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RESUMEN

Se evalud la capacidad antigénica de cinco proteinas recombinantes (Catepsina-L,
Enolasa, Multiepitopica 1, Tripsina, Tetraspanina 7) expresadas en el sistema
procariotico Escherichia coli BL21 (DE3) pLys; estos antigenos pertenecen al
sistema excrecion y secrecion (E/S) de las oncosferas de Taenia solium a excepcion
de Multiepitopica 1 que es una proteina disefiada in silico a partir de proteinas de alta
exposicion cuya secuencia fue sintetizada posteriormente. Se evalué su potencial uso
en el inmunodiagnostico de cisticercosis porcina y humana mediante un ensayo de
ELISA indirecto. Para el inmunodiagnéstico con sueros de cerdo, se estandarizé
correctamente el ensayo de ELISA convencional mediante el tablero de titulacion,
utilizando cada uno de los antigenos con sueros de cerdos controles e infectados. El
ensayo de ELISA con sueros individuales mostro alta sensibilidad y especificidad
para el inmunodiagndstico de cisticercosis porcina, siendo Tetraspanina 7 el antigeno
con mayor sensibilidad (93.62%) y especificidad (97.73%). Para el
inmunodiagnéstico de neurocisticercosis humana, se estandarizd la union de cada
proteina por su cola de seis histidinas, se realiz6 un ensayo de ELISA con
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con cobalto*?, mostrando buenos

resultados en la estandarizacion con dos antigenos (Multiepitdpica 1 y Tripsina).

Palabras clave: Escherichia coli, Taenia solium, Catepsina-L, Enolasa,

Multiepitopica 1, Tripsina, Tetraspanina 7, nanoparticulas.



ABSTRACT

The antigenic capacity of five recombinant proteins (Cathepsin-L, Enolase,
Multiepitopic 1, Trypsin, Tetraspanin 7) expressed in the prokaryotic system
Escherichia coli BL21 (DE3) pLys was evaluated; these antigens belong to the
Excretion and Secretion system (E/S) of Taenia solium oncosphere, except for
Multiepitopic 1 which is a protein designed in silico from high exposure proteins and
the synthesized later. Their potential use in the immunodiagnosis of human and
porcine Cysticercosis was evaluated by an indirect ELISA. For the immunodiagnosis
with pig sera, the standard ELISA was correctly standardized by the titration board,
using each of the antigens with sera from control and infected pigs. The ELISA test
with individual sera showed high sensitivity and specificity for the immunodiagnosis
of porcine cysticercosis, Tetraspanin 7 being the antigen with highest sensitivity
(93.62%) and specificity (97.73%). For the immunodiagnosis of human
Neurocysticercosis, the binding of each protein by its six histidine tail was
standardized, an ELISA test was performed with cobalt*® functionalized magnetic
nanoparticles, showing good results in the standardization with two antigens

(Multiepitopic 1 and Trypsin).

Keywords: Escherichia coli, Taenia solium, Cathepsin-L, Enolase, Multiepitopic 1,

Trypsin, Tetraspanin 7, nanoparticles.
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I. INTRODUCCION

La Cisticercosis/Teniasis, es una enfermedad zoonoética parasitaria que se produce
por la infeccién con larva y tenia adulta respectivamente, descuidada con impacto
significativo en la salud publica y econémica. Se ha clasificado como la primera
en la escala mundial de paréasitos transmitidos por los alimentos por parte de la
Organizacion para la Agricultura y Alimentacion de la Naciones Unidas (FAO) y

la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (1).

La Cisticercosis porcina es una enfermedad zoondtica parasitaria comun en paises
en desarrollo y constituye un serio problema de salud pdblica a nivel mundial.
Esta enfermedad es endémica en comunidades rurales del Per( debido a factores

que favorecen su presencia, transmision y mantenimiento (2).

La Cisticercosis es ocasionada por el céstodo Taenia solium que tiene como
hospedero intermedio al cerdo, para la forma quistica del parésito y como
hospedero definitivo al ser humano, para la forma adulta o tenia. Sin embargo, las
personas infectadas por huevos de T. solium pueden ser hospederos para la forma

quistica, que ataca con frecuencia el sistema nervioso central. (3).

En el Perd, la especie porcina constituye una de las bases de la produccién agraria.
El censo agropecuario de 2012 indica una poblacién de 2 224 300, mayor en 1.7%
a la registrada en el censo agropecuario de 1994, siendo un 67.2% cerdos criollos,
distribuidos en la costa, sierra y selva (4). Para los criadores de cerdos en el Peru
una de las limitantes de la productividad es la salud, aspecto al que se le brinda
poca atencion. Uno de los principales problemas que afectan la salud de los cerdos

es la cisticercosis (5).



En humanos, la neurocisticercosis es la infeccion parasitaria del sistema nervioso
central mas comun a nivel mundial (6). EI diagnostico de la Neurocisticercosis es
muy importante ya que causa serios problemas neuroldgicos como epilepsia y
cuadros convulsivos en los pacientes afectados (7, 8), y si no es tratada a tiempo,
en algunos casos puede llegar a causar la muerte. Es por ello que se realizan
estudios con diferentes marcadores moleculares especificos de Taenia solium para
que pueden ser utilizados en el inmunodiagnostico definitivo de la

neurocisticercosis.



I1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. Planteamiento del problema
El Perd es considerado un pais endémico de cisticercosis porcina Yy
neurocisticercosis humana, siendo la totalidad de la sierra, la costa norte y parte de
la selva, sitios con mayor incidencia y prevalencia (2, 5). Por ello es
recomendable implementar un sistema de deteccién mediante inmunodiagndstico
y prevencion mediante la vacunacion, con el fin de prevenir la expansion del

parasito y la enfermedad en todo el territorio peruano.

La cisticercosis porcina se produce cuando los cerdos son criados en lugares
donde las condiciones de higiene son muy pobres; se puede sumar el hecho que
muchos de estos lugares no tienen agua potable y las letrinas estan construidas
dentro de las casas cerca de donde estan habitando los cerdos. Bajo estas
circunstancias las personas sufren de enfermedades intestinales, producidas por
infecciones bacterianas o parasitarias; una de ellas es teniasis-cisticercosis (Taenia
solium) (3). La proporcion de infeccion del ganado porcino es variable, pero en

regiones endémicas alrededor del 30% de cerdos podria estar infectado (9).

La larva de T. solium provoca cisticercosis en cerdos, y una de las principales
fuentes de pérdidas econdmicas para los criadores. Es importante detectar esos
cerdos antes de que los seres humanos puedan consumirlos (10). Se han evaluado
muchas pruebas serodiagnosticas en la deteccidn de esta infeccidn y se considera
que el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA por sus siglas en
inglés) es uno de los ensayos mas fiables y sensibles (11). La especificidad del

ensayo de ELISA va a mejorar dependiendo del antigeno que se utilice y si



pertenece al sistema secrecion y excrecion del cisticerco de T. solium, como se ha
reportado en diferentes parasitos (12). Con ese fin, es importante desarrollar

pruebas de inmunodiagndstico para detectar cisticercosis porcina.

La neurocisticercosis en humanos se origina cuando los metacéstodes llegan al
sistema nervioso central, y se depositan en diferentes regiones del cerebro,
originando la patologia. La sintomatologia varia dependiendo del sitio del cerebro
en el que se alojo el parasito, siendo esta enfermedad la mayor causante de
cuadros de epilepsia en paises en vias de desarrollo y endémicos para la
neurocisticercosis (8, 13). El diagndstico se alcanza mediante pruebas seroldgicas
y se logra un diagndstico definitivo a través de resonancia magnética o tomografia
axial computarizada, siendo limitado para algunas personas por su alto costo, y de

dificil acceso a zonas rurales, zonas que son endémicas para esta enfermedad.

Entre las pruebas seroldgicas, la inmunotransferencia blot de glicoproteinas de
afinidad lentil lectin (EITB-LLGP) tiene una alta especificidad (100%) y alta
sensibilidad (98%). Sin embargo la sensibilidad baja hasta 60% en casos de
Neurocisticercosis de quiste Unico. Es recomendable desarrollar nuevos métodos
de diagndsticos o nuevos ensayos para aumentar la sensibilidad de la prueba para

estos casos.

Frente a la limitacion del ensayo de Western blot en pacientes con quiste unico, es
que se ha reportado la produccion de nuevos antigenos y propuesto mejorar
algunas técnicas de inmunodiagndstico a partir de suero o fluido cerebroespinal en

ensayos de ELISA o el uso de tecnologias como nanoparticulas magnéticas.



Se ha reportado la expresion de proteinas como enolasa (14) y otras proteinas del
sistema de excrecion/secrecion (15, 16) y proteinas transmembrana, en las cuales
se evalud su potencial uso en inmunodiagnostico con sueros humano positivo y
negativo para cisticercosis, obteniendo una alta sensibilidad, pero una muy baja

especificidad, ya que reaccionaban con los sueros negativos.
2.2. Marco Tedrico

2.2.1. Taenia solium
T. solium es un gusano plano, su anatomia estd conformada por un escolex y un
estrébilo. El escdlex tiene un grupo de ganchos y cuatro ventosas, que le ayudan
al parésito a adherirse a la pared interna del intestino. El estrobilo esta compuesto
por varios segmentos unidos, los cuales se denominan proglétidos que se originan
en el cuello del parasito, y se van desarrollando a lo largo del cuerpo. Asi mismo,
el proglétido ya desarrollado y maduro presenta Organos sexuales para
autofecundarse, y el proglétido gravido contiene los huevos que luego puedan ser
liberados. Ya que este parasito carece de tracto digestivo, en la parte superficial
presenta extensiones pequefias o también llamadas microtricas para absorber
nutrientes y secretar desechos. El huevo contiene a la oncdsfera, éste presenta seis
ganchos, y esta protegida por una estructura proteica denominada embrioforo. El
cisticerco llamado también metacéstodo es de caracteristica translicida que

contiene a la larva de T. solium (17).

En el ciclo bioldgico de T. solium (Figura 1), se tiene al cerdo como hospedero
intermediario y al humano como hospedero definitivo. EI humano se contagia
cuando ingiere carne de cerdo infectada con larvas, cuando las larvas de T. solium

Ilegan al tracto digestivo son liberadas por los jugos gastricos y se adhieren a la



pared intestinal. Estas crecen y desarrollan proglétidos, que se caracterizan porque
pueden autofecundarse y producir huevos, los que son expulsados mediante las
excreciones (18). Luego de ingerir los huevos con las heces, éstos llegan hasta el
intestino delgado, donde se liberan las oncosferas por accién de los jugos
gastricos, éstas oncosferas debilitan la pared del intestino delgado por accién de
proteasas y llegan hasta el torrente sanguineo (16). Las localizaciones mas
comunes son el tejido subcutaneo, los musculos, el sistema nerviosos central y los
0jos (19), cuando se alojan en los musculos o tejido subcutaneo, muchas veces no
produce sintomatologia, pero cuando las oncoésferas atraviesan la barrera
hematoencefalica y se alojan en el sistema nervioso central, se produce la
neurocisticercosis, siendo una de las principales causas de epilepsia en paises en

vias de desarrollo (13).



Las oncosferas se liberan

atraviesas pared intestinal Los '. i SC0S 50,
y llegan a m I por en q oérgano, son mas
circulacion o comines en tejido subcutaneo,

O—gxz° ’

e reorLE”
tpwww dpd.cde gov/dpdx

embrionados por A

hospedero humano

Cisticercosis

Ingesta de carne cruda o
o mal cocida con cisticercos!:

teniasis
Las oncosferas se liberan ”@

atraviesas pared intestinal
y llegan a musculatura por
circulacion

@

Ingesta de huevos ylo
9 proglotidos gravidos por
cerdos

‘%—\?
Escolex se adhiere
a intestino

Adultos en intestino delgado

A: Infectante Huevos o progiétidos grév dos en
A= DI Setion heces eliminados en medio ambi

Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium (20).
2.2.2. Teniasis
La Teniasis o infeccion por el gusano adulto ocurre solo en el hospedero humano,
causa una infeccion intestinal, cursa asintoméaticamente o produce sintomas
digestivos leves e inespecificos (18). La larva evaginada en el intestino delgado, la
cabeza del parasito (escélex) se aferra de la mucosa y va formando segmentos a lo
largo de su cuerpo (proglétidos). T. solium tiene su escélex con cuatro ventosas y
doble corona de ganchos, el estrébilo contiene varios cientos de proglotidos.
Alrededor de dos meses después de la infeccién, los proglétidos gravidos se
separan del extremo distal y son excretados en las heces. Cada segmento contiene

alrededor de cincuenta mil a sesenta mil huevos fértiles (21).



