura VIII. (A) Resultados obtenidos por el protocolo Over night de la muestra
160263 — 160376. (B) Resultados obtenidos por el protocolo Over night de la
muestra 160379 — 162716.

Figura IX. Resultados obtenidos por el protocolo Over night de la muestra 162735 —
168604.
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RESUMEN

La cisticercosis es una patologia que afecta tanto al humano como al ganado porcino
y se produce al ingerir huevos de la especie Taenia solium. La prevalenciaen el Peru
oscila entre el 10 y el 20% de la poblacién en general y su epidemiologia esta
estrechamente relacionada con factores salubres, socioeconémicos y socioculturales.
La cisticercosis tiene un impacto en la salud importante debido a la presentacion
particular de la patogenia llamada Neurocisticercosis (NCC) considerada la
parasitosis humana accidental méas frecuente del sistema nervioso central (SNC).
Esta neuropatologia puede estar asociada desde un 30% hasta 50% a casos
epilépticos y son consideradas como zonas claramente endémicas toda la sierra,
costa norte y selva alta de nuestro Perd. Actualmente, la técnica de
inmunodiagnéstico Western blot (EITB) viene siendo efectiva por su alta
sensibilidad, especificidad y reproducibilidad posiciondndose como la técnica mas

Optima para el diagndstico serolégico de la cisticercosis.

La presente investigacion analiza y compara estadisticamente los resultados
obtenidos entre dos protocolos de Western blot; el protocolo Estandar originalmente
desarrollado por el investigador Tsang y colaboradores y el protocolo Over night
utilizado actualmente en diferentes diagndsticos de rutina y centros de investigacion
donde los tiempos de incubacion con el suero y conjugado estdn modificados. Los
resultados sugieren un incremento en la positividad de muestras (7.96%) a favor del
protocolo Over night especialmente en sueros con reacciones a 3 bandas (4.55%).
Estos resultados obtenidos concuerdan con el proyecto piloto. Tanto el Test de
McNemar como el Test Z para comparacién de proporciones fueron significativos
con un p<0.05. En conjunto, las evidencias sugieren el incremento en los tiempos de
incubacion para obtener resultados mas certeros y confiables en el inmudiagnostico

de cisticercosis.
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ABSTRACT

Cysticercosis is a disease that affects both human and pig and occurs by ingesting
eggs of Taenia solium species. The prevalence in Peru is between 10 and 20% of the
general population and its epidemiology is closely related to salubrious,
socioeconomic and sociocultural factors. Cysticercosis has an important impact on
health due to the particular presentation of the pathogenesis called
Neurocysticercosis (NCC) considered the most frequent parasitosis accidental
human central nervous system (CNS). This neuropathology may be associated with
epilepsy from 30% to 50% of the cases and are considered clearly endemic areas all
the highlands, north coast and upper jungle of Peru. Currently, the immunodiagnostic
Western blot technique (EITB) is being effective because of its high sensitivity,
specificity and reproducibility positioning itself as the most optimal technique for

serological diagnosis of cysticercosis.

This research analyzes and compares the results obtained statistically between two
protocols Western blot; Standard protocol originally developed by researcher Tsang
et al and Over night protocol currently used in different routine diagnostics and
research centers where incubation times with serum and conjugate are modified.
There was an increase of 7.96% in the positive results over the WB 12H (Over night)
protocol especially in sera with a 3 bands reactions (4.55%). These results are
consistent with the pilot project. Both the McNemar test and the Z Test for
comparison of proportions were significant at p <0.05. Overall, the evidence
suggests increased incubation times for more accurate and reliable results in the

immudiagnosis of cysticercosis.
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I. INTRODUCCION

El cestodo de la especie Taenia solium es un parésito cosmopolita que representa un
gran problema tanto en la salud y como en la econdmica del mundo especialmente en
paises en vias de desarrollo como el nuestro. La patologia que compromete al
presente parésito se denomina Cisticercosis y afecta tanto al humano como al ganado
porcino. Los factores identificados y que favorecen el cierre del ciclo de infeccion

estan intimamente relacionados con la ignorancia y la falta de higiene.'® %

Estudios realizados por “The Cysticercosis Working Group in Per(” entre otros,
revelan que la prevalencia de cisticercosis en el Per( oscila entre el 10 y el 20% de la
poblacién en general, lo cual es alarmante debido a la presentacion critica y
particular de esta patologia llamada Neurocisticercosis (NCC) que encabeza el tipo
de infeccién mas comdn causado por un parésito al Sistema Nervioso Central (SNC).
Esta neuropatologia puede causar desde epilepsia hasta meningitis pasando por
fuertes cefaleas pudiendo acabar con la vida productiva de una persona y causarle la
muerte. En distintos centros de salud del Peru, la técnica inmunodiagnostica actual
para cisticercosis se denomina Western blot (EITB) y se ha demostrado que es
altamente especifica (100%), sensible (98%), facil de aprender, reproducible y mas
econdmicas y accesibles que la TC y RM.> %

A inicios de estas dos Ultimas décadas, diferentes investigaciones y diagndésticos de
rutina en el Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas (INCN - Laboratorio de
Cisticercosis en Lima), liderados por el Dr. Hugo Garcia y la Magister Silvia
Rodriguez encontraron que la positividad de las muestras utilizando la técnica
Western blot era mayor al incrementar los tiempos de incubacion con la muestra y el
conjugado. Fue en Julio del 2011 cuando realizamos un estudio piloto en el INCN
para determinar los pardmetros y la magnitud en la que mejora la técnica
identificando un incremento en la positividad de las muestras de 15.39% con un

aumento considerable en los sueros con reacciones a 1(6.51%) y 3(5.92%) bandas.
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A pesar que en la actualidad la sutil modificacion es utilizada en diferentes
diagndsticos de rutina y centros de investigacion del Perd, aun no se han reportado
investigaciones consistentes, con un tamafo muestral éptimo y herramientas

estadisticas suficientes que sustenten y fortalezcan la aplicacion de esta metodologia.

Es en este sentido que la presente tesis compara dos protocolos de Western blot
utilizados para el diagndstico de cisticercosis: protocolo Estandar donde los tiempos
de incubacion tanto para la muestra como para el conjugado son de 1 hora (Tsang et
al., 1989) vy protocolo Over night donde los tiempos de incubacion para la muestra 'y
conjugado estan modificados siendo de toda la noche y dos horas respectivamente;
permitiendo mediante un analisis estadistico relacionar el tiempo de incubacion, las
bandas presentes y el incremento en la positividad de muestras, sugiriendo el uso de

esta metodologia para un diagnéstico mas confiable y robusto.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades, epidemiologia y ciclo de vida del parasito

El estadio larvario del cestodo Taenia Solium es el agente causal de la cisticercosis,
una patologia que afecta tanto al humano como al ganado porcino.’® Una
presentacion particularmente importante en esta patogenia es la NCC debido al fuerte
impacto en la salud, dificil diagndstico clinico (los signos y sintomas que presenta la
enfermedad son comunes en otros desérdenes neuroldgicos), compleja interaccion y
coordinacion interdisciplinaria para el control y tratamiento de la
teniasis/cisticercosis y la relevante repercusion en la economia del Per(.® ** 2 sy
sintomatologia tiene un espectro muy amplio, usualmente asociado a cuadros
convulsivos si se presenta en la forma intraparenquimal o asociado a hipertension

endocraneana si es extraparenquimal.*®

Desde 1987 “The Ciysticercosis Working Group in Perd” entre otros, han
desarrollado estudios epidemiolégicos utilizando principalmente la técnica del
Western blot y exadmenes imagenoldgicos logrando obtener informacién muy
interesante. Dentro de sus resultados mencionan que la prevalencia de la cisticercosis
en la poblacional peruana en general oscila entre 10-20% 2*y que aquella se
incrementa hasta un 26.9% en zonas endémicas como la Costa norte (Tumbes), toda
la sierra y la selva alta del Perd.?® Asi mismo, se registra que la incidencia o
prevalencia de epilepsia en el Peru llega a ser tres veces mayor en Tumbes que sus
correspondientes valores de USA y Europa,** inclusive examenes serolégicos o de
imagen realizados en personas con epilepsia en zonas endémicas, sugieren que cerca
del 30% a 50% se deben a la presencia de cisticercos en el SNC.** Toda esta
informacién ha servido para evidenciar el papel de la NCC en la etiologia de la
epilepsia y para poder ejecutar diferentes intervenciones de control, tratamiento y

