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Articulo Original

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DEL WESTERN BLOT PARA
DETECTAR SIMULTANEAMENTE ANTICUERPOS EN PACIENTES
CON CISTICERCOSIS, HIDATIDOSIS Y FASCIOLIASIS HUMANA

Kelly Davelois??, Hermes Escalante?®, César Jara'<

RESUMEN

Objetivo. Determinar el rendimiento diagndstico de la técnica de Western Blot para detectar simultaneamente anticuerpos
en pacientes con cisticercosis, hidatidosis y fascioliasis humana. Materiales y métodos. Estudio transversal de evaluacion
de prueba diagndstica. Se obtuvieron los antigenos de excrecion-secrecion de las larvas de Taenia solium, quistes de
Echinococcus granulosus; y la forma adulta de Fasciola hepatica; que luego fueron separados electroforéticamente en
geles de poliacrilamida individuales, transferidos y fijados a una membrana de nitrocelulosa para ser enfrentados con
sueros de pacientes con las tres parasitosis. La sensibilidad de la técnica se evalué empleando 300 sueros individuales,
60 pools de dos parasitosis y 20 pools de tres parasitosis y la especificidad con 75 sueros de pacientes con otras
parasitosis, 10 de pacientes con otras enfermedades y 15 sueros de personas no parasitadas. Resultados. La técnica
reconocio trece glicoproteinas (GP): GP 35, 31, 24, 23, 18, 17, 14 y 13 kDa para cisticercosis, GP 8,16 y 21 kDa
para hidatidosis y GP: 17 y 23 kDa para fascioliasis. La prueba detecto6 la presencia de anticuerpos alcanzando una
sensibilidad de 96% (IC95%: 94,62-98,54%) en la deteccion de una o las trece bandas, una especificidad de 100%
(1C95%: 99,50 — 100,00%); individualmente, se tuvo una sensibilidad para cisticercosis de 97% (1C95%: 93,16-100%),
para hidatidosis de 94% (IC95%: 88,85-99,15%) y para fascioliasis de 96% (IC95%: 91,66-100%). Conclusiones. La
prueba de Western blot es eficaz en la deteccion, simultanea de anticuerpos en pacientes con cisticercosis, hidatidosis
y fascioliasis humana, y puede ser utilizada como prueba de descarte o confirmatoria en zonas endémicas.

Palabras clave: Cisticercosis; Equinococosis; Fascioliasis; Western blotting (fuente: DeCS BIREME).

WESTERN BLOT DIAGNOSTIC YIELD FOR SIMULTANEOUS ANTIBODY-
DETECTION IN PATIENTS WITH HUMAN CYSTICERCOSIS,
HYDATIDOSIS, AND HUMAN FASCIOLIASIS

ABSTRACT

Objectives. To determine the diagnostic yield using western blotting to simultaneously detect antibodies in patients with
human cysticercosis, hydatidosis, and human fascioliasis. Materials and methods. Cross-sectional study of diagnostic
yield assessment. Excretory/secretory antigens were obtained from Taenia solium larvae, Echinococcus granulosus
cysts, and the adult flukes of Fasciola hepatica, which were then separated using the polyacrylamide gel electrophoresis
technique, transferred, and attached to a nitrocellulose membrane to be probed with sera from the patient infected with
the three parasites. The sensitivity of the technique was assessed using 300 individual serum samples, 60 pools of two
parasites, and 20 pools of three parasites with 75 sera from patients with other parasites, 10 from patients with other
diseases, and 15 from patients without parasites. Results. The technique revealed 13 glycoproteins (GP): GP 35, 31, 24,
23,18, 17, 14, and 13 kDa for cysticercosis; GP 8, 16, and 21 kDa for hydatidosis; and GP 17 and 23 kDa for fascioliasis.
The test detected the presence of antibodies with a sensitivity of 96% (95% confidence interval [Cl] = 94.62-98.54%)
in the detection of one or the thirteen bands, a specificity of 100% (95% CI = 99.50-100.00%); individually, there was a
sensitivity for cysticercosis of 97% (95% Cl = 93.16-100.00%), for hydatidosis of 94% (95% Cl = 88.85-99.15%) and for
fascioliasis of 96% (95% CIl = 91.66-100.00%). Conclusions. Western blotting is effective in the simultaneous detection
of antibodies in patients with human cysticercosis, hydatidosis, and fascioliasis, and it can be used as a diagnostic test
to either rule out or confirm the presence of antibodies in endemic areas.