2.2.3. Cisticercosis

2.2.3.1. Cisticercosis porcina
En lugares con una inadecuada disposicion de heces humanas, los cerdos ingieren
proglétidos con huevos de T. solium; los cisticercos se alojan en cualquier parte
del cuerpo del cerdo, mas cominmente en el musculo y el tejido graso subcutaneo
(21). Las formas calcificadas (metacestodos degenerados) frecuentes en el cerdo,
ya no son infectivas, por lo que ya no causan teniasis al ser ingeridas por el
hombre (22). La infeccion en cerdos se puede diagnosticar en la inspeccion
veterinaria post mortem y en el cerdo vivo (inspeccién ante mortem) por el
examen de la lengua del animal o por serologia. EI examen seroldgico solamente
es posible mediante el uso de la prueba de inmunoelectrotransferencia (EITB) o

Western blot (23).

2.2.3.2. Cisticercosis humana
Es una parasitosis causada por el metacéstodo de T. solium, larva que tiene gran
capacidad de invasion de tejidos como el musculo esquelético, tejido celular
subcutaneo y masculo cardiaco (24). Los humanos adquieren la cisticercosis a
través de la contaminacion fecal-oral con huevos del adulto de T. solium (6, 21),
ademas, otro medio de infeccion es por consumo de agua contaminada (21). La
localizacion que genera mayores complicaciones, letalidad o secuelas es en el
sistema nervioso central y constituye un serio problema de salud publica (25),
produciendo un cuadro de neurocisticercosis cuyas manifestaciones clinicas son
variadas y dependen de la ubicacion y forma de las vesiculas parasitarias (24, 26)
generando diferentes tipos de Neurocisticercosis (NCC) que pueden ser, NCC

parenquimal, NCC extraparenquimal, edema por peri-calcificacion (27).



2.2.4. Antigenos candidatos alternativos para inmunodiagnostico de
cisticercosis

En Suramérica se realizaron diferentes estudios que permitieron determinar la
prevalencia de la cisticercosis porcina. En Perd, un analisis seroldgico en cerdos
en una zona rural realizado con el método de Western Blot, mostré una
seropositividad del 43% - 52%. Asi mismo, una comparacion de dos métodos
serologicos, ELISA y Western Blot, con la inspeccion de la lengua y la necropsia
para el diagndstico de cisticercosis en cerdos muestra que la prueba de la lengua
tiene una sensibilidad del 70% y una especificidad del 100%, la EITB una
sensibilidad y especificidad del 100%, y la ELISA una sensibilidad del 79% y una

especificidad del 75% (28).

Es necesario implementar una prueba diagndstica para ser usada en campo como
el método de ELISA, utilizando nuevos antigenos del cisticerco de T. solium que
mejoren la sensibilidad y especificidad del ensayo para usarlos de manera

alternativa para en inmunodiagnéstico de cisticercosis porcina.

2.2.4.1. Catepsina-L
Existe una gran variedad de catepsinas, debido a la duplicacion de genes y
divergencia, lo cual generd otras cisteinoproteasas con nuevas y diferentes
funciones. Entre las Catepsinas-L producidas por T. solium se tienen descritas dos.
La primera es la cisteinoproteasa del metacestodo de T. solium, la cual tiene
funcion proteolitica sobre la albumina de suero bovino y sobre la
inmunoglobulina G humana (con lo cual evade la respuesta inmune). La segunda
Catepsina-L es homdloga a la cisteinoproteasa de T. pisiformis, que tiene la

capacidad de degradar inmunoglobulina G humana, albimina de suero bovino y



fibronectina; se diferencia de la primera en que ésta es secretada por la larva asi

como también por el parasito adulto (29).

2.2.4.2. Tetraspaninas
Son proteinas transmembrana, que participan en la coordinacion de los procesos
intracelulares e intercelulares que incluyen la transmision de sefiales, proliferacion
celular, adhesién, migracion, la fusion celular y la interaccion hospedero-paréasito
(30). Se cree que las interacciones hospedero-parasito estan asociados a la evasion
inmune, lo cual se ha traducido en el uso de vacunas Tetraspaninas que puedan
interferir con la estrategia de supervivencia de Schistosoma y Taenia (31, 32). Se
tienen reportados el potencial antigénico de las Tetraspaninas TSP1, TSP2, Sm23
(S. mansoni), SJ23 (S. japonicum), son reportados como potenciales candidatos
para la vacuna contra la esquitosomiasis. No se obtiene reportes sobre estudios de
Tetraspaninas aisladas de las oncésferas de T. solium para aplicarlo en el

diagnostico de cisticercosis.

2.2.4.3. Enolasa
Enzima que pertenece al grupo de las liasas que cataliza la transformacion de 2-
fosfoglicerato (2-PGA) a fosfoenolpiruvato (PEP) en la via Embden-Meyerhof
(33). Es una enzima bésica de la glucolisis que se encuentra universalmente
distribuida en todos los organismos consumidores de glucosa. Reportada y
caracterizada en varios organismos desde bacterias Gram negativas hasta
vertebrados superiores como el humano (34). Es catalogada como una proteina
multifuncional ya que actua como una proteina de shock térmico, de union a
estructuras del citoesqueleto y de la cromatina o de recepcion de plasmindgeno,

cuando ésta se encuentra en la superficie celular, y relacionada al proceso de
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invasion al hospedero (35, 36). El plasminégeno, en algunos casos, se convierte
en su forma activa, la plasmina, que es una potente proteasa ya que esta
relacionada con la degradacion de la matriz extracelular durante la invasion de
parasito al hospedero (37). Se han realizado diversos estudios con diferentes
parasitos, en las investigaciones con trematodos se ha encontrado que la enolasa
se encuentra en los productos de excrecidn y secrecion de Fasciola hepatica (38),
en Schistosoma bovis la enolasa mejora la activacion del plasmindgeno a plasmina
(39), los ratones vacunados con enolasa recombinante de S. japonicum, les

confiere resistencia (40).

2.2.4.4. TsAg5
Es una proteina tipo Tripsina que tiene dos dominios, un dominio tipo tripsina, en
el extremo amino terminal y un dominio de adherencia en el extremo carboxilo
terminal, los cuales, se sospecha que estdn unidos por enlaces disulfuro (16),
TsAg5 fue descubierta en Taenia solium, y se busca en la secuencia de T. solium
un marco de lectura abierto que tenga una alta homologia con la proteina Ag5 de
Echinococcus granulosus, conocida como EgAg5. TsAg5 se clond y expresd
como antigeno de diagndstico para neurocisticercosis (16), en su trabajo se clond
cada dominio por separado en un sistema de expresion de E. coli, encontraron que
el dominio de adherencia no era inmunogénico, por otro lado el dominio tipo
Tripsina, si lo era. También reportaron que la sensibilidad del dominio tipo
Tripsina era de 96.36% para diagnosticar neurocisticercosis extraparenquimal, y
un 75.44% para diagnosticar neurocisticercosis con maltiples quistes y solo una
sensibilidad de 39.62% para diagnosticar Neurocisticercosis de quiste unico; asi

mismo, la especificidad fue solo de 76.70%.
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2.2.5. Nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con Cobalto*?
(Dynabeads) para la inmobilizacion de antigenos e
inmunodiagnostico

La nanotecnologia juega un papel muy importante en el campo de la ingenieria
biomédica. Muchas nanoparticulas de metales magnéticos o metales en su estado
oxidado, tienen una propiedad paramagnética Unica, y la disponibilidad de las
nanoparticulas magnéticas ha inspirado un gran interés en sus aplicaciones
bioldgicas tales como resonancia magnética, diagnéstico médico, administracion

de farmacos, nanoelectrénica en implantes, etc (41).

El 6xido de cobalto tiene un gran campo de aplicaciones industriales, asi como en
los campos biomédicos, sus posibles aplicaciones en los campos biomeédicos son
ya previstas, tales como separacién celular, administracion de farmacos,
hipertermia, etc. Los ensayos de compatibilidad con Escherichia coli y células
L929 se llevaron a cabo, y los resultados sugieren una buena compatibilidad de

His-Co304 en bajas concentraciones de nanoparticulas en suspension. (42).

Las resinas quelantes de cobalto, son especialmente disefiadas para la purificacion
de proteinas recombinantes, donde los 6 residuos de Histidina de las proteinas a
purificar se asocian con los iones de cobalto (Figura 2), aunque en la purificacion
los residuos de Histidina se unen con una eficiencia ligeramente menor comparada
con las resinas quelantes de niquel, donde hay una reduccion significativa en
uniones no especificas. Las resinas de Cobalto tienen una selectividad mayor para
las secuencias con residuos de Histidina, sin embargo tienen una capacidad de
carga baja, por lo tanto las resinas quelantes de cobalto se deben usar para

proteinas recombinantes muy valiosas con cantidades limitadas (43).
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Figura 2. Esquema representativo de nanoparticula magnética funcionalizada con
Cobalto*? unido a la cola de Histidina de una proteina (44).

2.3. Estudios Preliminares
A partir de la anotacion completa del genoma de T. solium y del proteoma del
cisticerco (Cysticercus cellulosae) se disefiaron los cebadores para cada uno de los
antigenos candidatos para el inmunodiagnostico de Cisticercosis, asi como la
obtencion de cDNA y clonamiento de cada proteina. Asi mismo se disefio una
proteina Multiepitopica a partir de epitopes seleccionados altamente
inmunogenicos del sistema secrecion y excrecion del cisticerco de T. solium

(ANEXO 1).

2.4. Justificacion del Estudio
Las pruebas de diagnodstico por ELISA reportan una baja sensibilidad y alta
especificidad en el inmunodiagnéstico de Cisticercosis porcina utilizando
antigenos purificados. Es necesario implementar una nueva prueba diagnostica
con antigenos del sistema de secrecion y excrecion del cisticerco de T. solium;
esta prueba debe ser rapida, simple y debe poder aplicarse en campo para el

diagnostico de cisticercosis porcina.

La prueba de inmunoelectrotransferencia (EITB) en combinacion con antigenos
purificados es muy especifica y mas sensible que el ELISA o examen de la lengua

para la deteccién de la infeccion por T. solium. Sin embargo, la presencia de
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anticuerpos circulantes contra T. solium no necesariamente se correlaciona con la
presencia de quistes en la necropsia, y podria darnos resultados positivos cuando
la necropsia es negativa (45). Es importante el uso de pruebas alternativas y

evaluar correctamente la sensibilidad y especificidad.

Asi mismo, es importante la estandarizacién de un ELISA indirecto con alta
sensibilidad y especificidad, con cada uno de estos antigenos, como una

alternativa para el inmunodiagnostico de cisticercosis porcina.

Para el caso de inmunodiagndstio de cisticercosis en humanos se tiene el ensayo
de inmunotransferencia de glicoproteinas con afinidad lentil lectin (LLGP-EITB)
(46). Esta prueba LLGP-EITB tiene una baja sensibilidad para la deteccion de
casos de neurocisticercosis asociado a un Unico quiste (13, 47). El
inmunodiagndstico por Western blot y ELISA usando las proteinas seleccionadas
reaccionaron con los sueros negativos humanos, obteniendo una baja

especificidad.

Es importante estandarizar un ensayo de ELISA para el inmunodiagndstico de
neurocisticercosis humana, utilizando proteinas recombinantes expresadas Yy
purificadas, uniendo cada proteina por su cola de Histidina a nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas con cobalto*?, lo cual nos lleva a aumentar
considerablemente la especificidad, del mismo modo se puede aumentar la

concentracion de antigenos por superficie.

2.5. Hipotesis
Las proteinas Catepsina-L, Enolasa, Multiepitdpica 1, Tripsina y Tetraspanina 7,

expresadas en el sistema E. coli BL21 sirven como antigenos en el
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inmunodiagndstico de cisticercosis con alta sensibilidad y especificidad mediante

un ensayo de ELISA indirecto.
2.6. Objetivos de la Investigacion

2.6.1. Cisticercosis Porcina

Objetivo General:

Evaluar la capacidad antigénica de cuatro proteinas recombinantes del sistema
secrecion/excrecion del cisticerco de Taenia solium y la proteina Multiepitopica

1, para el inmunodiagnostico por ELISA de cisticercosis porcina.
Objetivos especificos:

» Estandarizar el ensayo de ELISA indirecto con pool de sueros positivo y

negativo a cisticercosis porcina.

» Evaluar las proteinas Catepsina-L, Enolasa, Multiepitopica 1, Tripsina y
Tetraspanina 7 para su aplicacion en el diagnostico de cisticercosis porcina

mediante el ensayo de ELISA indirecto.