programas de eliminacion de esta patologia.
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La prevalencia de cisticercosis en el cerdo como blanco vulnerable y eslabon
importante en la transmision del parasito también ha sido investigada por diferentes
autores, reportando resultados con altos valores en zonas endémicas que van desde
un 20% hasta un 72 o 75%. En contra parte la prevalencia de teniasis en zonas
endémicas se encuentra desplazada con cifras que van desde 0.6 a 7%, otros autores
mencionan entre 0.5 y 1%.' Teniendo en cuenta el terrible perjuicio al hombre, el
costoso manejo hospitalario de un paciente con NCC (de aproximadamente 1100
ddlares) y la pérdida econdmica en cerdos, se considera una suma de decenas de
millones de ddlares gastados al afio lo cual logra ser un foco importante de atencion

en un pais en vias de desarrollo como el nuestro. 2% 24 % 32

Los factores determinantes que favorecen la presencia, transmision y permanencia de
esta patologia estan intimamente relacionados con la ignorancia y la falta de higiene,
asi como el dificil acceso a centros de salud e instituciones educativas, marcados
estratos socioecondmicos donde las poblaciones marginadas continGan practicando
las tradicionales crianzas de cerdos acompafiadas de malos habitos, condiciones y

comercializacion ilegal. 18 192> 28

Taenia solium es una especie de cestodo de la familia Taeniidae caracterizado por
poseer un escolex o cabeza como érgano de fijacion seguido de un adelgazamiento
[lamado cuello, porcion germinal donde nacen los proglétides o segmentos que
componen el cuerpo del parasito. Las 4 ventosas y el rostelo permiten la adherencia a
la mucosa del intestino delgado. EIl conjunto de proglétides conforman el estrobilo
del parasito que puede llegar a medir normalmente entre 1.5 a 5 metros de largo, los
mas cercanos al cuello son los mas indiferenciados y conforme se van distanciando
van madurando progresivamente hasta proglétides gravidos que son segmentos con

el Gtero bien desarrollado y decenas de miles de huevos. 2%
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La patologia intestinal de este parasito se denomina Teniasis y se adquiere al ingerir
carne de cerdo mal cocida contaminada con el estadio larvario denominado
Cisticerco. Al entrar en el organismo la activacion del parasito es favorecida por los
jugos gastricos, intestinales y sales biliares estableciéndose en el intestino delgado
donde lleva a cabo su desarrollo hasta el estadio adulto consumiendo los nutrientes
necesarios para su supervivencia. El parésito va expulsando huevos esporadicamente

junto con la materia fecal.

Cabe resaltar que el parasito hermafrodita tiene un particular ciclo de vida donde el
hombre es el Gnico hospedero definitivo.'> ' Los cerdos solo actdan como
hospederos intermediarios ingiriendo estos huevos por su facil acceso a letrinas y
cercania a las heces fecales distribuyéndolos a través de sus vasos sanguineos a gran
diversidad de tejidos, principalmente a musculos estriados originando el quiste

denominado Cisticerco y la patologia llamada Cisticercosis porcina.** %

El hombre en algunos casos puede ser hospedero intermediario accidental.™ Esta
patologia es producida al ingerir huevos de T. solium y el mecanismo de esta
infeccion fecal - oral es el resultado del contacto con personas parasitadas y que
mantienen malos habitos higiénicos.'® Se ha descrito también autoinfeccién interna,
producido por personas que estando infectadas con el estadio adulto del parésito

producen antiperitaltismo intestinal.*®

Una vez ingeridos los huevos estas alcanzan las enzimas proteoliticas y sales biliares
generando la liberacion de los embriones hexacantos que se adhieren a la mucosa
penetrando en la pared intestinal, alcanzando los vasos sanguineos y distribuyéndose
a diversos 6rganos desarrollando cisticercosis humana. * Su establecimiento en el
hospedero puede variar ampliamente, desde tejidos de diferentes sistemas corporales
que suelen ser benignos y asintomaticos hasta localizaciones oculares y de SNC
generalmente malignas, el nombre de esta Ultima patologia es llamada

Neurocisticercosis (NCC)."’
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Figura 1. (A) Escdlex de Taenia solium observados en un microscopio electronico
de barrido C: Cuello, V: Ventosas, R: Rostelo.*”* (B) Huevos de Taenia solium**

(C) Estructuras internas de un proglétide maduro de T. solium.*
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Figura 2. Ciclo de vida de T. solium. La vida del parasito alterna entre el ser
humano como huésped definitivo y el cerdo como principal huésped intermediario.
Estado adulto (1): El parasito habita el intestino delgado del ser humano, infeccion
conocida como teniasis. Progldtides gravidos (2): Segmentos con el Gtero bien
desarrollado y decenas de miles de huevos. Huevos (3): Los huevos son expulsados
junto con la materia fecal. Cisticercosis porcina (4): El cerdo se infecta al ingerir
heces donde hay segmentos del parasito adulto y huevos con el potencial suficiente
para convertirse en un cisticerco (forma larvaria del parasito). El ciclo de vida se
completa al consumir carne de cerdo mal cocida infectada con cisticercos.
Neurocisticercosis (5): La falta de educacion e higiene o la convivencia con un
portador del parasito adulto (familiar), pueden ocasionar la ingestion de huevos

desarrollando una neuropatologia.*®
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2.2 Diagnostico de la neurocisticercosis en el Peru

El diagnostico de la NCC aun en la actualidad es complejo. Se realizan diagndsticos
radioldgicos (estandar de oro),?° basados mayormente en tomografia computarizada
(TC) y Resonancia Magnética (RM). La TC es Util porque permite identificar la etapa
en la que se encuentra el paréasito (Vesicular, Coloidal y Granular). También cumple
un rol importante en el seguimiento postquirdrgico de complicaciones ocasionadas
por cisticercosis. La RM es el estudio mas sensible para el diagnostico de las formas
vesiculares y coloidales, puede detectar ciertas lesiones y realizar diagndsticos
diferenciados.”® Con estos dos métodos se logré determinar la localizacion, el

numero y estadio evolutivo del parasito.

Los diagnosticos de laboratorio como examenes coproparasitoscopicos, biometria
hematica y examen citoquimico de LCR no son patognomonicos para NCC. La
radiografia simple del craneo, la neumoencefalografia, la ventriculografia, la

angiografia y la mielografia son muy invasivos o de baja sensibilidad y especificidad
19, 20

La aplicacion de ensayos inmunodiagnésticos para cisticercosis mostrd ser una
alternativa muy interesante para apoyar el diagnéstico clinico.** Desde 1948 se han
descrito diferentes técnicas inmunoldgicas como la reaccion de fijacion de
complemento 3’ para medir anticuerpos en el LCR, la Inmunoelectroforesis (IEF), la
Hemaglutinacion Pasiva®, la Inmunofluorescencia indirecta® y la Doble
Inmunodifusion, pero resultaron ser técnicas de relativa complejidad y baja
sensibilidad.? 3* Con los diferentes avances tecnolgicos e investigaciones sucesivas
se logré que en la actualidad se tenga pruebas altamente especificas, sensibles,
reproducibles y de facil manejo,*® ofreciendo gran utilidad en zonas donde laTC y la
RM son de dificil acceso, se tiene pocos recursos y es imprescindible la necesidad de

estudios epidemiolégicos.® %
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Actualmente las técnicas Enzyme linked immuno-Sorbent Assay (ELISA) y
Enzyme-linked immunoelectrotransfer blot Assay (EITB) mejor conocida como
Western blot son las de mayor uso.™ 2% ** Diferentes investigaciones sefialan que
Western blot es; entre las técnica inmunodiagnoésticas, la Gold Standar para
cisticercosis, de mayor sensibilidad y especificidad, reproducible y de facil manejo *
4, 34 y

%8 superando el problema de la actividad cruzada del ELISA (en suero)

resultando ser un gran avance en el diagndstico de esta patologia.