Keywords: Cysticercosis, Ecchinococcosis; Fascioliasis; Blotting, western (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La cisticercosis, hidatidosis y fascioliasis humana son
zoonosis parasitarias consideradas por la Organizacion
Mundial de Salud como enfermedades desatendidas.
A nivel mundial, se estima que la cisticercosis afecta a
50 millones de personas y causa unas 50 000 muertes
anuales “); por su parte, la hidatidosis puede presentar
prevalencias de entre 5y 10% y una tasa de incidencia de
50 por 100 000 personas-afio ©®). La fascioliasis humana
es reportada en 51 paises, con estimaciones entre 2,4
a 17 millones de personas afectadas mundialmente ©.

La fascioliasis humana representa en el Pert un problema
de salud publica, tiene una prevalencia global de 24,3%
en el altiplano peruano, reportado en el 2002 mediante
estudio coproparasitolégico, y hasta un 71,4% con
serologia positiva para el 2004 ™; esta presente en 18 de
las 24 regiones del pais, aunque se estima que existe una
gran cantidad de casos subclinicos sin diagnosticar ©. Las
regiones con mayores prevalencias © son Puno (Asillo)
con 51,9% (9, Cajamarca entre 6,3 y 47,7% ), Arequipa
con 27% “2{ Junin entre 0,9 a 11,7%"» y Cusco entre
9,7y 10,3% ¥,

La prevalencia de la cisticercosis en el pais, calculada
a través de estudios serolégicos -principalmente
Western Blot-, va de 7,1 a 26,9% en areas endémicas;
la prevalencia de portadores de Taenia solium seria de
hasta 6,7% en areas endémicas, distribuidas en toda
la sierra, costa norte y selva alta '®; mientras, que la
seroprevalencia de neurocisticercosis en estudios de
poblacién general fluctta entre 23,4 y 35,87% (1617,

El Peru es, probablemente, el pais de las Américas con
mayor prevalencia e incidencia de casos de hidatidosis;
asi, existen regiones cuyas prevalencias varian entre 14 y
34 por cada 100 000 habitantes, como en Huancavelica,
Ayacucho e Ica (9. Se incrementa mas la frecuencia
en zonas endémicas en las que se puede encontrar
prevalencias en humanos que van desde 5,5 a 9,1%, y
en ovejas y vacas de 77 y 68% respectivamente ('8,

En el Peru, se estima que la hidatidosis, la fascioliasis
y la cisticercosis generaran muchos casos de
hospitalizaciones, con aumento de personas en riesgo de
infectarse -especialmente en nifios- si no se cuenta con
un buen sistema de control y vigilancia epidemioldgica,
por lo que se requiere técnicas de diagnostico eficientes,
rapidas, de facil realizacion y de costo accesible @9,

Actualmente, el diagndstico de estas zoonosis se realiza
por diversos métodos. Para la cisticercosis e hidatidosis
se emplea el diagndstico por imagenes y la serologia por

ELISA y Western Blot, y para la fascioliasis se utilizan
las técnicas coproparasitoscopicas, ademas de las dos
pruebas serolégicas mencionadas anteriormente.