» Determinar los indicadores de Sensibilidad, Especificidad e Indice de

Youden de los test diagnostico.

2.6.2. Neurocisticercosis Humana

Objetivo General:

Evaluar de manera exploratoria la capacidad antigénica de cuatro proteinas
recombinantes del sistema secrecion/excrecion del cisticerco de Taenia solium y
la proteina Multiepitopica 1, para el inmunodiagnéstico por ELISA de

neurocisticercosis.
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Objetivos especificos:

Estandarizar la unién de los antigenos recombinantes con nanoparticulas

magnéticas funcionalizadas con cobalto*?,

Estandarizar el ensayo de fast ELISA beads con pool positivo y negativo

de neurocisticercosis en humanos.

Evaluar las proteinas Catepsina-L, Enolasa, Multiepitopica 1, Tripsina y
Tetraspanina 7 para su aplicacién en el diagnéstico de neurocisticercosis
mediante el ensayo de ELISA con nanoparticulas magnéticas

funcionalizadas con cobalto*?.

Determinar la Sensibilidad y Especificidad de los test diagndstico.

16



11, METODOLOGIA

3.1. Muestras de suero

3.1.1. Muestras de sueros de cerdo
Los sueros de cerdo positivos Yy negativos para cisticercosis fueron
proporcionados por el Grupo de Cisticercosis del Peru, las muestras positivas
provienen de cerdos infectados naturalmente y las muestras negativas provienen
de cerdos de granjas tecnificadas y fueron confirmados como negativos para la
prueba de Western blot (LLGP-EITB). EI nimero de muestras proporcionadas
para la primera etapa fue de 24 sueros individuales de cerdos (12 sueros
individuales positivos y 12 sueros individuales negativos). Para la segunda etapa
de evaluacion nos proporcionaron 92 sueros de cerdos, de igual manera para

trabajarlos en ciego.

3.1.2. Muestras de suero humano
Los sueros humanos de pacientes positivos y negativos para cisticercosis fueron
proporcionados por el Grupo de Cisticercosis del PerG para evaluar la
antigenicidad y el poder de inmunodiagnéstico utilizando el ensayo de ELISA.
Nos proporcionaron un pool de sueros positivos para
Neurocisticercosis confirmados por Western blot (LLGP-EITB); se obtuvo 11
sueros negativos confirmados por Western blot (LLGP-EITB) para Cisticercosis
de personas que residen en zonas no endémicas, estos sueros negativos se
utilizaron para evaluar la especificidad de cada una de las proteinas
recombinantes; también 24 sueros individuales (12 positivos y 12 negativos) para

trabajarlos en ciego, sueros confirmados por Western blot (LLGP-EITB).
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3.2. Procedimientos y Técnicas

3.2.1. Extraccién de plasmidos y transformacion
Se extrajeron plasmidos pET28a+ que contienen el gen para cada proteina
(individualmente) de las células inmovilizadas de E. coli que se encuentran
almacenadas correctamente. Posteriormente se procedio a transformar cada uno de
los vectores que portaban en su secuencia cada uno de los genes (por separado)
obteniendo un total de cinco vectores y se realizo la transformacion en un sistema
de clonaciéon como es la cepa “Novablue” de E. coli. Luego se realizd la
evaluacion de las clonas transformadas y verificacion mediante digestion
enzimatica para cada una de las secuencias utilizando las enzimas
correspondientes para cada plasmido por separado como se muestra en la Tabla 1,

se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Tabla 1. Enzimas de restriccion utilizadas para el clonamiento de cada gen en el

vector pET28a+
gen enzimas
Catepsina-L Ncol Xhol
Enolasa Ncol Xhol
Multiepitopica 1 Ncol Xhol
Tripsina Nhel BamHI
Tetraspanina 7 Ncol Xhol

3.2.2. Expresion de las proteinas recombinantes Catepsina-L, Enolasa,
Multiepitopica 1, Tripsina y Tetraspanina 7 en E. coli BL21 (DE3)
pLys

Se realizd la extraccion y purificacion de los plasmidos recombinantes siguiendo

las condiciones de manufactura de QIAGEN (QIAprep® Miniprep Handbook) a
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partir del cultivo de E. coli “Novablue” descrito anteriormente, los plasmidos se
introdujeron (método de shock térmico) en E. coli BL21 (DE3) pLys para la
expresion de cada uno de los genes en estudio. Se cultivé una colonia de la
bacteria recombinante en 10 ml de caldo LB con kanamicina (40 ug/mL) a 37°C
en agitacion durante 18 horas. Cumpliendo este plazo, se pas6 1 mL de cada
cultivo a un matraz con 50 mL de caldo LB con kanamicina (40 ug/mL) a 37°C en
agitacion durante 18 horas, luego se pasé 25 mL de cada cultivo a un matraz con
500 mL de caldo LB con kanamicina (40 ug/mL) a 37°C en agitacion hasta que el
OD se encontré entre 0.6-0.8 (lectura a 600 nm), se tomo una pequefia muestra del
caldo de cultivo, para utilizarlo como control (No Inducido), luego se indujo la
expresion con IPTG 1M (isopropil-p-tio-D-galactopiranésico) a una
concentracion final de 0.5mM y se incub6 a 37°C en agitacion durante 3 horas. Se
realizd la verificacion de la expresion mediante una electroforesis en gel de

poliacrilamida al 15%, se utiliz6 como control el cultivo No Inducido (NI).

3.2.3. Purificacion de proteinas recombinantes
Las proteinas recombinantes expresadas se aislaron de las bacterias por shock
térmico, se sonicaron y posteriormente se centrifugaron. El cultivo de E. coli
BL21 (DE3) pLys recombinante fue sometido a -70°C por 20 minutos y luego a
37°C por 10 minutos, proceso que se repitio 3 veces, luego las células se lisaron
por sonicacion en bafio de hielo; para eliminar los restos celulares se centrifugo a
13000 rpm por 20 minutos a 4°C. Para la verificacion de las proteinas expresadas

es que se realizo una electroforesis SDS-PAGE al 15%.

Las proteinas recombinantes tienen una cola de 6 Histidinas (6-HIS) (conferida

por el vector pET28a+), en la region C-terminal; se realizé la purificacion por
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cromatografia de afinidad a 6-HIS para cada una de las proteinas recombinantes,
utilizando columna His-Trap HP (GE Healthcare Life Sciences) de 5mL revestida
con Sulfato de Niquel, los 6 buffers utilizados son preparados con 20mM de
fosfato de sodio, 0.5M de NaCl y a diferentes concentraciones de Imidazol
(20mM, 40mM, 60mM, 100mM, 300mM y 500mM) a pH 7.4 y para las proteinas
recombinantes insolubles cada uno de los buffers se prepar6 adicionalmente con

Urea 4M de concentracion final.

Luego de obtener cada una de las proteinas recombinantes purificadas se procedid
a concentrarlas (por separado) en un sistema de ultrafiltracion Amicon®, de esta
manera obtuvimos cada una de las proteinas en buffer fosfato 1X pH 7.4 (sin
Imidazol), y si el caso fuese de una proteina insoluble, se concentraron éstas en

buffer fosfato 1X pH 7.4 y Urea 4M.

3.2.4. Inmunizacion de animales
Con la finalidad de evaluar la inmunogenicidad de cada una de las proteinas, se
prepararon anticuerpos policlonales mediante la inmunizacion de inmunizé
conejos (Orhyctolagus cuniculus) de la raza New Zealand White de 45 dias de
edad con cada uno de los antigenos. La inoculacion se realizé en 4 dosis via
subcutanea, a intervalos de una semana para cada una de ellas, a excepcion de la
primera y la segunda dosis que fue cada dos semanas; el protocolo de
inmunizacion en animales aprobado por el Comité Institucional de Etica para el
uso de animales, de la Universidad Peruana Cayetano Heredia se encuentra en el

ANEXO 2.
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3.2.5. Produccion de anticuerpos policlonales anti-Catepsina-L, anti-
Enolasa, anti-Multiepitopica 1, anti-Tripsina y anti-Tetraspanina 7

Para los estudios sobre la respuesta de anticuerpos especificos y la reactividad
cruzada de cada una de las proteinas, el anticuerpo policlonal contra cada una de
las proteinas, es que se usaron los anticuerpos anti-Catepsina-L, anti-Enolasa,
anti-Multiepitépica 1, anti-Tripsina y anti-Tetraspanina 7 obtenidos en el
Laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular de los Laboratorios de

Investigacion y Desarrollo (LID).

Se uso0 el suero pre inmune como control negativo, los sueros fueron alicuotados y

almacenados a -70°C.

La obtencion de anticuerpos policlonales de conejo nos ayuda a establecer el
maximo ratio natural que se alcanza con los sueros hiperinmunes de conejo (suero
positivo) y suero pre inmunes (control negativo), no se espera superar este ratio en
los ensayos de fast ELISA beads con sueros humanos, ni en el ensayo de ELISA

indirecto con sueros de cerdo.

3.2.6. Union de los antigenos recombinantes con nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas con cobalto*?

Se prepar6 la muestra que contiene la proteina recombinante con cola de
Histidina, para ello se preparo en un volumen de 200 uL de Binding/Wash Buffer
1X (con 0.02% tween®-20) en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Se
resuspendio los Dynabeads® Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA) (48)
en su frasco de origen, por vortex, por 30 segundos, luego se transfirieron 5 uL de
Dynabeads® al tubo de microcentrifuga y se lavaron 3 veces con 1 mL de

Binding/Wash Buffer 1X (con 0.02% tween®-20) utilizando un magneto (iméan)
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para tubos de 1.5ml y asi no perder las nanoparticulas durante los lavados, luego
se incubaron con cada una de las proteinas recombinantes (volumen final de 200
uL) durante 30 minutos en un shaker 3D a 4°C, realizando una ligera
homogenizaciéon cada 5 minutos. Luego se coloc6 cada uno de los tubos en el
magneto para retirar el sobrenadante (200 uL) de cada una de las proteinas, se
procedio a realizar 3 lavados con 300 uL de Binding/Wash Buffer 1X (con 0.02%
tween®-20) sin eliminar el volumen de los lavados, y guardarlos en diferentes
tubos rotulados correctamente. Se resuspendid las nanoparticulas entre cada paso

de los lavados (Figura 3).

La cantidad de proteina inicial y después de los lavados con el buffer se determind
mediante cuantificacion en un NanoDrop 2000 Thermoscientific (UV-Vis
Spectrophotometer). La proteina capturada en las nanoparticulas se cuantifico
como la cantidad de proteina inicial menos, la cantidad de proteina de la fraccion
del sobrenandante inicial y de las tres fracciones de los lavados realizados (44).
Finalmente se resuspendieron las nanoparticulas (ligadas a las proteinas por su

cola de Histidina) en 40 uL de Buffer Pull-down 1X (con 0.02% tween®-20) (48).

N

n. c.\\”;',-"l D. g’/ E.\\g’/

Figura 3. Union de nanoparticulas a proteina recombinante. Protocolo
estandarizado de unién de proteina recombinante con nanoparticulas magnéticas.
A. Se agrega nanoparticulas a 200uL de antigeno en buffer Binding/Wash 1X,
pH8, se incuba, B. Se coloca el tubo en un magneto, C. Luego se colecta el
sobrenadante y se cuantifica, D. Se realizan tres lavados con buffer Binding/Wash
1X, pH 8, E. Se retiran los sobrenadantes de cada lavado para su cuantificacion
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Se evaluaron diferentes cantidades de nanoparticulas (2.5, 5, 10 uL) hasta
estandarizar la cantidad correcta que aumente la concentracion de antigeno por

pozo de la placa en el ensayo de Fast ELISA beads.

3.2.7. Estandarizacion del ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzima

(ELISA)

3.2.7.1. Estandarizacion y seleccion de la placa de microtitulacién, agente
bloqueante y tiempo de incubacion del anticuerpo primario.

Para la eleccion de la placa de microtitulacion se evalué 3 marcas de placas de 96

pozos con capacidad de 0.3 mL cada pozo, las marcas evaluadas fueron Thermo

Scientific NUNC MaxiSorp®, Costar® 96-Well EIA/RIA Stripwell™ Plate y

Thermo Scientific Immulon 1B.

Para el caso del agente bloqueante se evalué BSA 3% de Sigma-Aldrich diluido
en PBS 1X (Buffer fosfato salino 1X), también se evalud leche en polvo Anchor

5% de la marca Nestlé diluido en PBS 1X.

El tiempo de incubacion del anticuerpo primario se evalu6 por 16 horas a 4°C, asi

mismo se evaluod por una hora a 37°C.