Cabe mencionar que estudios asociados han desarrollado ensayos simples y rapidos,
que puedan funcionar en el campo sin la necesidad de condiciones complejas de un
laboratorio. Entre estas se puede resaltar al ELISA de tira reactiva para deteccion de
coproantigenos usada en estudios epidemiologicos (México, sensibilidad 88% vy
especificidad 100%) *, Dot blot (sensibilidad del 100% y especificidad del 87,7%) y
aglutinacion de latex (sensibilidad del 93,3% y especificidad del 89,2%).%

Es importante recalcar ciertas caracteristicas de las pruebas inmunodiagnosticas
como el Western blot: Estas pruebas detectan la presencia del anticuerpo circulando
en el suero del paciente, no pueden diferenciar entre anticuerpos maternales
(endémicos) de los formados por infeccion natural y ciertas bandas como la 24, 23 'y
13 kDa pueden reaccionar con el estadio adulto del parasito (teniasis). Teniendo esto
en cuenta, se puede deducir que es incorrecto utilizar esta técnica para el seguimiento
y postratamiento de cisticercosis tanto para humanos como para cerdos y que ademas

no se va poder discriminar entre un paciente con NCC o cisticercosis muscular.® %’
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2.3 Tratamiento y control de la cisticercosis/teniasis

Desde el afio 2000, diversos estudios relacionados a la cisticercosis desarrollados en
gran parte por “The Cysticercosis Working Group in Per(” y el Laboratorio de
Medicina Veterinaria Preventiva de la Facultad de Medicina Veterinaria (UNMS) %
2T entre otros, revelan que la cisticercosis porcina constituye un serio problema de
salud puablica en el pais, alcanzando prevalencias desde un 5% en Monte Redondo,

Piura hasta un 88% en la ciudad de Maceda, San Martin.?’

Las investigaciones epidemiol6gicas implicadas han resultado tener una gran
importancia en la actualidad, principalmente por ser el cerdo una pieza clave en la
trasmision del parasito y por servir como blanco vulnerable para el control y
tratamiento de esta patologia.?> %® La técnica del Western blot también ha sido muy
atil en estas investigaciones y la informacion obtenida confirma que la prevalencia
de cisticercosis porcina es un buen indicador para predecir una infeccion por Taenia
solium, y por lo tanto una posible presencia de NCC.?’ Estas evidencias permitieron
que se desarrollen estrategias de control y tratamiento para la teniasis/cisticercosis en

el Per(.

El tratamiento contra la teniasis utiliza dosis orales Unicas Niclosamida (2g en
adultos y 1g en nifios) o Praziquantel (5 a 10mg por kg). El tratamiento de NCC
utiliza Albendazol (15 mg/k/d por una a dos semanas) o Praziquantel (50 mg/kg/d
por dos semanas) como antiparasitario acompafiado de un tratamiento para las
manifestaciones clinicas**. Investigaciones realizadas para el control y tratamiento
de cisticercosis desde inicios de 1980 incluyeron el tratamiento masivo de la
poblacién humana con Praziquantel o Niclosamida acompafiados de esfuerzos
constantes en  mejorar la educacion sanitaria pero los resultados no son

alentadores,** 2%
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Dentro de las Gltimas investigaciones se propuso en 1996 tratar a la poblacion
porcina con Oxfendazole (30mg/kg) e inmunizarla con una vacuna TSOL18
proporcionada por la universidad de Melbourne en Australia logrando buenos

resultados. ** 3

2.4 Antecedentes

La técnica de Western blot originalmente emplea una fraccion enriquecida de
glicoproteinas que se obtiene al purificar el extracto crudo de cisticercos por
cromatografia de afinidad en una columna de lentil-lectina. Las glicoproteinas (GPs)
se separan por la técnica electroforesis en acrilamida y posteriormente se transfieren
a una membrana de nitrocelulosa, la cual es cortada en tiras de aproximadamente 3
milimetros de ancho. Cada tira se incuba con una muestra de suero o LCR y por un
ensayo inmunoenzimatico se revelan de 1 a 7 bandas especificas para cisticercosis
humana, considerando como positivo cuando reaccionaba como minimo a 1 de ellas
(GP50, GP 42-39, GP 24, GP 21, GP 18, GP 14, GP 13).>>%

La sensibilidad y especificidad obtenidas fueron del 98 y 100% respectivamente, su
eficacia fue determinada usando 148 sueros de pacientes con cisticercosis
confirmada, 56 pacientes sanos y 18 diferentes tipos de enfermedades heterdlogas.
No hubo diferencia significativa entre suero y LCR y no se encontraron reacciones
cruzadas. Los resultados fueron muy alentadores mostrando una alta estabilidad de

los reactivos.®

Més adelante, diferentes investigaciones surgieron con la finalidad de conocer los
alcances de la técnica. Se estudio los resultados con muestras de suero y saliva donde
se encontr6 que el suero (100%) era de lejos mucho mas sensible que la saliva
(70.4%).2
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Se empezaron a realizar investigaciones entre pacientes multiquisticos, uniquisticos,
calcificados tanto con suero como con LCR patoldgicamente confirmados (por TC y
RM) donde los resultados mostraron una sensibilidad del 94% en pacientes
multiquisticos y 28% en pacientes uniquisticos, se encontré6 también que la
probabilidad de obtener un resultado positivo para un paciente con quiste calcificado
era menor frente a un paciente con quiste viable, ademés que los antigenos eran

detectados con mayor frecuencia en el suero que en el LCR.’

En 1992 Hermes Escalante, basdndose en que el fluido vesicular del cisticerco
contiene antigenos mas sensibles y especificos que los demés componentes del

parasito®®

y que ademas la técnica de EITB permite estudiar con anticipacion cada
uno de los componentes antigénicos*, logré estandarizar la técnica en el Perd
utilizando “antigenos del fluido vesicular” (Taenia Solium); una variante de la
técnica originalmente realizada por Tsang et al., 1989. Estos antigenos eran
obtenidos de cerdos naturales infectados bajo condiciones de reduccién con
ditiotreitol y usados a la concentracion de 0.025 ug/ul/mm, los componentes
antigénicos eran separados en un gel de poliacrilamida y luego transferidos a un
papel de nitrocelulosa encontrando en este caso una sensibilidad del 91% vy
especificidad del 100% utilizando sueros de pacientes parasitologicamente
confirmados. Los resultados obtenidos fueron muy alentadores debido a la coyuntura
en la que nos encontramos, logrando ser una técnica eficiente, factible, menos
laboriosa, de bajo costo, Util para el diagndstico serolégico y util para estudios
epidemiolégicos. La técnica considera 8 bandas especificas para cisticercosis (35,

31, 24, 23,18, 17, 14 y 13 kDa), (ver Figura 3).°
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Figura 3. Resultados de la EITB utilizando fluido de antigeno vesicular de Taenia
solium (cisticerco). (A) Antigeno de fluido vesicular reducidos con DTT. (B)
Antigenos purificados en CDC-USA. (C) Antigenos de fluido vesicular sin reducir.
(D) Marcador de peso molecular. (a) Concentracién de 0.0125 mg/ul. (b)
Concentracion de 0.0250 mg/ul. (c) Concentracién de 0.05 mg/ul. Se detalla que la
concentracion éptima fue de 0.0250 mg/ul y el numero final de bandas especificas

consideradas fueron 8.°
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Diferentes investigaciones han permitido evaluar la técnica de Western blot
utilizando como antigeno fluido vesicular; entre ellos, se puede citar a los estudios
realizados en el Hospital Regional Docente de Trujillo * y el Hospital Belén de
Trujillo donde maés alla de los alcances epidemioldgicos, se puedo encontrar una
sensibilidad del 87% para todos los casos con NCC, 90% para quistes viables, 92%
con quistes multiples, 71% con quistes calcificados y 60% con quistes dnicos,’
sugiriendo nuevamente que la sensibilidad disminuye para estos dos ultimos

escenarios. Todos con examenes radioldgico y parasitologicamente confirmados.