El Western Blot es una técnica que permite reconocer
anticuerpos por antigenos que se absorben en una
membrana. Estos antigenos son previamente separados
en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio y
luego transferidos a papel de nitrocelulosa. La unién
antigeno-anticuerpo se detecta mediante la adicién de
un anticuerpo que reconoce la fraccion constante de la
inmunoglobulina humana, la cual esta acoplada a una
enzima. La unién se revela con la adicion de un sustrato-
cromogeénico soluble el cual se precipita en el sitio en
donde se encuentra el complejo antigeno-anticuerpo
evidenciandose en forma de bandas coloreadas ?".

La técnica de Western Blot ha mejorado el diagndstico
de diversas enfermedades y tiene ventaja sobre otras
técnicas serolégicas existentes en el mercado que
no son asequibles en zonas endémicas por el costo
elevado, el requerimiento de un equipo adicional, y por
el proceso y el tiempo de realizacion 2.

No obstante, la prueba de ELISA se sigue empleando
como técnica de tamizaje, pero requiere confirmacion
por Western Blot en caso el resultado sea reactivo; paso
adicional que demanda mayor tiempo y costo 2. El uso
de Western Blot esta sustentado por su eficiencia para
el diagndstico de la cisticercosis con una sensibilidad de
91%, determinada por Escalante, 98% por Tsang y 100%
por Ayala ?¥; para hidatidosis entre 75 y 80% ?4 y para
fascioliasis humana 95% ©?%; todos con una especificidad
del 100% %29,

Anivel internacional no existe un producto comercial que
permita evaluar de manera simultdnea las parasitosis
antes mencionadas a través de técnicas inmunoldgicas.
Solo existen productos que utilizan técnicas de biologia
molecular, como el PCR multiplex, que permite detectar
algunos parasitos intestinales ?®, el Semi-nested multiple
malaria PCR que permite el diagnéstico de cuatro tipos de
Plasmodium @7, entre otros; por lo tanto, consideramos
necesario desarrollar una técnica inmunoldgica eficiente
y rapida para el diagnéstico mdltiple de cisticercosis,
hidatidosis y fascioliasis humana, que permita mejorar
el diagnostico de estas zoonosis en zonas endémicas,
disminuir costos y tiempos de procesos al utilizar un solo
kit en lugar de tres.

En tal sentido, el presente estudio estuvo orientado a
determinar el rendimiento diagnéstico de la técnica de
Western Blot para la deteccién de anticuerpos individual
y simultdnea de la cisticercosis, la hidatidosis y la
fascioliasis humana.
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MATERIALES Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

El disefio es transversal prospectivo de evaluaciéon de
pruebas diagndsticas.

OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

La fuente de antigenos la constituyeron parasitos
obtenidos de animales naturalmente parasitados, las
larvas de Taenia solium (Cysticercus cellulosae) se
obtuvieron de tres ejemplares de Sus scrofa domestica
(cerdo) sacrificados en el matadero San Luis del distrito
de La Esperanza, Truijillo, y el matadero unico de la ciudad
de Cajamarca; 67 larvas de Echinococcus granulosus
(quiste hidatidico) de Ovis aries (ovino) de la Sociedad
Agricola de Interés Social “Tupac Amard” del distrito de
Pachacayo, Junin, y 245 formas adultas de Fasciola
hepatica de Bos Taurus (vacuno) procedentes de las
ciudades de Huamachuco y Cajamarca, sacrificados en
el matadero El Porvenir de la ciudad de Truijillo.

SELECCION DE MUESTRAS

Todas las muestras, seleccionadas por conveniencia,
fueron proporcionadas por la Universidad Peruana
Cayetano Heredia (UPCH), la Universidad Nacional de
Cajamarca, el Hospital Referencial de Huancayo y el
laboratorio clinico Escalabs.

Para evaluar la sensibilidad se usaron 300 sueros
positivos: para cisticercosis (100), hidatidosis (100), y
fascioliasis (100); ademas, 60 pools de sueros positivos
para dos parasitosis y 20 pools positivos para tres
parasitosis. Previamente, todas las enfermedades fueron
confirmadas a través del diagnostico por imagenes y
Western Blot (cisticercosis y la hidatidosis) y por analisis
coproparasitoscopicos y Western Blot (fascioliasis).