El titulo de Antigeno, la concentracion de anticuerpo primario y secundario, el
sustrato OPD vy el reactivo para detener la reaccion (HCI 0.5M) fue el mismo, asi

mismo la cantidad de lavados realizados. Se sigui0 el siguiente protocolo:

Los antigenos seleccionados fueron diluidos en Buffer Carbonato-Bicarbonato
(Sigma-Aldrich) a una concentracion de antigeno previamente estandarizada, se
utilizaron 100 uL para cubrir cada pocillo de la placa de microtitulacion y se

incubaron a 37°C durante 1 hora con agitacion (350 rpm), luego se procedié a
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agregar un agente blogueante, (diluido en PBS 1X), los pocillos se incubaron a
una temperatura de 37°C durante 1 hora con agitacion (350 rpm). Luego, los
pocillos se incubaron por duplicado con los sueros muestra diluido en BSA 3% en
un volumen final de 100 uL. El agente bloqueante se afiadié para bloquear
interacciones no especificas entre el antigeno y otras proteinas presentes en el
suero. Las placas se lavaron 8 veces con PBS 1X con 0.05% tween®-20 en un
lavador de placas automatizado y los anticuerpos se detectaron con anticuerpos
anti-1gG especificos (anticuerpo secundario) conjugados con peroxidasa de rabano
picante de KPL (Gaithersburg, Maryland), a wuna dilucion previamente
estandarizada en PBS 1X, se incubaron a una temperatura de 37°C durante 1 hora

con agitacion (350 rpm).

La reaccion se desarrolld después de la incubacion de 100 uL de OPD (por sus
siglas en inglés: o-phenylenediamine dihydrochloride) (Sigma-Aldrich) tableta
diluida en 25 mL de buffer fosfato-citrato con perborato de sodio (Sigma-
Aldrich), a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo con HCI 0.5M. La
densidad 6ptica (OD) se determiné por espectrofotometria en la lectora de placas

a490nm.

3.2.8. Estandarizacion de ensayo de ELISA indirecto en el

inmunodiagnostico de cisticercosis porcina

3.2.8.1. Estandarizacion de ensayo de ELISA indirecto con sueros de
cerdo

Para la evaluacion de la antigenicidad de las proteinas recombinantes usando

sueros de cerdo, se us6 un pool (5 muestras) de suero de cerdo positivo para

Cisticercosis, la estandarizacion se realiz6 mediante un tablero de Titulacion
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(Figura 4) para el titulo de antigeno y anticuerpo primario (suero muestra), luego
se incubaron con anti-lgG de cerdo (anticuerpo secundario) conjugado con
peroxidasa de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), la dilucion del anticuerpo
secundario se estandarizé mediante otro ensayo de titulacion para cada proteina

recombinante.

Anticuerpo 1°

1/50

Antigeno
1.25 ng/ul |1

0.625 gl
Ac, 2°

% na/ul
2% ng/d
Antigeno

1.25 ng/ul

0.625 rg/al

1/100 1/200 17400

Figura 4. Esquema de Tablero de Titulacidn. Estandarizacion del Antigeno (4
diluciones) y Anticuerpo primario (6 diluciones) en una placa de microtitulacion
de 96 pocillos. La Concentracion de Anticuerpo secundario fue el mismo para
cada pocillo

3.2.8.2. Preparacion de placas de ELISA indirecto para evaluar 92 sueros
individuales de cerdo

La preparacion de las placas de ELISA incluye 2 muestras control positivo y 6

muestras control negativo (cada muestra control evaluada por triplicado) para

calcular el punto de corte del OD (cutoff). Los pocillos con las muestras de sueros

control negativo y positivo, corresponderan a sueros individuales de cerdos

confirmados por Western blot (LLGP-EITB). Cada muestra problema se evalu6

por duplicado. Las muestras seran rechazados si el coeficiente de variabilidad de
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los OD en las lecturas duplicadas es mayor al 15%. La distribucion de los
controles positivo, negativos y de las muestras problema en la placa se muestra en

la Figura 5. El ensayo con 92 sueros individuales de cerdo se realizo en ciego.

1 9 17 25
2 10 18 26
3 11 19 27
4 12 20 28
5 13 21 29
6 14 22 30
7 15 23 31 Pl
8 16 24 32 P2

Figura 5. Esquema de distribucion en la placa de microtitulacion. Muestras
(circulos en blanco) por duplicado, los controles negativos (circulos celestes) y
controles positivos (circulos amarillos) por triplicado

Con la finalidad de controlar la variabilidad entre las placas de los valores
absolutos de OD, el porcentaje de positividad (PP) sera calculado para cada
muestra del ensayo, dividiendo la media de los OD (muestra) entre la media de los
OD de los controles positivos de la placa. Con el porcentaje de positividad de los
sueros a evaluar, se calculard una curva de funcionamiento del receptor (ROC), y
el cutoff para el porcentaje de positividad, que sera estimada como el valor que
producird el mejor indice de Youden (Sensibilidad + Especificidad - 1) (49). Una
muestra se considera positiva si su porcentaje de positividad es mayor que el
punto de corte obtenido en base al porcentaje de positividad (PP). Se probara un
criterio de clasificacion adicional, considerando una prueba positiva si la media
del OD de las muestras evaluadas fuese mayor que la media de los 6 controles

negativos mas tres veces la desviacion estandar (NC-cutoff).
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3.2.8.3. Plan de analisis de resultados del ensayo de ELISA indirecto con
sueros de cerdo

La sensibilidad se calcul6 como la proporcion de las muestras que fueron

correctamente clasificadas como positivas utilizando cada una de las proteinas

recombinantes. La especificidad se calcul6 como la proporcion de las muestras

que fueron correctamente clasificadas como negativas utilizando cada una de las

proteinas recombinantes. Las proteinas recombinantes que se utilizaron fueron

Catepsina-L, Enolasa, Multiepitopica 1, Tripsina, Tetraspanina 7.

Se estimo dos puntos de corte, el primero a partir de la media de los negativos mas
tres veces la desviacion estandar (NC-cutoff), y el segundo a partir del porcentaje
de positividad (PP) se estimd el punto de corte de una escala continua que
determind la maés alta sensibilidad y especificidad y que maximice el indice de

Youden (49, 50).

Se calcul6 el porcentaje de positividad (PP) con el fin de controlar la variabilidad
entre placas, el PP de cada muestra se estimé mediante regresion Logistica
aplicando una herramienta estadistica en STATA 13, el PP de cada muestra se
obtuvo a partir de la media de los ODs de cada muestra dividido entre la media de
los controles positivos de la placa. A partir de los PP de los sueros evaluados se

calcularon las Curvas ROC.

Se analiz6 las Curvas ROC de cada ensayo para estimar el porcentaje de datos
correctamente clasificados. Se estimaron los intervalos de confianza al 95% y se
evalud la hipotesis nula comparando la sensibilidad y especificidad estimadas con

las de EITB (46).
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Se estimo si existe diferencia significativa entre las sensibilidades de cada ensayo,
asi mismo se evalud si existe diferencia significativa entre las especificidades
mediante una prueba de McNemar (51) para ambos casos. Se tomd como criterio

de seleccidn la sensibilidad y especificidad que maximizaba el indice de Youden.

3.2.9. Estandarizacion del ensayo de Fast ELISA beads para la
evaluacion, con caracter exploratorio, del inmunodiagnostico de

neurocisticercosis

3.2.9.1.Ensayo de ELISA con nanoparticulas magnéticas funcionalizadas
con cobalto*? (fast ELISA beads) con anticuerpo policlonal de

conejo
La placa de microtitulacion Thermo Scientific NUNC MaxiSorp® fue bloqueada
con BSA 3% (agente blogueante previamente seleccionado y estandarizado) por
16 horas a 4°C. Se inoculd 1uL de nanoparticulas ligadas al antigeno, con suero
primario de conejo pre y post inmunizado con la proteina recombinante, por 1
hora a 37°C en agitaciéon a 350rpm (el suero pre y post inmune se incub6
realizando diluciones seriadas para determinar el titulo 6ptimo de anticuerpo
primario). Luego se lavo la placa 8 veces con PBS 1X con 0.05% tween®-20
utilizando un magneto para la placa de Elisa. Se marcd el inmunocomplejo
(antigeno-anticuerpo) con anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugados
con peroxidasa de rabano picante de KPL (Gaithersburg, Maryland), por 1 hora a
37°C en agitacion a 350rpm (el titulo de anticuerpo secundario se determino por
diluciones seriadas). Luego se lavd la placa 8 veces con PBS 1X con 0.05%
tween®-20 utilizando un magneto para la placa de Elisa. Se realizé el revelado

con 100 uL de OPD (por sus siglas en inglés: o-phenylenediamine
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dihydrochloride) de Sigma-Aldrich, en 25 mL de buffer fosfato-citrato con
perborato de Sodio de Sigma-Aldrich, a temperatura ambiente. La reaccion se
detuvo con HCI 0.5M. La densidad Optica (OD) se determind por

espectrofotometria en la lectora de placas de ELISA a 490nm (Figura 6).

N N

Figura 6. Esquema de ensayo de ELISA con nanoparticulas magnéticas (fast
ELISA beads). Donde: A. Bloqueo de Placa de microtitulacion con BSA 3% a
4°C , B. Dilucion de Anticuerpo primario en BSA 3%, C. Se afiade nanoparticulas
ligadas con antigeno, D. Incubacién a 37°C por 1 hora a 350 rpm, E. Lavado de
pocillos por 8 veces con magneto, F. Dilucion de Anticuerpo secundario en PBS
1X, G. Incubacién a 37°C por 1 hora a 350 rpm, H. Lavado de pocillos por 8
veces con magneto, I. Revelado con OPD, se detiene la reaccion con HCI 0.5M, J.
Lectura a 490nm sin nanoparticulas.

3.2.9.2.Estandarizacion del ensayo de Fast ELISA beads con sueros
humanos

La placa de microtitulacion Thermo Scientific NUNC MaxiSorp® fue bloqueada

con BSA 3% (agente blogueante previamente seleccionado y estandarizado) por

16 horas a 4°C. Para la estandarizacion del anticuerpo primario (pool suero

positivo y poolsuerno negativo) se realiz6 una dilucion seriada del suero en BSA

3% (diluido en PBS 1X) desde una concentracion 1:12.5 hasta 1:1600 en un
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volumen final de 100uL (Figura 7). Adicionalmente inoculd6 1uL de
nanoparticulas ligadas al antigeno, por 1 hora a 37°C en agitacion a 350rpm.
Luego se lavd la placa 8 veces con PBS 1X con 0.05% tween®-20 utilizando un
magneto para la placa de Elisa. Se marco el inmunocomplejo (antigeno-
anticuerpo) con anticuerpo secundario anti-lgG humano conjugados con
peroxidasa de rabano picante de KPL (Gaithersburg, Maryland), por 1 hora a
37°C en agitacion a 350rpm (el titulo de anticuerpo secundario se determind por
diluciones seriadas). El anticuerpo anti-lgG humano se seleccion6 en base a su
mayor sensibilidad, como se muestra en estudios previos donde IgG fue probado y
se obtuvo mayor respuesta inmune (52, 53). Luego se lavo la placa 8 veces con
PBS 1X con 0.05% tween®-20 utilizando un magneto para la placa de Elisa. Se
realizd el revelado con 100 uL de OPD (por sus siglas en inglés: o-
phenylenediamine dihydrochloride) de Sigma-Aldrich, en 25 mL de buffer
fosfato-citrato con perborato de Sodio de Sigma-Aldrich, a temperatura ambiente.
La reaccion se detuvo con HCI 0.5M. La densidad dptica (OD) se determiné por

espectrofotometria en la lectora de placas de ELISA a 490nm.

Para estandarizar el anticuerpo secundario, con el antigeno ligado a la
nanoparticula magnética y el titulo de anticuerpo primario estandarizado, se
realizo una dilucion seriada del anticuerpo anti IgG humano conjugado con HRP a

partir de una dilucion 1:250 hasta 1:32000 en un volumen final de 100 uL.
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Figura 7. Esquema de dilucion seriada. Estandarizacion de anticuerpo primario
para el ensayo de fast ELISA beads para dos antigenos diferentes a una
concentracion fija de anticuerpo secundario.

3.2.9.3.Ensayo control con anticuerpo monoclonal anti-Histidina, para
confirmar que no hay remanentes colas de Histidina expuestas

Para verificar que las proteinas ligadas al Cobalto*? de las nanoparticulas, no

tengan expuestas las histidinas se realizé un ensayo control, un pocillo no se tratd

con suero de paciente, sino con un anticuerpo monoclonal de raton anti-Histidina

de Invitrogen (Camarillo, CA), y un anticuerpo especifico conjugado a una

concentracion previamente estandarizada.