Considerando este conjunto de evidencias la técnica de Western blot se establecio
como una interesante alternativa para el diagnostico de NCC en el Perd, teniendo
precaucién en pacientes con quistes Unicos y calcificados.® ° No obstante, la
optimizacion del Western blot para el diagndstico de esta patologia en todas sus
manifestaciones clinicas continu6 siendo uno de los temas de bastante interés hasta la
actualidad. A inicios de estas Ultimas décadas, diferentes investigaciones y
diagnosticos de rutina en el Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas (INCN -
Laboratorio de Cisticercosis en Lima), encabezados por el Dr. Hugo Garcia y la
Magister Silvia Rodriguez encontraron que la positividad de las muestras utilizando
la técnica de Western blot (empleando una fraccién enriquecida de glicoproteinas por
Tsang et al., 1989) era mayor al incrementar los tiempos de incubacion con la
muestra y el conjugado, sutil modificacion que actualmente se sigue utilizando en
diferentes diagndsticos de rutina y centros de investigacion del Peru. Sin embargo, a
la fecha no se han reportado investigaciones consistentes, con un tamafio muestral
optimo y herramientas estadisticas suficientes que sustenten y fortalezcan la

aplicacion de esta metodologia.
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Con la finalidad de obtener resultados coherentes y confirmar la posible tendencia,
realizamos un estudio piloto en el INCN, Julio 2011; a 169 pacientes que acudian
diariamente al diagndstico de NCC, los resultados revelaron que al incubar la
muestra con el antigeno por toda la noche e incubar con el conjugado dos horas, la
positividad de las muestras se incrementaba un 15.39% con un aumento considerable
en los sueros con reacciones a 1(6.51%) y 3(5.92%) bandas (las muestras no fueron
confirmadas por TC o RM), (ver Tabla I).

Por lo explicado anteriormente el presente estudio reproduce la técnica de Western
blot para el diagnostico de cisticercosis aplicando la modificacion en los tiempos de
incubacion para la muestra (toda la noche) y conjugado (dos horas) permitiendo a
través de un analisis estadistico evaluar el incremento en la positividad de las
muestras, respaldando y sustentando asi el uso de esta metodologia para un
diagnostico més confiable y robusto.
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Tabla 1. Estudio piloto realizado en Julio 2011 — INCN, protocolos Estandar
(WB1H) y Over night (WB12H). (A) Incremento de positividad para sueros con

reaccion a diferente nimero de banda. (B) Incremento de positividad global.

(A)
Nimero de Protocolo WB 1H Protocolo WB 12H Diferencia
banda Frecuencias % Frecuencia % Frecuencia %
0 84 49.70 58 34.32 26 15.38
1 7 4.14 13 10.65 11 6.51
2 11 6.51 15 8.88 4 2.37
3 8 4.73 13 10.65 10 5.92
4-6 21 12.43 22 13.02 1 0.59
7 38 22.49 38 22.49 0 0.00
TOTAL 169 100.00 169 100.00
(B)
Protocolo WB 1H Protocolo WB 12H Diferencia
Frecuencias % Frecuencia % Frecuencia %
Muestras negativas 84 49.704 58 34.320
Muestras positivas 85 50.296 111 65.680 26 15.385
TOTAL 169 100.000 169 100.000
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I11. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE INVESTIGACION

3.1 Hipotesis

El aumento del tiempo de incubacion de la muestra y conjugado en la técnica de
Western blot para el diagndstico de cisticercosis, incrementara aproximadamente en

un 15% la positividad de muestras.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo principal

Evaluar el incremento en la positividad de muestras por la técnica de Western blot
para el diagndstico de cisticercosis aumentando los tiempos de incubacion de la
muestra y conjugado.

31



3.2.2 Objetivos secundarios

e Evaluar el incremento en la positividad de muestras para sueros con reacciones de
1 banda.

e Evaluar el incremento en la positividad de muestras para sueros con reacciones de
2 bandas.

e Evaluar el incremento en la positividad de muestras para sueros con reacciones de
3 bandas.

e Evaluar el incremento en la positividad de muestras para sueros con reacciones de
4-6 bandas.

e Evaluar el incremento en la positividad de muestras para sueros con reacciones de
7 bandas.

e Determinar si a mayor tiempo de incubacion habrd mayor incremento del nimero

de bandas.
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IV. MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1 Procedimiento experimental

4.1.1 Preparacion de reactivos

4.1.1.1 Reactivos para la formacion de minigeles de gradiente

“Resolving gel Buffer” (411.2g de TRIS en 1600ml de agua destilada, se utilizé una
membrana de 0.2um para filtrar, se nivel6 el pH con HCI hasta 9.18 y el volumen
final fue de 2000ml). “Resolving gel Acrilamida’ (400 g de acrilamida y 10 g de N,
N’-Methylene bisacrilamide (BIS) en 650ml de agua hirviendo, una vez frio se llevo
a 1000ml y se utilizé una membrana de 0.2um para filtrar). Persulfato de Amonio
(APS) (30 mg de APS por cada 5 ml de agua, se utiliz6 un total de 120mg de APS).
Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Utilizar 300 ul de TEMED por cada 4 ml de
agua, se utiliz6 un total de 1200ml de TEMED).

“Stacking Buffer” (13.1g de TRIS en 350ml de Agua destilada y se llevo el pH a 6.14
con H,S0O4 2M, se utilizé una membrana de 0.2um para filtrar y el volumen final fue
de 500ml), “Stacking Acrilamida” (60 g de Acrilamida y 6 g de N, N’-Methylene
bisacrilamide (BIS) en 300 ml de agua hirviendo, se utilizé una membrana de 0.2um

para filtrar y el volumen final fue de 500ml).

Isobutanol saturado (Se mezcl6 dos volimenes iguales de Isobutanol y agua
Milli-Q, se utiliz6 un total de 60ml). “Pushing Solution” (Azul de Bromofenol al 1%
en etanol y se titulo esta mezcla con una solucion de TRIS en agua destilada hasta
que se torno de color azul intenso, se utiliz6 una membrana de 0.2um para filtrar. Se

agreg0 Glicerol al 30% para ser percibido en el uso de cantidades pequefias).
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Todos los reactivos se prepararon con un dia de anticipacion (excepto el TEMED y
APS que se prepararon inmediatamente) y se guardaron en un frasco &mbar a

refrigeracion.

4.1.1.2 Reactivos para la electroforesis

El “Lower Buffer” (la solucién consta de “Resolving gel buffer ” y Agua destilada en
una proporcion 1:3, volumen final fue de 4000ml), “Upper Buffer” (9.88 g de &cido
Bérico, 19.68 g de TRIS y 4 g de SDS al 10%, se utiliz6 una membrana de 0.2um
para filtrar, volumen final fue de 4000ml). Los reactivos se prepararon con un dia de
anticipacion y se guardaron en un frasco &mbar a refrigeracion El “Antigeno de T.

solium” (cisticerco) utilizado tuvo una concentracion de 0.017ug/ml.

4.1.1.3 Reactivos para la electrotransferencia

Se preparo el “Buffer de Transferencia” (500ml de “Resolving Gel Buffer” y 800 ml
de Metanol en 2700 ml de agua destilada, el volumen final fue de 4000ml). El
reactivo se prepar6 con un dia de anticipaciéon y se guard6 en un frasco ambar a
refrigeracion. Se alistd “Papeles filtro 0.2um” y “Membranas de nitrocelulosa
(NC)” (7.5cm x 7.5cm).