Para evaluar la especificidad de la técnica se usaron
100 sueros, de los cuales 75 fueron positivos a
diferentes parasitosis: himenolepiasis (15), difilobotriasis
(15), ascariasis (10), teniasis (15); trichuriasis (5),
anquilostomiasis (10), y enterobiasis (5); todos
confirmados por hallazgo de huevos en las heces;
ademas, 10 sueros positivos usados para el estudio
de enfermedades diferentes a las comprendidas en
este estudio: 3 positivos a anticuerpos antinucleares,
3 a artritis reumatoidea, 2 a hepatitis, 2 a proteina C
reactiva y 15 sueros de personas no parasitadas, todas
proporcionadas por el laboratorio clinico Escalabs y la
UPCH, cuya negatividad fue confirmada por examen
coproparasitoscopico y por radiografia.
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PREPARACION ANTIGENICA
ANTIGENOS DE FASCIOLA HEPATICA

Se obtuvieron los antigenos de excrecion-secrecion de
Fasciola hepatica mediante el cultivo in vitro en medio
minimo esencial de Eagle de formas adultas vivas, de
ejemplares extraidos de los conductos biliares de varios
higados de bovino, como lo descrito por Escalante 2.

ANTIGENOS DE Ecchinococcus granulosus

Se seleccionaron los higados y pulmones de ovinos
con sospecha de la presencia de quistes hidatidicos y
luego fueron lavados con tampén fosfato salino (PBS) a
pH 7,2 estéril hasta que la superficie quede limpia y sin
restos de tejidos o sangre. Con la ayuda de una jeringa
estéril de 20 mL, se perforé la pared de los quistes
identificados y se extrajo todo el contenido liquido de su
interior, que luego fue centrifugado a 4000 rpm durante 5
min. El sobrenadante fue guardado en tubos estériles y
el sedimento usado para buscar la arenilla hidatidica, la
cual confirmé la presencia de un quiste hidatidico fértil.
Luego, el liquido hidatidico separado en alicuotas de 1,5
mL fue centrifugado a 10 000 rpm durante 10 min a 4 °C.

ANTIGENOS DE LA LARVA DE Taenia solium

Los antigenos de larva de Taenia solium fueron obtenidos
de cisticercos identificados en los musculos y corazén de
cerdos naturalmente infectados. Los cisticercos fueron
colocados en un vaso de precipitado con PBS a pH 7,2,
y luego lavados varias veces hasta que no se observe
restos de tejidos. De cada uno de los cisticercos se
extrajo, con la ayuda de una jeringa, el liquido vesicular,
el cual fue centrifugado a 10 000 rpm por 10 min a 4 °C,
en alicuotas de 1,5 mL. La concentracion de proteinas
presentes en cada uno de los productos de excrecion-
secrecion de cada uno de los parasitos fue determinada
por el método colorimétrico de Bradford

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE WESTERN
BLOT

Para la estandarizacion se incluyeron todos los antigenos
viables y los sueros positivos y negativos. Se excluyeron
los sueros que poseian mas de una parasitosis para la
prueba de especificidad.

Los antigenos fueron evaluados individualmente
para seleccionar el de mejor respuesta inmunoldgica,
luego los antigenos seleccionados fueron evaluados
a concentraciones de 0,035; 0,05; 0,15 y 0,2 ug/uL
enfrentandolos con volumenes de suero de 5, 10, 15,
20, 30 y 50 uL, con el conjugado a una concentracién de
1/1000, el peréxido de hidrogeno a volimenes de 3, 5, 7,
9 uL, la diaminobenzidina a 3, 5, 7 mg con volumenes de
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proceso de 500 y 750 uL para estandarizar la técnica de
Western Blot; ademas, se evalud el orden de ubicacién
de los antigenos en la tira inmunorreactiva.