3.2.9.4. Evaluacion del ensayo “fast ELISA beads” utilizando los sueros
humanos de pacientes con neurocisticercosis

La placa de microtitulacion Thermo Scientific NUNC MaxiSorp® para de ensayo

de ELISA se bloqueé con BSA 3% por 16 horas a 4°C. Se inocul6 1luL de

nanoparticulas ligadas al antigeno en estudio, con anticuerpo humano positivo

(suero de pacientes con Neurocisticercosis confirmado por Western blot LL-GP) y

suero negativo, por 1 hora a 37°C en agitacion a 350rpm. Luego se lavd la placa 8
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veces con PBS 1X con 0.05% tween®-20 utilizando un magneto para la placa de
Elisa. Se marcard el inmunocomplejo (antigeno-anticuerpo) con anticuerpo
secundario anti-lgG humano por 1 hora a 37°C en agitacion a 350rpm. El
anticuerpo anti-lgG humano se seleccion0 en base a su mayor sensibilidad, como
se muestra en estudios previos donde IgG fue probado y se obtuvo mayor
respuesta inmune (52, 53). Luego se lavd la placa con PBS 1X con 0.05%
tween®-20 utilizando un magneto para la placa de Elisa. Se realizd el revelado
con 100 uL de OPD (por sus siglas en inglés: o-phenylenediamine
dihydrochloride) de Sigma-Aldrich, en 25 mL de buffer fosfato-citrato con
perborato de Sodio de Sigma-Aldrich, a temperatura ambiente. La reaccién se
detuvo con HCI 05 M. La densidad o&ptica (OD) se determind por

espectrofotometria en la lectora de placas de ELISA a 490nm.

3.2.9.5. Preparacion de placa de ELISA con nanoparticulas para evaluar
24 sueros humanos

Con el fin de obtener una maxima sensibilidad, la dilucion del control positivo
fuerte (1:8) se seleccion6 en el punto medio de la fase exponencial de la curva de
OD versus la concentracion del suero. Con la finalidad de detectar cualquier
indicio de sensibilidad en el ensayo, la dilucion del control positivo débil (1:128)
fue seleccionada en la parte entre el estado estacionario y la fase exponencial de la
curva de OD versus la concentracion del suero. Si alguno de los dos pozos de
controles positivos debiles no muestra un resultado positivo, los resultados de toda
esa placa serian descartados, y 11 muestras control negativo (por triplicado cada
muestra) para calcular el punto de corte del OD (cutoff). Los controles positivos

fuertes y positivos débiles corresponden a diluciones 1:8 y 1:128 respectivamente,
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de un pool de muestras positivos para cisticercosis. Los pocillos con las 11
muestras de sueros control negativo corresponden a sueros individuales de
pacientes negativos a cisticercosis y que residen en zonas no endémicas cuyos
analisis seroldgicos son confirmados por Western blot (LLGP-EITB). Ver

distribucion en la Figura 8.

Cada muestra problema se evalu6 por duplicado. Los ensayos de ELISA serian
rechazados si el coeficiente de variabilidad de los OD en las placas es mayor al

15%, en tal caso, por lo tanto se procederia a repetir el ensayo.

HEOOWOEOE@OOEOO

Figura 8. Esquema de la placa para el ensayo de fast ELISA beads.
Distribucion de 24 sueros individuales de humanos (circulos verdes) por
duplicado y sus respectivos controles negativos (circulos celestes), y controles
positivos donde, PF: positivo fuerte, PC: positivo control, PD: positivo débil.
Controles por triplicado.

3.2.9.6.Plan de analisis de resultados del ensayo de “fast ELISA beads”

con sueros humanos

Una muestra se considera positiva si la media del OD de las muestras evaluadas

fuese mayor que la media de los 6 controles negativos mas 3 desviaciones

estandar (NC-cutoff).
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La media los ensayos anti-His debe ser inferior al punto de corte calculado por la

media de los 11 controles negativos mas 3 desviaciones estandar (NC-cutoff).

Utilizando la clasificacion de la media de los negativos mas tres veces la
desviacion estandar, la sensibilidad se calcul6 como la proporcion de las muestras
que fueron correctamente clasificadas como positivas utilizando cada una de las
proteinas recombinantes. La especificidad se calcul6 como la proporcién de las
muestras que fueron correctamente clasificadas como negativas utilizando cada
una de las proteinas recombinantes. La proteina que se utilizé fue Tripsina y la
proteina Multiepitdpica. Se estimaran intervalos de confianza al 95% y se
evaluara la hipotesis nula comparando la sensibilidad y especificidad estimadas

con las de EITB (46).

3.3.Consideraciones éticas
El proyecto del presente estudio fue evaluado por el Comité Institucional de Etica
(CIE) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y fue aprobado por el Comité
en mencion, asi mismo fue aprobado por el Comité Institucional de Etica para el

uso de animales.
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V. RESULTADOS

4.1.Expresion de proteinas recombinantes en el sistema procariotico E.
coli BL21 (DE3) pLysS

Se logré expresar satisfactoriamente cada una de las proteinas recombinantes

(Figuras 9 y 10) en el sistema de expresion E. coli BL21 (DE3) pLys, asi mismo

se realizo la purificacion por Cromatografia de afinidad, se verifico por SDS-

PAGE al 15% en cada etapa y se cuantificé la concentracion de cada una de las

proteinas recombinantes obtenidas (Tabla 2).

TSP? Tryp
NI NI ‘

$KDa

Figura 9. Expresion de proteinas recombinantes de T. solium. Una alicuota de
los cultivos expresando dos proteinas recombinantes, Tetraspanina 7 y Tripsina en
gel de poliacrilamida al 15%. Donde, TSP7: Tetraspanina 7, Tryp: Tripsina, NI:
cultivo no inducido (sin IPTG), FS: Fraccion soluble, FI: Fraccion insoluble, M:
Marcador de peso molecular Broad Range de Bio-Rad
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Figura 10. Expresion de proteina recombinante de T. solium. Una alicuota de
los cultivos expresando la proteina recombinante Multiepitdpica 1 en gel de
poliacrilamida al 15%. Donde, NI: Control no inducido (sin IPTG), FS: Fraccién
soluble, FI: Fraccién insoluble, M: Marcador de peso molecular Broad Range de
Bio-Rad

Tabla 2. Concentracion final obtenida (ug/mL) de cada proteina recombinante

proteina concentracion (ug/mL)
Catepsina-L 1622
Enolasa 483
Multiepitopica 1 2478
Tripsina 2133
Tetraspanina 7 1848

4.2.Ensayos de ELISA indirecto para inmunodiagnoéstico de cisticercosis

porcina

4.2.1. Estandarizacion del ensayo de ELISA indirecto con sueros de
cerdo

Se estandarizo el ensayo de ELISA indirecto con la placa de microtitulacion

Thermo Scientific NUNC MaxiSorp®. Los parametros obtenidos en la

estandarizacion se muestran en la Tabla 3. Los gréficos con los resultados de
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estandarizacion de la concentracion de antigeno y anticuerpo primario obtenidos

mediante el Tablero de Titulacion se muestran en las Figuras 11, 12, 13, 14, 15.

La estandarizacion del anticuerpo secundario se realizO mediante diluciones

seriadas, cada muestra se trabajo por duplicado en la placa.

El protocolo con los resultados de estandarizacion de cada etapa se muestra en la

Tabla 4.

Tabla 3. Parametros estandarizados de ELISA indirecto para cada uno de los
antigenos con sueros de cerdo

, Titulode Titulodeanticuerpo Titulo de anticuerpo
Antigeno , . . .
antigeno (ng/ul) primario secundario
Catepsina-L 2.5 1:100 1:2000
Enolasa 1.25 1:100 1:2000
Multiepitopica 1 5 1:50 1:2500
Tripsina 25 1:50 1:2500
Teraspanina 7 125 1:100 1:1000
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Tabla 4. Protocolo estandarizado del ensayo de ELISA indirecto para la
evaluacion de los antigenos con pool de sueros de cerdo

Etapa Compuesto utilizado Par ametro

proteina recombinante en buffer

Antigeno carbonato-bicarbonato 1 hora, 37°C, 350 rpm
Agente blogueante BSA 3% 1 hora, 37°C, 350 rpm
Anticuerpo primario pool suero de cerdo en BSA 3% 16 horas, 4°C

lavado PBS 1X con 0.05% tween®-20 8 veces, T° ambiente

Anticuer po secundario anti-1gG (cerdo) con HRP en PBS 1X 1 hora, 37°C, 350 rpm

lavado PBS 1X con 0.05% tween®-20 8 veces, T° ambiente
OPD en 25 ml de buffer citrato fosfato- .
revelado . al instante
perborato de sodio
sedetuvo lareaccion 0.5M HCI al instante
lectura - 490nm

*el lavado se realizé en un lavador automatizado de placas de microtitulacion

Estandarizacion@itulos@e@ntigenofCatepsina-L)J&Anticuerpoprimario

0.3500
0.3000
0.2500
0.2000

0.1500

ir
- Il'lh" \\llllllllhhhﬂ

5 25 125 0625 5 25 125 0625 5 25 125 0625 5 25 125 0625 5 25 125 0625 5

Absorbancial490nm)

25 1.25 0.625
1:12.5 1:50 1:100 1:200 1:400
DiluciénZdefantigenoz(ng/uL)
DiluciéniideRanticuer polprimario

Figura 11. Estandarizacion del ensayo de ELISA para el titulo de antigeno
(Catepsina-L) y anticuerpo primario (pool de suero de cerdo positivo y negativo),
donde en cada pareja de barras corresponde a la media de las lecturas de OD del
pool Positivo y pool Negativo.
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Figura 12. Estandarizacién del ensayo de ELISA para el titulo de antigeno
(Enolasa) y anticuerpo primario (pool de suero de cerdo positivo y negativo),
donde en cada pareja de barras corresponde a la media de las lecturas de OD del
pool Positivo y pool Negativo.
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Figura 13. Estandarizacion del ensayo de ELISA para el titulo de antigeno
(Multiepitopia 1) y anticuerpo primario (pool de suero de cerdo positivo y
negativo), donde en cada pareja de barras corresponde a la media de las lecturas
de OD del pool Positivo y pool Negativo.
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Figura 14. Estandarizacion del ensayo de ELISA para el titulo de antigeno
(Tripsina) y anticuerpo primario (pool de suero de cerdo positivo y negativo),
donde en cada pareja de barras corresponde a la media de las lecturas de OD del
pool Positivo y pool Negativo.
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Figura 15. Estandarizaciéon del ensayo de ELISA para el titulo de antigeno
(Tetraspanina 7) y anticuerpo primario (pool de suero de cerdo positivo y
negativo), donde en cada pareja de barras corresponde a la media de las lecturas
de OD del pool Positivo y pool Negativo.

La estandarizacion del ensayo de ELISA indirecto con cada una de las cinco

proteinas recombinantes se realiz6 con una razén optima entre el pool de sueros
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positivos y el pool de sueros negativos utilizando un tablero de titulacion. Luego
de estandarizar el ensayo, se realiz6 un ensayo de ELISA indirecto con 24 sueros
individuales de cerdos, se obtuvo una Sensibilidad del 100% y una Especificidad

del 100% para Multiepitopica 1, Tripsina y Tetraspanina 7.

4.2.2. Inmunodiagnostico de cerdos infectados con cisticercosis por T.
solium

Los resultados de sensibilidad y especificidad utilizando como punto de corte la

media de los controles negativos mas tres veces la desviacion estandar (NC-

cutoff) y el punto de corte a partir del porcentaje de positividad (PP) se muestran

en la Tabla 5, asi mismo el indice de Youden.
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Tabla 5. Indicadores Sensibilidad, Especificidad e indice de Youden del ensayo
de ELISA con cada uno de los antigenos utilizando sueros de cerdos

Antigeno Punto de corte Sensibilidad Especificidad indicede Youden
0, 0, 0,
NC-cutoff 56.52% 85.37% 41.9%
(95% IC: 0.41-0.71)  (95% IC: 0.70-0.94)
Catepsina-L
PP 84.78% 63.41% 48.2%
(95% IC: 0.71-0.94)  (95% IC: 0.46-0.78)
0, 0, 0,
NC-cutoff 87.50% 81.82% 69.3%
(95% IC: 0.74-0.95)  (95% IC: 0.67-0.92)
Enolasa
pp 87.50% 88.64% 76.1%
(95% IC: 0.75-0.95)  (95% IC: 0.75-0.96)
0, 0, 0,
NC-cutoff 90.70% 95.24% 85.9%
(95% IC: 0.78-0.97)  (95% IC: 0.83-0.99)
Multiepitopica 1
PP 90.70% 92.86% 83.6%
(95% IC: 0.77-0.97)  (95% IC: 0.81-0.99)
NC-cutoff 68.89% 83.33% 52.2%
(95% IC: 0.53-0.82)  (95% IC: 0.69-0.93)
Tripsina
pp 93.33% 78.57% 71.9%
(95% IC: 0.82-0.97)  (95% IC: 0.63-0.90)
0, 0, 0,
NC-cutoff 95.74% 95.45% 91.2%
(95% IC: 0.85-0.99)  (95% IC: 0.84-0.99)
Tetraspanina 7
pp 93.62% 97.73% 91.4%

(95% IC: 0.82-0.99)

(95% IC: 0.88-0.99)

95%IC: intervalo de confianza al 95%

Se realizaron graficos de dispersion de los valores de porcentaje de positividad de

cada muestra de suero de cerdo, se pueden observar los datos que se obtuvieron en

cada ensayo con cada antigeno por separado.