4.1.2 Elaboracion de minigeles de gradiente

Se prepararon los “Geles de gradiente” o “Geles de concentracion heterogénea”
siguiendo como referencia el protocolo Standard Operating Procedure (SOP).?* Se
utilizaron 2 concentraciones de 15% (35ml de Resolving acrilamida) y 25% (58.7ml

de Resolving acrilamida).
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Ambas concentraciones se mezclaron en una camara formadora de geles compuesta
por una bomba peristéltica y el sistema formador de gradiente con agitacion
constante hasta el final. El Isobutanol se afiadio primero, luego se agregaron las dos
concentraciones (15 y 25%) formando asi una gradiente y finalmente la Solucion
pushing formando el soporte del gel. Todo el proceso duré entre 15y 20 minutos y
finalmente se dejo reposar toda la noche, tiempo necesario para la gelificacion.

Luego del periodo de gelificacion de los “Geles de gradiente”, estos fueron lavados
con etanol al 90% y con agua destilada. Paralelamente se mezclaron los siguientes
reactivos: “Stacking Buffer”, “Stacking Acrilamida”, APS (1:6) y TEMED (1:4) para
formar el “Gel de concentracion homogénea (gel de relleno)” utilizado para rellenar
los espacios que han sido descubiertos alrededor del “Gel de gradiente”. Se utilizd
3ml de cada uno de los reactivos por cada 8 minigeles (144 tiras) que se deseaba

preparar. Se dejo reposar entre 10 — 15 minutos hasta que gelifique.

4.1.3 Electroforesis

Se utiliz6 75ul de SDS por cada gel (se agregd 1lul de SDS por cada 100ul de
antigeno), un total de 2400ul. Posteriormente se colocé en bafio maria 90°C por 5
minutos. Paralelamente se ensambl6 los soportes con los geles adentro verificando la
hermeticidad del sistema. Se vertié la cantidad suficiente de “Lower Buffer”
(cdmara exterior) y “Upper Buffer” (cdmara interior) conectando el Catodo vy
Anodo adecuadamente y se agrego el “Antigeno de T. solium” (cisticerco) a una
concentracion de 0.017ug/ml. Como primer paso, el sistema fue sometido a una
corriente de 40mA (por cada 8 geles) para poder tener el antigeno distribuido
uniformemente y en un mismo nivel sobre el gel. Después se sometié a 80mA
durante 40 minutos para que el antigeno empiece a difundir dentro del “Gel de

gradiente”.
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4.1.4 Electrotransferencia

Se colocé inicialmente “Papeles filtro” y “Membranas de nitrocelulosa (NC)” en
recipientes con suficiente “Buffer de Transferencia” por 30 minutos para que se
humedezcan y estén en condiciones correctas. Se armaron las camaras de
transferencia las cuales estaban formadas por: 4 geles por “Sandwich” y 2
“Sandwich” por cdmara. El “Sandwich” consta del siguiente orden: Esponja, papel

filtro 0.2um, NC, “Gel de gradiente”, papel filtro 0.2um, Esponja.

Finalmente se coloco el sistema de refrigeracion y se llen6 la camara con el “Buffer
de Transferencia” hasta el tope. Se cerrd el sistema y se conectd los electrodos
adecuadamente a 2.0A por 2 horas, de esta forma las proteinas se desplazaron hacia

el polo positivo y se quedaron retenidas en la membrana de NC.

4.1.5 Control del slap de tiras de nitrocelulosa

En esta etapa de la metodologia solo nos quedamos con la NC, el resto se descartd
siguiendo los métodos de bioseguridad y protocolos de laboratorio adecuados. Se
lavé con PBS — Tween 0.3% por 20 minutos y después solo 3 veces con PBS por 5
minutos. Se cort6 la NC, en tiras de 3mm y seguidamente se procedié a descartar 2
tiras de cada extremo. Se define como Slap al conjunto de tiras de nitrocelulosa

(3mm) elaboradas en un momento determinado bajo condiciones determinadas.

El control para el slap elaborado tuvo el siguiente procedimiento: Se utilizo una tira
del medio del slap para el control negativo y una tira de cada extremo para el control
positivo débil (dilucion de 1/256). Una vez obtenido los resultados adecuados, se
identificé al slap con una marca distintiva, se coloco la fecha y se guardé a

refrigeracion por un dia.
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Figura 4. Iméagenes captadas desarrollando la técnica Western blot. (A) (B) Camara
electroforética con el “Antigeno de Taenia solium” (cisticerco) a una concentracion
de 0.017ug/ml a 80mA durante 40 minutos. (C) “Papeles filtro”y “Membranas de
nitrocelulosa (NC)” en recipientes con “Buffer de Transferencia” para que se
humedezcan y estén en condiciones correctas. (D) Disposicion: 4 geles por
“Sandwich” y dos “Sandwich” por cadmara de transferencia. (E) Sistema de

refrigeracion acoplado al sistema de transferencia (2.0A por 2 horas).
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4.1.6 Procedimiento para aplicar dos protocolos de Western blot en

simultaneo

Se evalué la misma muestra siguiendo dos protocolos en simultaneo. Bajo las
mismas condiciones y concentraciones pero con diferencia en los tiempos de
incubacion de la muestra y el conjugado. Se defini6 como Estandar al protocolo
donde el tiempo de incubacion tanto para la interaccion antigeno-anticuerpo como
para del conjugado fue de 1 hora. Por otro lado, se defini6 como Over night al
protocolo modificado, donde los tiempo de incubacion para el antigeno-anticuerpo y
conjugado fueron por toda la noche y dos horas respectivamente.

Los resultados se analizaron mediante diferentes herramientas estadisticas descritas
mas adelante. Para evaluar el incremento en la positividad de muestras se compard la
cantidad de bandas presentes en cada tira para cada protocolo. Se espera que
aplicando el protocolo Over night obtengamos un aumento en la positividad de las

muestras y este pueda ser estadisticamente significativo.

4.1.6.1 Protocolo Estandar

Cada tira se coloco en su canaleta respectiva conteniendo 500 ul PBS-Tween 0.3% -
5% Leche con 14ul de la muestra. Luego la muestra pasé a ser incubada por 1 hora a
4°C en agitacion continua. Posteriormente se lavd 4 veces con PBS-Tween 0.3% a
75°C con intervalos de 5minutos, se agrego el conjugado de cabra anti-IgG humana
en una dilucion de 1:10000 y se incubd por 1 hora a temperatura ambiente

manteniendo una agitacion continua.
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Posteriormente se realiz6 un segundo lavado similar al primero pero con PBS-Tween
20 al 0.3% a temperatura ambiente por 3 veces y luego con PBS sélo 2 veces mas. Se
agrego la solucion de coloracion constituido por 10 ml de PBS con 2.5 ul de peroxido
de hidroégeno al 30% y 200ul de diaminobencidina (DAB) a partir de una solucion
stock de DAB en PBS 50 mg/ml. Al finalizar la reaccion, se pudo visualizar sobre las

tiras de NC de 1 a 7 bandas especificas para cisticercosis humana.

4.1.6.2 Protocolo Over night

Se agreg6 de igual forma el PBS-Tween-leche junto con la muestra bajo las mismas
proporciones pero con un tiempo de incubacidn Over night (toda la noche) a 4°C en
agitacion continua. De igual forma se lavo y se agreg6 el conjugado respectivo bajo
las mismas proporciones pero dejandolo incubar por un tiempo de 2 horas a
temperatura ambiente en agitacion continua. Posteriormente se realiz6 un segundo
lavado con PBS-tween 20 0.3% y luego un tercero con PBS solo. Se agrego la
solucion de coloracion constituido por PBS, peroxido de hidrogeno y DAB en las

mismas proporciones y luego se pasé a analizar las bandas.