En la dispersion de puntos se pueden observar los valores falsos positivos y falsos

negativos (Figuras 16, 17, 18, 19y 20).
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Figura 16. Gréafico de dispersion de los valores de Porcentaje de positividad (PP)
de los sueros individuales de cerdos tratados con el antigeno Catepsina-L. Donde
PP POS: porcentaje de positividad de sueros con resultado Positivo; PP NEG:
porcentaje de positividad de sueros con resultado negativo.
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Figura 17. Gréafico de dispersion de los valores de Porcentaje de positividad (PP)
de los sueros individuales de cerdos tratados con el antigeno Enolasa. Donde PP
POS: porcentaje de positividad de sueros con resultado Positivo; PP NEG:
porcentaje de positividad de sueros con resultado negativo.
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Figura 18. Gréfico de dispersion de los valores de Porcentaje de positividad (PP)
de los sueros individuales de cerdos tratados con el antigeno Multiepitopica 1.
Donde PP POS: porcentaje de positividad de sueros con resultado Positivo; PP
NEG: porcentaje de positividad de sueros con resultado negativo.

Antigeno:@ripsina

Figura 19. Gréafico de dispersion de los valores de Porcentaje de positividad (PP)
de los sueros individuales de cerdos tratados con el antigeno Tripsina. Donde PP
POS: porcentaje de positividad de sueros con resultado Positivo; PP NEG:
porcentaje de positividad de sueros con resultado negativo.
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Figura 20. Gréfico de dispersion de los valores de Porcentaje de positividad (PP)
de los sueros individuales de cerdos tratados con el antigeno Tetraspanina 7.
Donde PP POS: porcentaje de positividad de sueros con resultado Positivo; PP
NEG: porcentaje de positividad de sueros con resultado negativo.

Un indicador de la bondad de clasificacion de la prueba es el area bajo la curva
ROC, obtenida a partir de los modelos de clasificacion de las regresiones
logisticas. El porcentaje de datos correctamente clasificados se obtiene a partir del

area bajo la curva ROC para cada uno de los ensayos de ELISA (Figuras 21, 22,

23, 24y 25) el anélisis ROC se realizé en el software estadistico STATA 13.
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Figura 21. Curva ROC empirica para el ensayo de ELISA convencional con el
antigeno Catepsina-L para cada suero de cerdo evaluado.
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Figura 22. Curva ROC empirica para el ensayo de ELISA convencional con el
antigeno Enolasa para cada suero de cerdo evaluado.

8. ..“’.“’.’m .‘“00‘“00““0‘,_,.
3 b
> ”~

"~ 3

(=1 //
2 /,./
§ 8 b

pi B

,-//
o 3 /.-’
//"‘
88
oS T T :
0.00 025 0.50 0.75 1.00
1 - Speciticity

Aroa under ROC curve » 09835

Figura 23. Curva ROC empirica para el ensayo de ELISA convencional con el
antigeno Multiepitopica 1 para cada suero de cerdo evaluado.
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Figura 24. Curva ROC empirica para el ensayo de ELISA convencional con el
antigeno Tripsina para cada suero de cerdo evaluado.
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Figura 25. Curva ROC empirica para el ensayo de ELISA convencional con el
antigeno Tetraspanina 7 para cada suero de cerdo evaluado.

El porcentaje de datos correctamente clasificados para cada ensayo de ELISA
indirecto, se calculé mediante un andlisis ROC, las curvas ROC empiricas nos
muestran que con una probabilidad del 95% la mejor area bajo la curva pertenece
al ensayo con Tetraspanina 7 con 0.9816 lo que significa que un individuo

seleccionado aleatoriamente del grupo positivo tiene un valor en la prueba mayor
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que el de un individuo elegido aleatoriamente del grupo negativo un 98% de las
veces (54), por otro lado, el area mas baja se obtuvo en el ensayo con Catepsina-L
con 0.7519, debido a la baja Sensibilidad y Especificidad de la prueba diagnostica

en comparacion con los resultados de Tetraspanina 7 y Multiepitopica 1.

4.2.3. Comparacion de Sensibilidades y Especificidades entre los
distintos antigenos para el inmunodiagnostico con sueros de cerdo

Se selecciono los resultados de sensibilidad y especificidad que maximizaban el
indice de Youden indicados en la Tabla 5, para cada antigeno, se evalud la
diferencia entre los resultados de sensibilidad y la diferencia entre los resultados
de especificidad aplicando una prueba de McNemar (51), lo resultados se
muestran en una tabla de doble entrada (Tabla 6). Se evaludé en el software

estadistico STATA 13.

Se seleccionaron los indicadores que se calcularon a partir del porcentaje de
positividad (PP) para los cinco ensayos a excepcion del ensayo con Multiepitdpica
1 que se escogi6 la Sensibilidad y Especificidad obtenidos a partir de la media de

los negativos mas tres veces la desviacion estandar (NC-cutoff).
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Tabla 6. Diferencia significativa (p) entre sensibilidades, y la diferencia entre
especificidades de los ensayos con cada antigeno trabajado en el inmunoensayo
con sueros de cerdo.

SENSIBILIDAD
CAT-L | ENO M1 TRIP | TSP7
84.8% | 87.5% | 90.7% | 93.3% | 93.6%

CAT-L 0.625 0.250 0.125 0.250 |CAT-L
ENO 0.002 0.688 0.375 0.250 |ENO
M1 0.001 0.250 1.000 1.000 |M1
TRIP 0.070 0.219 0.016 1.000 |TRIP
TSP7 0.000 0.125 1.000 0.008 TSP7

CAT-L | ENO M1 TRIP | TSP7
63.4% | 88.6% | 952% | 78.6% | 97.7%
ESPECI FICIDAD

diferenciaBignificativa@p<0.05)

Como se menciond anteriormente Tetraspanina 7 y Multiepitopica 1 alcanzaron
Sensibilidad y Especificidad altas, lo cual se refleja en la prueba de McNemar, las
sensibilidades no presentan diferencias significativas, en el caso de sus
especificidades, no existe diferencias significativas entre Tetraspanina 7 y
Multiepitopica 1, pero si existe diferencias significativas entre las especificidades
con Catepsina-L y Tripsina, lo que nos sugiere que el inmunodiagnostico con
Catepsina-L y Tripsina con una probabilidad del 95%, no ofrece una especificidad

tan alta y confiable.

4.3.Ensayo de Fast ELISA beads para el inmunodiagnéstico de

neurocisticercosis

4.3.1. Estandarizacion del ensayo de fast ELISA beads con sueros
humanos

Se estandariz6 el ensayo de ELISA con nanoparticulas obteniendo Optimos

resultados con la placa de microtitulacion Thermo Scientific NUNC MaxiSorp®.

El protocolo completo y las etapas estandarizadas se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 7. Parametros estandarizados de fast ELISA beads para cada uno de los
antigenos con sueros humanos

. *Titulode Titulodeanticuerpo Titulo de anticuerpo
Antigeno , . . .
antigeno (ng/ul) primario secundario
Catepsina-L 90 - --
Multiepitopica 1 60 1:25 1:500
Tripsina 100 1:25 1:500
Tetraspanina 7 60 - -

*antigeno ligado a 5 uL de nanoparticulas
Para la validacion del ensayo se realiz6 evaluaciones usando solo las NPM (sin
unién con antigenos), con anticuerpo primario (pool positivo y pool negativo) y
anticuerpo secundario (anti 1gG humano conjugado con HRP) los resultados
muestran que no existe reaccién cruzada con las NPM y la razon entre el pool
positivo y pool negativo fue de 1.0; se evalu6 también un ensayo de NP solo con
anticuerpo primario y otro ensayo de NPM solo con anticuerpo secundario;
también se realiz6 un ensayo de NPM ligadas con el antigeno sin afiadir
anticuerpo primario ni secundario al ensayo y se revel6 con OPD y se detuvo la
reaccion con HCI 0.5M, en los tres casos los resultados nos muestran que no hubo

reaccion cruzada.

Los resultados de validacion del ensayo fast ELISA beads con anticuerpo
monoclonal de raton anti-Histidina para verificar que no exista reaccién cruzada
con la cola de Histidina de los antigenos nos indican que no habia reaccion y la
razon entre el pool positivo y pool negativo fue de 1.0 lo que nos indica que no
habian colas de histidinas expuestas y la unién entre la proteina recombinante vy el

cobalto*? era estable y especifico.
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Tabla 8. Protocolo estandarizado para el ensayo de Elisa con nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas con Cobalto*2 con sueros humanos

Etapa Compuesto utilizado Par ametr o
Agente blogueante BSA 3% 16 horas, 4°C
Anticuerpo primario pool de suero humano en BSA 3%
proteina recombinante unica a 1 hora, 37°C, 350 rpm

Antigeno-Nanoparticulas )
nanoparticulas

lavado PBS 1X con 0.05% tween®-20 8 veces, T° ambiente

anti-lgG (humano) con HRP en

Anticuer po secuandario PBS 1X

1 hora, 37°C, 350 rpm

lavado PBS 1X con 0.05% tween®-20 8 veces, T° ambiente

OPD en 25 ml de buffer citrato .
revelado . al instante
fosfato-perborato de sodio

se detuvo lareaccion 0.5M HCI al instante

lectura - 490nm

*para el lavado se utiliz6 una barra magnética para placas de microtitulacion

4.3.2. Inmunodiagndstico mediante ensayo de fast ELISA beads con
sueros individuales de humanos

Ensayo con el antigeno Tripsina, se obtuvo una baja sensibilidad y especificidad,

por otro lado el ensayo con sueros humanos utilizando el Antigeno Multiepitdpica

1, nos muestra una sensibilidad alta y una especificidad baja (Tabla 9).

Tabla 9. Indicadores de Sensibilidad y Especificidad del ensayo de ELISA con
nanoparticulas utilizando los antigenos Tripsina y Multiepitopica 1 en sueros
humanos

Antigeno Sensiblilidad  Especificidad
Tripsina 50% 58%
Multiepitépica 1 90% 15%
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DISCUSION

En el presente estudio se desarroll6 una prueba de ELISA indirecto para el
diagnostico de Cisticercosis porcina que constituye una alternativa con antigenos
del sistema de excrecion y secrecion de cisticerco de T. solium. Asi mismo, se
desarroll6 una prueba rapida de ELISA con nanoparticulas magnéticas (fast

ELISA beads) para el inmunodiagnoéstico de Neurocisticercosis en humanos.

Los resultados del presente estudio nos muestran que se logrd expresar con éxito
las proteinas recombinantes incluida la proteina Multiepitdpica, alcanzando
concentraciones altas y oOptimas para los ensayos de ligacion a nanoparticulas

magnéticas (NPM) y para los ensayos de inmunodiagndéstico por ELISA.

Se estandarizo el agente blogueante que se utilizd en el ensayo de fast ELISA
beads, asi mismo se evaluo6 el tipo de placa de microtitulacion a usar para la
estandarizacion del ensayo, lo cual nos mostr6 como mejores resultados la placa
de microtitulacion Thermo Scientific NUNC MaxiSorp® para el ensayo y se
bloque6 con BSA 3% (diluido en PBS 1X pH 7.4), tal como se ha demostrado de

manera similar en estudios previos (55, 56).
Inmunodiagnostico de cerdos

Actualmente el analisis de la lengua es usado en campo como diagndstico de
Cisticercosis porcina, pero presenta una baja sensibilidad y alta especificidad (57,

58), y requiere un manejo especial de la poblacion desde el punto de vista ético.

Con fines de investigacién y para la estimacion de la prevalencia, la metodologia
utilizada es la diseccion de cerdos sacrificados seguido del conteo de cisticercos,

considerado como gold standard, pero es una pérdida de tiempo y un
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procedimiento costoso, por lo tanto no es practico para la prevalencia de rutina

(59).

Algunos autores aplican la examinacién por necropsia para determinar la
intensidad de la infeccion en cerdos experimentalmente infectados por T. solium
(60), otros estudios comparan la necropsia y técnicas de inspeccién de la lengua y
carne para determinar la infeccion por cisticercosis porcina en cerdos
naturalmente infectados (61) y otros, para determinar la sensibilidad vy

especificidad de EITB para cisticercosis porcina (62).

En los estudios de Jayachi y col. (2004), describen que los cerdos infectados con
cestodos, o0 la exposicion a otros parasitos y cestodos no ha dejado claro los
efectos a los ensayos de EITB, por esas razones es que los animales con EITB
positivos pero con necropsia negativos han sido considerados como falsos
positivos; adicionalmente, sus resultados muestran que el area bajo la curva
(ROC) es de 0.84 mostrando diferentes puntos de corte (cut-off) para una
sensibilidad y especificidad por debajo del 90%, asi mismo encuentran
inconsistencia en la relacion entre la reactividad de EITB y la carga de quistes
encontrados por necropsia (62), esto podria deberse a la viabilidad de los quistes
encontrados, ya que es importante indicar el porcentaje de quistes degenerados y

quistes viables hallados en el animal.

Segun los reportes en la literatura consultada, es posible mejorar la sensibilidad y
especificidad a partir de un ensayo de inmunodiagnostico con antigenos

purificados del sistema de secrecion y excrecion del Cisticerco de T. solium (10).
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Es por ello que en el presente estudio se planted evaluar la capacidad antigénica
de 4 proteinas recombinantes y una proteina Multiepitopica, por lo que se realizo

la correcta estandarizacion de un ensayo de ELISA indirecto.

Posteriormente a la estandarizacion, se evaluo el ensayo de ELISA indirecto con
92 sueros individuales de cerdos para cada una de las cinco proteinas
recombinantes. Los resultados obtenidos con los puntos de corte evaluados (NC-
cutoff y PP) (Tabla 5) muestran que con una probabilidad del 95%, Tetraspanina 7
y Multiepitépica 1 (Sensibilidad de 93.62% y 90.70% respectivamente, y
Especificidad de 97.73% y 95.24% respectivamente) son antigenos candidatos
para inmunodiagnostico por ELISA para Cisticercosis porcina por su alta
Sensibilidad y Especificidad; pero Enolasa, Tripsina y Catepsina-L mostraron los
indicadores de Sensibilidad, Especificidad e Indice de Youden bajos en
comparacion con los otros dos antigenos, esto podria deberse a una reaccion
cruzada y es posible que estén reconociendo anticuerpos que pertenecen a otros
céstodes, o anticuerpos de proteinas homologas (40). Se debe considerar que un
resultado positivo no necesariamente significa que el animal esté infectado ya que

podria ser causa de una exposicion previa (10).

Ensayos previos con extractos crudos de cisticerco de T. solium en ensayos de
ELISA muestran reacciones cruzadas con antigenos de otros parasitos del cerdo
(63) asi mismo, ensayos de Dot blot con antigenos crudos de cerdos propios de su

region reportan una sensibilidad de 86.4% y especificidad del 93.2% (10).

Posteriormente algunos autores reportan ensayos de inmunodiagnéstico para
cisticercosis porcina utilizando antigenos del sistema de excrecién y secrecion de

T. solium, para ello los antigenos fueron obtenidos a partir de cultivos in vitro de
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cisticercos en medio RPMI 1640, logrando una regular sensibilidad y alta
especificidad del ensayo de ELISA (12). Estos ultimos afios, diferentes autores
propusieron pruebas serolégicas para el inmunodiagnéstico de cisticercosis
porcina utilizando antigenos obtenidos de cisticercos de T. solium y T. craciceps,
la deteccion de cisticercos viables se logré6 mediante un ensayo de captura de
antigeno basado en anticuerpos monoclonales (HP10), utilizaron pruebas como
ELISA y Western Blot (64). Asi mismo se propuso utilizar siete antigenos
candidatos para el diagnostico de cisticercosis porcina, antigenos obtenidos a
partir del genoma total de T. solium ya reportado (65), los cuales no tenian
reaccion cruzada con otros parasitos como Ascaris spp., Cysticercus tenuicollis,
quistes hidatidicos de Echinococcus spp. 0 Taenia saginata (66), no se mostraba

la especificidad y sensibilidad de cada antigeno utilizado en su estudio.

Otros estudios con Glicoproteinas y un antigeno quimérico recombinante (RecTs)
indican que obtuvieron resultados con cerdos infectados naturalmente, 30 dias
post infeccion, a su vez no tenian reaccion cruzada con Taenia hydatigena, los
resultados que presentan en su estudio son correlativos a los que publican autores
como Gonzales y col. en 1990 (28), utilizaron ensayos de ELISA e Immunoblot
con sueros de cerdos infectados mostrando una sensibilidad mostrando una
positividad de 64 y 68% para RecTs y 76 y 78% para Glicoproteinas
respectivamente para cada ensayo (67). Ensayos de Ab-ELISA (utilizando
antigenos de metacéstodes de Taenia cassiceps) muestran una sensibilidad de
35.8% vy especificidad de 91.7%, y ensayos de AgQ-ELISA muestran una
sensibilidad de 86.7% y especificidad de 94.7%, los autores indican que la baja

sensibilidad puede deberse a que su analisis estdistico no diferencio entre quistes

55



viables y quistes degenerados, en contraste, con el Ab-ELISA, que mide la

exposicion al parasito, el Ag-ELISA solo detecta cisticercos viables (59).

En base al analisis de McNemar podemos decir que los mejores antigenos para el
inmunodiagnostico de Cisticercosis porcina son Tetraspanina 7 y Multiepitdpica
1, ya que ambas no presentan diferencias significativas entre sus especificidades y
sensibilidades. Estos antigenos presentan porcentajes altos de sensibilidad y
especificidad en el inmunodiagnostico por ELISA en comparacion con otros
estudios, donde reportan ensayos de ELISA con un solo antigeno mostrando

porcentajes menores a los obtenidos en el presente trabajo.
Inmunodiagnostico en humanos

A nuestro entender, basado en la literatura actual, no existen reportes de trabajos
similares para inmunodiagnostico empleando una técnica similar al fast ELISA

beads descrito en este trabajo.

Las proteinas recombinantes expresadas y purificadas en el laboratorio, tuvieron
diferente reaccion con las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con
Cobalto*?, ya que proteinas insolubles como Multiepitopica 1, Tripsina y
Tetraspanina 7, requerian de Urea 4M para la denaturacion quimica de la proteina
(68), en el protocolo de ligacion (antigeno-nanoparticula). En el caso de
Catepsina-L, la dilucion de los buffers (buffer de ligacion y buffer de elucion) se
realiz6 con agua milliQ. Sin embargo, Enolasa, que es una proteina soluble, no
pudo ligarse correctamente debido a que aglutinaba las nanoparticulas magnéticas
formando pequefios cumulos, se realizd6 la estandarizacion a diferentes

Temperaturas, pH de los buffers, ligacion de NP-Proteina con agua MilliQ y Urea
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4M. Es posible que el plegamiento de la proteina esté ocultando la cola de

Histidina (6-HIS) y el Cobalto™ no pueda reconocerla facilmente.

Aun cuando se da una alta variabilidad en el protocolo de ligacién de antigeno a
nanoparticula, se ha podido normalizar gracias a que hemos cuantificado la
concentracion de antigeno unido a NPM, esto nos permitio estandarizar el ensayo

de fast ELISA beads.

De las proteinas seleccionadas para la estandarizacion del Ensayo de ELISA con
NPM, se evaluo los Titulos de anticuerpo primario (pool de sueros positivos y
negativos) y anticuerpo secundario (anti-lgG conjugado con HRP). Las proteinas
recombinantes Multiepitopica 1 y Tripsina obtuvieron una razon de 2.8 y 4.0
respectivamente entre el pool positivo y negativo. Lo cual nos permitid

estandarizar el ensayo de fast ELISA beads para ambas proteinas por separado.

En el ensayo de estandarizacién, las proteinas Catepsina-L y Tetraspanina 7
presentaban reaccion cruzada con los sueros negativos, dando como resultado
positivo para ambos controles (pool positivo y pool negativo). Esto puede tener
muchas posibles explicaciones. Por ejemplo, es posible que la concentracion de
antigeno sea muy elevada, o que la estabilidad del antigeno sea afectada por la
temperatura o el pH de los buffers durante el ensayo (69), o que el Co*? tenga
poca estabilidad con algunas proteinas y sea recomendable utilizar otras
nanoparticulas funcionalizadas con Co*® que tienen mejor estabilidad (70). Se

requieren mas estudios para aclarar esta observacion.

La union de las Histidinas con el Cobalto*? parece inicialmente ser débil, pero

hemos demostrado que no es asi, ya que luego de estandarizar el protocolo de
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unién de la proteina recombinante con las nanoparticulas, y realizar varios
lavados, los antigenos permanecen ligados por su cola de Histidinas al Cobalto*?

(44, 70).

El inmunoensayo de Fast ELISA beads con 24 sueros humanos se llevd a cabo
con los antigenos Multiepitopoca 1 y Tripsina por separado, de acuerdo a la Tabla
9, la Sensibilidad del ensayo de ELISA con nanoparticulas fue del 50% vy la
Especificidad del 58% en el inmunodiagnéstico de Neurocisticercosis, resultados

obtenidos con el antigeno Tripsina.

Segun algunos autores indican que es posible que la reduccion de anticuerpos
circulantes en el humano infectado se deba a que ha recibido tratamiento alguno,
la reduccion va de 53% a 75%, 42 meses después del tratamiento con praziquantel
(71). Por ello es que se utilizaron diluciones muy bajas de anticuerpo primario
(suero de paciente), asi mismo de anticuerpo secundario (anticuerpo anti 1gG
humano), es posible que esta alta concentracién de suero esté influyendo en la

sensibilidad del ensayo.

Es posible que en el caso de pacientes con Neurocisticercosis asociado a quiste
unico, se obtenga una baja sensibilidad y especificidad debido a que los niveles de
anticuerpos circulantes son muy bajos, y por lo tanto no sean reconocidos por los

antigenos en estudio.

El Ensayo de fast ELISA beads, no lleva Urea en el protocolo, por lo tanto, los
antigenos que se encuentran resuspendidos en el buffer de elucién 1X (diluido con
Urea 4M), podrian tomar una conformacion o plegarse al momento de ser diluido

100 veces en el pocillo de la microplaca de titulacion con el BSA 3% Yy sueros.
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Esto explicaria por qué los anticuerpos no lograrian reconocer la region antigénica

en la proteina ligada a la NPM.

Es posible que exista reaccion cruzada con anticuerpos de otros Helmintos, esto
puede estar influyendo la especificidad del ensayo. Existen reportes donde indican
que algunos sueros de pacientes con cisticercosis reaccionan con antigenos
homologos y heterdlogos (72). Inclusive antigenos obtenidos a partir de T.
crassiceps son utilizados para el diagnéstico de Neurocisticercosis humana en

muestras de fluido cerebroespinal (73).

Lee y col. (74) propusieron expresar un antigeno recombinante (10-kDa) en el
sistema de Baculovirus para el inmunodiagnostico de Neurocisticercosis por Dot
blot en suero y fluido cerebroespinal (CSF por sus siglas en inglés) alcanzando
una alta sensibilidad y especificidad, y una reaccion cruzada muy baja, pero
evaluado los mismos sueros mediante un ensayo de ELISA tuvieron una alta

reaccion cruzada con Echinococcus.

La ventaja de usar nanoparticulas magnéticas en una nueva técnica de fast ELISA
beads, es mejorar la especificidad, ya que solo tendremos a nuestro antigeno unido
por la cola de Histidina al Cobalto de la NPM. Asi mismo se maximiza la
sensibilidad del ensayo ya que se aumenta la superficie de captura de antigeno, y
no depende solo de la superficie del pozo, ya que las NPM se encuentran en un

buffer en el pozo de la micro placa de ELISA.

La cantidad de antigeno no va a aumentar a medida que usemos mayor cantidad

de NPM vya que llega un punto en que se satura (no es lineal) por lo que no se
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captura mas antigeno por su cola de Histidina, por lo tanto, es importante

estandarizar la cantidad de NPM que se van a utilizar en el ensayo.
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CONCLUSIONES

Se expresO correctamente cada una de las cinco proteinas recombinantes en
sistema procariotico de E. coli BL21 (DE3) pLys, obteniendo concentraciones

altas de cada antigeno, a excepcion de Enolasa.
Inmunodiagnostico de Cisticercosis Porcina

Se evalubé la capacidad antigénica de cada una de las cinco proteinas
recombinantes mediante el inmunodiagndstico por ELISA, obteniendo una alta

sensibilidad y especificidad para cisticercosis porcina.