4.2 Disefio del estudio y analisis estadistico

4.2.1 Diseno del estudio

El presente estudio fue desarrollado en el laboratorio de Inmunologia Parasitaria,
LID, UPCH. Las muestras de pacientes, los controles negativos, positivos débiles y
positivos fuertes que formaron parte del estudio, fueron proporcionados por el
mismo laboratorio y se encontraban almacenadas a -20 ° C. El disefio del estudio es
experimental descriptivo. El proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de
Etica (CIE) de la UPCH.
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4.2.2 Analisis estadistico

Basandonos en el ensayo piloto previo (Julio 2011, INCN, donde se estructurd el
estudio en 5 grupos: 1 banda, 2 banda, 3 banda, 4 — 6 bandas y 7 bandas y el
incremento en la positividad de las muestras fue de 15.39%) se calculd el tamafio
muestral utilizando un disefio pareado (0.06 de precision y 95% de nivel de
confianza). La inferencia estadistica demostro que es 6ptimo un tamafio muestral de
264 debido a que es el mayor volumen de muestras necesarias para responder a todos
los objetivos planteados (para 1 banda n = 256, 2 bandas n = 200, 3 bandas n = 264,

, . . 21
4 — 6 bandas n =~ 73, 7 bandas “no se encontrd diferencias”).

Para responder los objetivos y alcanzar las expectativas de esta investigacién, se
utilizé un andlisis estadistico que comprende la elaboracion de tablas descriptivas de
doble entrada (comparacion de frecuencias simples, acumuladas, porcentajes,
proporciones, entre otros). Ademas se utilizo el Test de McNemar para evaluar
variaciones de los resultados entre protocolos y el Test Z para comparar dos

proporciones.
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V. RESULTADOS

Las siguientes tablas presentan los resultados obtenidos procesando las 264 muestras
por ambos protocolos Over night y Estandar simultaneamente. En el protocolo Over
night las muestras fueron sometidas a una incubacion con el antigeno por toda la
noche a 4°C y a una incubacion de 2 horas con el conjugado de cabra anti-lgG
humana a temperatura ambiente. Por otro lado, en el protocolo Estandar, las
muestras fueron sometidas a una incubacion de 1 hora tanto en la interaccion del
antigeno - anticuerpo como con el conjugado de cabra anti-lgG humana. Cada uno de
las tiras para ambos protocolos fueron fotografiadas e identificadas con el nombre

del autor, protocolo y fecha de elaboracion (ver Anexo).

La Tabla 1 muestra de forma descriptiva los resultados para las 264 muestras
analizadas. Se puede apreciar como el protocolo Over night alcanza un total de 168
muestras positivas mientras que el protocolo Estandar solo un total de 147. En
detalle se logra ver como son discriminadas 24 muestras como positivas a favor del
protocolo Over night. Por otro lado se observan 3 muestras que mostrando ser
negativas para el protocolo Over night dieron como resultado positivo en el

protocolo Estandar.

Tabla 1. Resultados obtenidos en los protocolos Estandar (WB1H) y Over night

(WB12H). “0” representa resultados negativos y “1” representa resultados positivos.

Protocolo WEB 12H
0 1 Total

Protocolo 0 93 @ "7
WB1H 4 @ 144 147

Total 96 168 264
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Continuando con el andlisis se presenta la Tabla 2A, en ella se exponen los
resultados obtenidos utilizando ambos protocolos precisando las frecuencias y
porcentajes para las muestras negativas, con reaccion a 1 banda, a 2 bandas, a 3
bandas, a 4-6 bandas y a 7 bandas. Adicionalmente nos muestra la diferencia entre
los dos protocolos indicandonos el porcentaje de positividad obtenido.

En detalle uno puede apreciar una gran cantidad de frecuencias situadas a los
extremos para ambos protocolos. En el protocolo Estandar observamos que del total
de muestras analizadas 44.32% tienen un resultado negativo y 25.76% tienen un
resultado positivo a las 7 bandas. De igual forma podemos apreciar que en el
protocolo Over night los resultados negativos al ensayo representan un 36.36% y los
positivas a las 7 bandas un 27.27%. También se puede ver que las muestras con
resultado positivo a 4, 5 y 6 bandas fueron agrupadas (bandas 4 - 6) siguiendo la
metodologia y objetivos del estudio, representando en el protocolo Estandar y Over

night un 12.12% y 12.88% respectivamente.

Los resultados revelan que el incremento de positividad en las muestras se obtuvo
para todos los casos, siendo los sueros con reacciones a 3 bandas (4.55%) la mas
marcada. La Tabla 2B nos resume la diferencia global encontrada entre ambos
protocolos indicandonos que el incremento de porcentaje de positividad de muestras
es de 7.95%.

42



Tabla 2. (A) Frecuencias simples y en porcentajes de los resultados obtenidos al
seguir los protocolos Estandar (WB 1H) y Over night (WB12H). (B) Incremento de
positividad global.

(A)
Nimero Protocolo WB 1H Protocolo WB 12H Diferencia
de banda | Frecuencia % % Frecuencia % % Frecuencia %
Negativo 117 44 32 44 32 96 36.36 36.36 21 7.95
1 8 3.03 3.03 10 3.79 3.79 2 0.76
2 19 7.20 7.20 20 7.58 7.58 1 0.38
3 20 7.58 7.58 32 12.12 12.12 12 4,55 i
4 15 5.68 13 4,92
5 8 3.03 } 12.12 10 3.79 } 12.88 2 0.76
6 9 3.41 11 417
7 68 25.76 25.76 72 27.27 27.27 4 1.52
TOTAL 264 100.00 100.00 264 100.00 100.00
(B)
Protocolo WB 1H Protocolo WB 12H Diferencia
Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia %
Muestras Negativas 117 44.32 96 36.36
Muestras Positivas 147 55.68 168 63.64 21 7.95
TOTAL 204 100.00 2604 100.00

La Tabla 3 nos muestran en frecuencia y porcentaje los valores obtenidos para cada
una de las bandas pero enfocandonos solo el grupo de resultados positivos. Como se
puede observar los porcentajes fueron recalculados. En el protocolo Estandar
podemos apreciar como los grupos de muestras que salieron positivas a las 7 bandas
tiene una mayor predominancia alcanzando un 46.26%, seguidamente los resultados
positivos para 3 y 2 bandas obtienen valores de 13.61% y 12.93% respectivamente.
Asi mismo el porcentaje acumulado nos indica que aproximadamente el 30%

(31.97%) de las muestras positivas tienen reaccion por lo menos a 3 bandas.
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Con respecto al protocolo Over night aquellas muestras positivas a 7 y 3 bandas
obtuvieron los porcentajes mas altos siendo 42.86% y 19.05% respectivamente. Asi
mismo, el porcentaje acumulado nos indica que aproximadamente el 35% (36.90%)
de las muestras positivas tienen reaccion por lo menos a 3 bandas, un 5% mas que lo

obtenido por el protocolo Estandar.

Tabla 3. Frecuencias simples y porcentajes acumulados considerando solamente los
resultados positivos obtenidos al seguir los protocolos Estandar (WB 1H) y Over
night (WB 12H)

Protocolo WB 1H [ Protocolo WB 12H
Banda Frecuencia %% % Acumulado Frecuencia % % Acumulado
1 8 3.44 5.44 10 5.95 5.95
2 19 12,93 18.37 20 11.50 17.85
| 3 20 13.61 31.97 32 19.05 36.90 |
4-6 32 .77 53.74 34 20.24 57.14
[ 7 68 46.26 100.00 72 42.86 100.00 |
Total 147 100 168 100

Para poder visulizar y comparar el nimero de bandas que reacciona cada paciente al
procesar una misma muestra por ambos protocolos se elabor6 la Tabla 4. En ella se
ha trazado una linea diagonal que identifica las muestras que lograron evidenciar
igual cantidad de bandas presentes, sobre la diagonal se encuentran las muestras que
se volvieron positivas o incrementaron en cantidad de bandas a favor del protocolo
Over night, del otro lado de la diagonal aplicando el mismo concepto se encuentran

las variaciones a favor del protocolo Estandar.