La evaluacion de la estandarizacién de los cinco antigenos recombinantes para el
inmunodiagnoéstico por ELISA de Cisticercosis porcina nos muestra una buena
razon entre los pool de sueros positivos y negativos de cerdos.Se usaron dos
puntos de corte (el primero es la media de los negativos mas tres veces la
desviacién estandar y el segundo con el porcentaje de positividad) para los
indicadores de sensibilidad y especificidad en el test de inmunodiagnéstico por

ELISA indirecto con sueros de cerdo.

Se evaluaron los indicadores de sensibilidad, especificidad e indice de Youden
para los test de inmunodiagndstico por ELISA de 92 sueros individuales de
cerdos, alcanzando altos porcentajes con los antigenos Tetraspanina 7
(sensibilidad: 93.6% especificidad: 97.7%) y Multiepitopica 1 (sensibilidad:

90.7% especificidad: 95.2%).
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Inmunodiagnostico de Neurocisticercosis Humana

Se evaludé la capacidad antigénica de cada una de las cinco proteinas
recombinantes mediante el inmunodiagndéstico por ELISA, obteniendo una baja

sensibilidad y especificidad para neurocisticercosis.

La estandarizacion de ligacion de cada proteina recombinante a nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas con Cobalto*? fue diferente, se logré con éxito unir el
Cobalto de las nanoparticulas magnéticas a la cola de Histidina para su aplicacion
en un ensayo de fast ELISA beads, a excepcion de la estandarizacion con Enolasa

que aglutinaba las nanoparticulas.

La estandarizacion del ensayo de Fast ELISA beads con anticuerpos policlonales
de conejo, mostrdé una buena razon entre los sueros positivos y negativos, asi
mismo, sin reaccién cruzada con de los sueros policlonales con nanoparticulas sin

antigeno.

De los antigenos que se ligaron correctamente a las nanoparticulas magnéticas,
solo Tripsina y Multiepitopica 1 alcanzaron una razén aceptable para evaluar

sueros humanos con Neurociticercosis.

Se evaluaron los indicadores de sensibilidad, especificidad para los test de
inmunodiagnostico por fast ELISA beads de 24 sueros individuales de humanos
con Neurocisticercosis, moestrando baja sensibilidad y especificidad con los

antigenos evaluados (Tripsina y Multiepitopica 1).
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RECOMENDACIONES

Si se conoce que el Unico hospedero intermediario de la Cisticercosis/Teniasis es
el cerdo, se debe considerar un plan de vacunacion, previa evaluacion de cerdos
para descartar Cisticercosis porcina mediante un ensayo de bajo costo, rapido, que

sea sensible y especifico.

Para validar la prueba de inmunodiagnostico de Cisticercosis porcina se deben
realizar nuevos ensayos con los antigenos con alta sensibilidad y especificdad, asi
mismo se deben evaluar nuevos sueros de cerdos infectados naturalmente, y

sueros infectados con otros parasitos para evaluar si existe reaccion cruzada.

En el ensayo de ELISA con nanoparticulas se deben evaluar otras nanoparticulas
funcionalizadas ya sean con Cobalto*?, Cobalto™® Niquel*? o de otra casa
comercial; ya que es posible que la manera que la proteina recombinante

interacciona esté afectando las lecturas en el ensayo.

Ensayar otra forma de union a nanoparticulas como por ejemplo biotinilar las
proteinas recombinantes y unirlas a nanoparticulas funcionalizadas con
estreptavidina. Producir las proteinas sin cola de histidinas, pero si con biotina

para unirla posteriormente a nanoparticulas funcionalizadas con estreptavidina.

Concentrar anticuerpos de las muestras de sueros de los pacientes previo al ensayo

de ELISA o Western blot.

Producir las proteinas en un sistema eucariético como el de Pichia pastoris o de
células de Insecto-Baculovirus, con un sitio de corte enzimatico para la cola de
Histidina, evaluar sueros de pacientes con Neurocisticercosis asociado quiste

unico mediante un ensayo de ELISA y Western blot.
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ANEXO 1: Estudios preliminares

Trabajos previos reportan que se tiene la anotacion completa del genoma de Taenia
solium, del mismo modo se cuenta con el proteoma completo de la larva (cisticerco),
para lo cual se realizd dos tipos de predicciones, primero se identifico proteinas
potencialmente expuestas, se filtran todas las proteinas de secrecidn y transmembrana
y se analizan sus dominios extracelular; segundo, de las proteinas seleccionadas, se
realiz6 un ranking de antigenicidad, se realiz6 una prediccion de epitopes
inmunogénicos, a partir de un programa bioinformatico (NetMHC), obteniendo un
score con el grado de inmunogenicidad de cada una de las proteinas expuestas

(cantidad de epitopes y score de cada una).

Disefio de cebadores, obtencion de cDNA y clonamiento

Se disefiaron cebadores para clonamiento y para amplificar cada una de las proteinas
seleccionadas (Tetraspanina 7, Enolasa, Tripsina, y Catepsina-L). Se utilizaron la
secuencia de mRNA de cada proteina localizada en el GenBank, y se utilizaron
herramientas bioinformaticas con PrimerBlast y Blast. Se debe tener en cuenta que el
sitio de corte de la enzima de restriccion en el vector de clonacion pET28a+ incluya a
la cola de Histidina para cada proteina independientemente. Asi mismo, se utilizo el
programa en linea Oligoanalyzer 3.1 para evaluar que los cebadores seleccionados no
formen estructuras secundarias, ya que podrian inhibir la hibridacion de los cebadores
seleccionados a la secuencia molde, se verificd que las temperaturas de hibridacion de

los pares de cebadores sean muy similares, no mas de 3°C de diferencia entre ellos.
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En el laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular se realizo la extraccion de
MRNA maduro (método de TRIZOL-Invitrogen) de tejidos de T. solium en estado
larval (Cysticercus cellulosae). Luego se produjo cDNA a partir del mRNA de cada
uno de los cuatro genes (Tetraspanina 7, Enolasa, Tripsina y Catepsina-L) mediante
cebadores, y un kit de amplificacién de RT-PCR (TagMan Universal PCR®, Applied

Biosystems).

Se realizd la digestion enzimatica de cada uno de los genes y del vector pET28a+ con
enzimas sitio especifico (Ncol y Xhol), luego se realizo la ligacion de cada uno de los
genes por separado en un vector pET28a+, una vez realizado el ensayo de ligacion se
procedio a transformar cada uno de los vectores que llevaban cada uno de los genes
(por separado) obteniendo un total de cuatro vectores (16, 75), se realizo la
transformacion en un sistema de clonacion como es la cepa “Novablue” de E. coli.
Luego se extrajeron los plasmidos y se realizd una secuenciacion y confirmé la
presencia de cada uno de los insertos (Tetraspanina 7, Enolasa, Tripsina y Catepsina-
L) y que se encuentren sin mutaciones, para realizar la siguiente etapa que es la

expresion de cada uno de los genes.

Disefio de proteina Multiepitépica 1 a partir de proteinas de alta exposicion

A partir del genoma disponible de T. solium, se identificaron secuencias codificantes
de proteinas de superficie altamente antigénicas. Adicionalmente se han identificado
un grupo de proteinas que por investigaciones previas en otros parasitos cercanos

evolutivamente, han demostrado ser altamente antigénicas. A partir del proteoma
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parcial de la larva de T. solium (aproximadamente 1500 proteinas) se predijo las

potenciales proteinas antigénicas (1048 proteinas).

Prediccion de epitopes
De las 1048 proteinas seleccionadas previamente, se escogieron los alelos de MHC-II
humano mas frecuente en la poblacion mundial. La prediccion se realiz6 usando el
predictor en linea NetMHClIIpan v3.0 (76). Debido al gran nimero de proteinas

candidatas, la prediccion se tuvo que realizar por partes.

Seleccion de epitopes
El criterio para la seleccion de epitopes afines a los diferentes alelos de MHC clase Il
fue el recomendado por el predictor: péptidos con un IC50 teérico menor a 50 nM, el
resto de los péptidos fueron descartados. Se filtraron los epitopes por alelos para

facilitar el analisis a futuro.

Los epitopes obtenidos fueron filtrados seleccionando los que cumplan los siguientes
criterios en orden de prioridad: 1). No estar presentes en el proteoma o microbioma
humano, ni posibles organismos que pudieran dar reaccion cruzada. 2). Alta afinidad
a todos los alelos de MHCII humano analizados (IC50 < 500nM). 3). Ser
estrictamente conservados a nivel de secuencias homologas reportadas en T. solium,

respecto a la informacidn disponible.

Disefio de la secuencia génica codificante
Con los epitopes seleccionados, se disefid in silico las correspondientes secuencias
génicas que codifican a la proteina multiepitopica, uniendo los epitopes

consecutivamente y evitando la formacion de nuevos epitopes en las uniones. Se
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optimizé la frecuencia de codones a la distribucion natural de codon usage de E. coli.
Finalmente se afiadio sitios de restriccion para clonacion a los extremos. La empresa

Genscript USA Inc. sintetiz0 la secuencia de ADN codante para la proteina disefiada.
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ANEXO 2: Protocolo de Inmunizacion en conejos

Con la finalidad de evaluar la inmunogenicidad de cada una de las proteinas, se
realizaron ensayos en los que cada una de las proteinas fueron inoculadas
(individualmente) en conejos (Orhyctolagus cuniculus) de la raza New Zealand
White de 45 dias de edad (de acuerdo a las normas del comité de Bioética de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia). La inoculacion se realizé en 4 dosis via
subcutanea, a intervalos de una semana para cada una de ellas, a excepcién de la

primera y la segunda dosis que fue a las dos semanas.

Antes de la inmunizacion se obtuvo el suero pre-inmune mediante la dosis
intradermicamente. Las muestras de sangre pre-inmune se tomaron de la punta de la
oreja, lejos de la base de la oreja. La oreja se calentd con el fin de dilatar el vaso
sanguineo, esto se hizo acariciando suavemente. La técnica se llevd a cabo
asépticamente desinfectando la zona de la oreja con alcohol de 70° y se anestesid

usando Lidocaina local en unguento, por lo que no se genero dolor en el conejo.

En el caso de la puncién cardiaca, se siguieron procedimientos basicos para evitar
cualquier dolor o estrés en el animal. Al animal anestesiado se le extrajo toda la
sangre del coraz6n mediante puncién cardiaca. Se administré una sobredosis de
pentobarbital sédico (Halatal) en una dosis de 70 mg/Kg (2.15 mL de Halatal al
6.5%), es hipndtico y anticonvulsivante que en sobredosis produce un paro cardio-
respiratorio lo que lleva a la muerte del animal. El conejo fue envuelto en una tela
grande para evitar movimientos inadvertidos. El conejo estuvo restringido, no

obstante, para que esto no cause estrés, la duracion de la restriccion fue minimizada.
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Manejo de la muestra: La sangre fue centrifugada a 3000g por 5 minutos a 4°C para
obtener el suero, al cual se le midié los niveles de anticuerpos contra la proteina de
interés, los sueros fueron alicuotados y correctamente rotulados para posteriormente

sean almacenados a -70°C.

Manejo de residuos bioldgicos contaminados: Los desechos fecales no estaban
contaminados con toxicos o microorganismos, y fueron eliminados en bolsas rojas
para autoclave, al igual que los animales muertos, luego de esterilizados fueron
descartados por el personal del bioterio en el contenedor de sustancias organicas
ubicados en la parte posterior del edificio del Laboratorio de Investigacion y
Desarrollo (LID). Las agujas fueron descartadas en un descartador para

punzocortantes.

Se desinfectdé la zona de trabajo con lejia al 10%, los desechos como algoddn

jeringas, tubos y guantes fueron eliminados en bolsas rojas para material Bioldgico.

Alojamiento de los animales: Se mantuvo a los animales en el bioterio de la facultad
de Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), los
animales fueron atendidos de acuerdo a las directrices de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, los cuales han sido reconocidos en cumplir con los estandares de
Estados Unidos. El cuidado de los animales es administrado dia a dia. La luz
proporcionada fue artificial (foco fluorescente), se mantuvo un fotoperiodo de 12

horas luz/12 horas oscuridad, la temperatura se mantuvo entre 22-25°C.

Alimentacion: Se suministré aproximadamente 250 gr de conejina 2 veces por dia, asi

como 250 ml de agua por cada conejo.
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