Bajo esa premisa, se observa con mayor claridad que las 24 muestras discriminadas
como positivas por el protocolo Over night, tienen reacciones no solo a 1 banda sino

hasta 4 bandas presentes.
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Adicionalmente, se evidencia un total de 38 muestras consideradas positivas por
ambos protocolos pero que incrementaron en nimero de banda a favor del protocolo
Over night, entre aquellos podemos mencionar: Muestras que reaccionaban con 1
banda bajo el protocolo Estandar, 1 de ellas increment6 su nimero a 2 bandas y 2
de ellas a 3 bandas. Para las muestras que reaccionaban con 2 bandas, 8 de ellas
evidenciaron ser positivas a 3 bandas, 3 de ellas a 4 bandas y 1 de ellas a 5
bandas. Para las muestras que reaccionaban con 3 bandas, 4 de ellas incrementaron
su namero 4 bandas y 1 de ellas a 7 bandas. Para las muestras que reaccionaban
desde 4 - 6 bandas, 18 de ellas incrementaron el nimero de bandas presentes en
diferente grado.

La Tabla 4 también detalla 3 muestras que siendo negativas en el protocolo Over
night resultaron ser positivas a una banda en el protocolo Estandar. Asi mismo, hay
un total de 16 muestras que son consideradas positivas por ambos protocolos, pero
donde se observa que al incrementar el tiempo de incubacion disminuyen en nimero

de bandas presentes.

Tabla 4. Diferencia entre la cantidad de bandas que reacciona cada muestra
desarollando los protocolos Over night (WB12H) y Estandar (WB1H) en simultaneo.

Cantidad de bandas reaccionadas — Protocolo WB 12H

®

4 5 G 7 Total

Cantidad de bandas reaccionadas — Protocolo WB 1H

Total
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Como ultimo paso en el analisis de los resultados se utiliz6 dos pruebas estadisticas:
el Test de McNemar (Tabla 5) y el Test Z comparacion de dos proporciones (Tabla
6). Los resultados en ambos test nos indican que se rechaza la Hipdtesis Nula con
P<0.05, lo cual demuestra que los cambios entre los protocolos Over night y

Estandar son significativos.

Tabla 5. Test de McNemar: Protocolo Over night (WB 12H) frente al protocolo
Estandar (WB 1H).

Protocolo WB 12H

Protocolo WB 1H | Positivo (1) | Negativo (0) Total
Positivo (1) 144 (2) 147
Negativo (0) (24) 93 117
Total 168 96 264

McNemar's chi2(1) = 16.33 Prob = chi2 = 0.0001

Exact McNemar significance probability =0.0000

Tabla 6. Test Z— Comparacion de dos proporciones. Protocolo Estandar (P1) y

protocolo Over night (Py)

WB 1H : Number of obs. = 264
WB 12H: Number of obs. =264

Variable Mean Std. Err. z P=|z| [95% Conf. Intervall

WB 1H 0.56 0.0305505 0.5001221 0.6198779

WB 12H 064 0029542 05820988 06979012
Dif -0.08 0.0424978 -0.1632941 0.0032941

under Ho:  0.0426401 -1.88 0.061

Diff = prop (WB 1H) - prop (W8 12H)
Ho: diff =0

Ha: diff < 0
Pr(Z < z) = 0.0303

46



V1. DISCUSIONES

Los resultados obtenidos al comparar los protocolos Estandar y Over night
evidencian que existe una diferencia y es significativa. Esta se comprueba
experimentalmente a través de la presencia o ausencia de bandas entre un protocolo y
el otro, logrando ser algunas maés intensas o perceptibles por el ojo humano. La
aparicion de bandas se da basicamente por dos interacciones muy especificas en las
que participan el antigeno-anticuerpo primario, anticuerpo primario-conjugado y
finalmente una reaccion oxido-reduccion donde precipita un producto insoluble.
Teniendo en cuenta que en las tiras de NC estan distribuidos los antigenos por su
peso molecular, uno puede relacionar que las bandas intensas o nuevas que han
aparecido en el protocolo Over night son debido a la mayor cantidad o variedad de
anticuerpos que han podido interacciénar. Es asi como uno vincula el tiempo de
incubacidon con la mayor intensidad o cantidad de bandas presentes y l6gicamente el

incremento en la positividad de las muestras.

Teniendo en cuenta esta premisa, se analizaron las cifras estadisticamente obtenidas,
comenzando por el porcentaje de positivos detectados que se incrementa un 7.95% a
favor de protocolo Over night sugiriendo para este Gltimo un acrecentamiento en la
deteccién de anticuerpos en pacientes seropositivos para cisticercosis.”®>? Este
resultado es respaldado por el Test Z para comparacion de dos proporciones que
contrasta las proporciones de positivos entre ambos protocolos encontrandose
significativa con un p=0.303. Adicionalmente, el Test de McNemar nos ayuda a
comprobar si hay variacion entre los resultados al procesar las muestras por ambos
protocolos; como se puede observar el Test de McNemar sale significativo con
p=0.0000 a consecuencia de que el protocolo Over night logra discriminar 24
muestras como positivas y 3 muestras como negativas constantando que realmente

hubo cambio en los resultados.
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El porcentaje de incremento en la positividad de muestras coincide con los resultados
del proyecto piloto que realizamos en Julio 2011 — INCN el cual logra un aumento
bastante alto de 15.385%. Sin embargo, se obtiene una discrepancia en la
discriminacion de las muestras negativas (pacientes con ausencia de anticuerpos para
cisticercosis), estos no concuerdan con los hallados en el proyecto piloto. En los
resultados encontrados actualmente hay 3 muestras que siendo negativas para el
protocolo Over night dieron incongruentemente reaccion a 1 banda cuando el tiempo
de incubacion fue menor, es muy probable que esto se deba a una contaminacién y

error metodoldgico. Estas 3 muestras son repetidas corregiendoce el error.

Es importante detallar que el proyecto piloto fue Util para demostrar que al separar
los resultados positivos en 5 grupos (reacciones a 1 banda, 2 bandas, 3 bandas, 4 - 6
bandas y finalmente reacciones a 7 bandas), lograbas evaluar clara y definidamente
el incrementd en la positividad de muestras. Ademas se encontro que las reacciones a
4 , 5y 6 bandas resultaban ser de baja prevalencia, por lo que se decidio agruparlos

para obtener resultados mas precisos y evidentes.

Continuando con el andlisis de los resultados, estos revelaron que 38 muestras
aumentaron el numero de bandas reaccionadas, asi mismo se obtuvo un
acrecentamiento en el porcentaje de positividad de muestras considerable para
reacciones a 3 bandas (4.55%), alejados notablemente del resto de grupos.
Nuevamente estos valores son semejantes a los encontrados en el proyecto piloto los
cuales indican que el porcentaje de positividad de muestras se incrementd en 5.92%
para los sueros con reacciones a 3 bandas. Es interesante resaltar que a pesar del sutil
incremento para el resto de grupos; 1 banda (0.76%), 2 bandas (0.38%), 4- 6 bandas
(0.76%) y 7 bandas (1.52%) los 5 grupos aumentaron la positividad al desarrollar el
protocolo Over night, justificando la diferencia global obtenida (7.95%).
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Asi mismo, las frecuencias acumuladas reflejan que aproximadamente un tercio de
los resultados positivos tiene por 1o menos reaccion a 3 bandas (Estandar 31.97%,
Over night 36.90%), esto posiblemente se deba a que estan presentes proteinas
antigénicas y de alto peso molecular (GP 50, GP 42-39 Y GP 24),>* otros
investigadores también las hacen referencia como antigenos inmunodominantes
indicando que son las m&s reconocidas en pacientes con cisticercosis y que ademas la

mayoria de los pacientes reconocen mas de una.® *°

Entre las razones por las cuales 16 muestras aparentemente disminuyen en nimero
de bandas reaccionadas al seguir el protocolo Over night se destaca la distribucion de
las tiras destinadas para cada protocolo previo a la adicion de PBS-Tween 0.3% - 5%
Leche y la muestra. Es decir, para el presente proyecto se distribuy6 equivocamente
todas las tiras de un slap al protocolo Over night y otro grupo de tiras de un lote de
slap diferente al protocolo Estandar ocasionando un sesgo en los resultados. Como
sabemos, las proporciones fisicas del gel como la densidad, elasticidad y tamafio del
poro estan determinadas en gran medida por las proporciones en las que
Bis-acrilamida y Acrilamida se mezclan y las concentraciones en las que el APS y
TEMED son incorporados como catalizadores de la reaccion; si bien estas
concentraciones estan definidas en la metodologia, el desplazamiento y la densidad
de proteinas retenidas en los diferentes poros del gel no llega a ser exactamente
uniforme en toda su extension y mas entre lotes de slap preparados en diferentes
eventos. Existen en la literatura fuentes de error que pueden provocar alteraciones en
la electroforesis como puede ser la temperatura durante la polimerizacion, los niveles
del catalizador, pureza de los reactivos, tipo y calidad de las tiras y tiempo de
desplazamiento de las proteinas que generan en conjunto un margen de error en los

resultados.*” %8
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Por lo dicho anteriormente, la estructura del gel de poliacrilamida elaborado trae
consecuencias al momento de realizar la electrotransferencia, el grado en el que los
antigenos interaccionaran con los anticuerpos y la probabilidad de que finalmente
pueda lograr ser perceptible al ojo humano. En tal sentido, lo correcto hubiese sido
que cada una de las tiras de NC dentro de cada slap se dispongan equitativamente
entre ambos protocolos. Siguiendo este Gltimo procedimiento uno podria esperar que
inclusive el aumento de resultados positivos hubiera sido un poco méas marcado. En
este sentido y con la finalidad de obtener resultados méas confiables y precisos se
repitio 27 muestras que se consideraron determinantes en la investigacion (3
muestras incongruentes que salieron negativas y 24 que resultaron positivas para el
protocolo Over Night — ver Tabla 4, Figura XIIl y Figura XIV). También se
repitié algunas muestras del protocolo Estdndar donde aparentemente las tiras no se
encontraban en 6ptimas condiciones ver Figura XI1. Todas las muestras procesadas
por el protocolo Estandar obtuvieron resultados negativos corrigiendose el error
discriminando el protocolo Over night 97 muestras como pacientes negativos a
cisticercosis. Como consecuencia, tambien se ajusto6 el incremento en la positividad
de muestras (8.71%) y el aumento en la positividad de muestras considerando la
reaccion por numéro de banda; resultando para esta Ultima bien marcadas las
reacciones a 1 (4.55%) y 3 bandas (2.27%).

Se ha encontrado algunos protocolos sefialando modificaciones bastante similares al
presente proyecto donde el periodo de incubacion del anticuerpo primario es de toda
lanoche a 4°C en lugar de 2 horas a temperatura ambiente logrando alcanzar mejores
resultados (Phospho-Akt (Ser473) Antibody #9271, Phospho-GSK-34 (Ser9)
Antibody #9336, and PKCo Antibody #2058 all perform by Cell Signaling
Technology, Inc).>’
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Adicionalmente, en la literatura se han podido hallar publicaciones relacionadas a
esta patologia u a otras donde mencionan en su metodologia haber incubado el
anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C obteniendo resultados consistentes;
como es el caso de la catepsina-L para diagndstico de cisticercosis humana o el uso
receptores activadores de proliferacion de peroxisomas (PPAR’s) en la técnica del
Western blot, entre otros. *®** " En contraste, Rajeshwary Ghosh, et al., publica en
el 2014 una investigacion acerca de las diferentes estrategias que uno debe emplear
para mejorar la exactitud y confianza de la técnica Western blot donde recomienda en
general incubaciones antigeno-anticuerpo solo entre 2-4 horas a temperatura
ambiente para una mayor exactitud, intensidad de sefial y confianza en los resultados,
inclusive mencionan que un menor tiempo en la incubacién con el anticuerpo
secundario, generar4 un menor efecto de ruido y mayor reproducibilidad.®® Es
importante entonces tener en cuenta que no todos los resultados podrian mejorar
conforme se incrementa el tiempo de incubacién y que es imprescindible conocer
bien las caracteristicas del atigeno, la calidad del anticuerpo y la preparacién de la
muestra; definir bien las bandas de interés, prevenir la saturacion de la sefial y
verificar cada uno de los procesos que involucran la estandarizacién correcta de la

técnica®

Teniendo estas cifras y criterios en cuenta, uno podria sugerir que para este tipo de
complejo antigeno-anticuerpo en particular, la incubacion a largo tiempo y baja
temperatura le permite tener una interaccion mas estable, de mayor afinidad y/o con
mayor avidez funcional donde las fuerzas debiles no covalentes como Van der
Waals, Puentes de hidrogeno, Fuerzas electroestaticas y Fuerzas hidrofébicas son
protagonistas;® y que finalmente repercute en la aparicién de una o mas bandas de

otro peso molecular.
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VII. CONCLUSIONES

La presente tesis analiza estadisticamente la diferencia entre dos protocolos de
Western blot Estandar y Over night disefiados para la deteccion de anticuerpos
especificos para cisticercosis. La diferencia basica entre estos dos protocolos radica
en los tiempos de incubacién con el suero y conjugado donde para el Over night estan
modificados. Es importante resaltar que el protocolo Over night se utiliza en la
actualidad como ensayo de rutina y parte metodologica en diferentes centros de
investigacion, no obstante a la fecha no se han reportado investigaciones
consistentes, con un tamafio muestral dptimo y herramientas estadisticas suficientes
que sustenten la aplicacion de esta metodologia y revelen bajo que términos existe

mejora en los resultados.

El presente proyecto obtiene resultados que coinciden con el proyecto piloto
realizado en Julio del 2011, evidenciando claramente un aumento global en la
positividad de muestras (7.95%) con un incremento marcado en los sueros con
reacciones a 3 bandas (4.55%) y una mayor intensidad en las bandas que permite una
mejor percepcion visual. Se realizaron diferentes Test que fortalecieron los
resultados, entre estos se encuentran: Test de McNemar, Test Z donde los dos fueron
significativos con un p<0.05.

En conjunto, estos resultados sugieren el incremento en los tiempo de incubacién
tanto para la interaccion antigeno-anticuerpo como para la interaccion con el
conjugado, con miras a mejorar los resultados en los estudios epidemiologicos, de
investigacion y de diagndstico de cisticercosis en donde los pacientes uniquisticos,

calcificados o con baja respuesta inmune, entre otros, son los mas afectados.
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ViIl. RECOMENDACIONES

Entre los resultados obtenidos y discutidos se recomienda evaluar si solo 1 de estas 2
modificaciones son las que estan afectando el proceso. Por otro lado seria interesante
buscar una correlacion en pacientes con NCC usando como Gold Standar la RM o
TC y deducir si en pacientes uniquisticos o calcificados, con baja respuesta inmune,
en proceso de tratamiento farmacéutico o con una evolucion de quiste temprana
(todos parasitologicamente confirmados); la deteccion de anticuerpos logra ser

finalmente mayor y siginificativa, especialmente en términos de sensibilidad.®?
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ANEXOS

Figura I. Resultados obtenidos por el protocolo Estdndar de la muestra 155407 — 158209.

Figura Il. Resultados obtenidos por el protocolo Estdndar de la muestra 158211 — 160255.
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Figura IV. Resultados obtenidos por el protocolo Estandar de la muestra 161965 — 167725.

64



Figura V. (A) Resultados obtenidos por el protocolo Estandar de la muestra 167731 —

168604. (B) (C) Controles respectivos para el protocolo Estandar.
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Figura VI. Resultados obtenidos por el protocolo Over night de la muestra 155407 —
1582009.
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Figura VII. Resultados obtenidos por el protocolo Over night de la muestra 158211 —
160255.
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Figura VIII (A) Resultados obtenidos por el protocolo Over night de la muestra 160263
—160376. (B) Resultados obtenidos por el protocolo Over night de la muestra 160379 —
162716.
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Figura IX. Resultados obtenidos por el protocolo Over night de la muestra 162735 —
168604.
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Figura X. (A) (B) Controles respectivos para el protocolo Over night.

Figura XI. Controles respectivos para el protocolo Over night.
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Figura XII. Repeticiones para las muestras procesadas bajo el protocolo Estandar.

Figura XII1. Repeticiones (27) realizadas bajo ambos protocolos Estandar y Over night.
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Figura XIV. Controles del slap para las 27 muestras repetidas.
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