Con el fin de instrumentar esta técnica multiple,
se parti6 de la técnica de Western Blot descrito
anteriormente @ con ciertas modificaciones de acuerdo
a la estandarizacion de la técnica para el diagnoéstico
de la cisticercosis, hidatidosis y fascioliasis en forma
individual; sin embargo, la técnica estandarizada sigue
los siguientes pasos:

PREPARACION ANTIGENICA

Los antigenos obtenidos fueron tratados con 0,01 M de
Tris-HCI pH 8,0; 1% de dodecil sulfato de sodio, 6% de
glicerol y 1% de azul de bromofenol y 2,5 M dithiothreitol,
para luego ser calentado a 65 °C por 20 min.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

En la electroforesis se corrieron los antigenos preparados
de cada parasito en geles individuales, los cuales fueron
colocados en los pocillos en una cantidad equivalente
a 1 uL por mm de ancho de gel. Los corridos fueron
hechos en minigeles de poliacrilamida de 8,3x7x0,075
cm a la concentracion de 15% en el gel resolucion y
3% en el gel concentrador, utilizando marcador de peso
molecular en el Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio Rad
Laboratories) y corridos a 200V por 50 min, de 2 a 8 °C.

TRANSFERENCIA DE LAS PROTEINAS

La transferencia de las proteinas de los tres parasitos
contenidas en los geles a la membrana de nitrocelulosa
de 0,2 um se hizo colocando primero el gel con los
antigenos de C. cellulosae; luego, el gel con los
antigenos de E. granulosus y finalmente de F. hepatica,
previa seleccion de los antigenos especificos y usando
un buffer de transferencia (0,2 M de Tris-HCI, 20% de
metanol y agua ultra pura) en el Trans Blot transfer Cell
y se realizé a 100V, 2 A por 90 min. La membrana fue
cortada en tiras de 3 mm de ancho para ser evaluadas
en placas de incubacion de ocho canales.

REACCION INMUNOENZIMATICA O ELISA

Cada uno de los sueros fue preparado a la dilucion de
1/33 paralos sueros controles y 1/17 los sueros problema
en PBS-Tween 20 y leche descremada en polvo a la
diluciéon de 1/20; siendo incubados con las tiras que
contienen los antigenos de los tres parasitos ya fijados
en agitaciéon constante a temperatura ambiente por una
hora. Después de ser lavadas con PBS-Tween 20 se
colocaron en solucién de conjugado enzimatico (anti IgG
humana marcada con Peroxidasa; Bio Rad Laboratories,

USA) a la dilucién de 1/1000 por una hora; luego de 5
lavados, el revelado de los antigenos se realizd con un
sustrato (H,O, al 0,01% y diaminobenzidina a 0,5 mg/
mL) por espacio de 10 min, deteniendo la reaccién con
agua ultra pura por 5 min.

Bajo este procedimiento se seleccion6 los tres
mejores antigenos de cada pardsito y se corrieron
individualmente para luego ser unidos en la membrana
y cortados en tiras, luego se elaboraron varios lotes,
los cuales se usaron para determinar la concentracion
optima de suero, conjugado, sustrato, volimenes de
reactivo y tiempos de proceso; estandarizada la técnica
se procedio con las pruebas de rendimiento diagnostico.

ANALISIS ESTADISTICO

Se elaboré una tabla de contingencia de dos por dos
para el calculo de la sensibilidad, especificidad, valores
predictivos, razones de verosimilitud (LR), indice de
validez, prevalencia, e indice de Youden, considerando
un nivel de confianza de 95%. Se estimo la sensibilidad
de la prueba en base a infecciones producidas por uno,
dos y tres parasitos; primero se evalué individualmente
las tres parasitosis con el Western Blot para diagndstico
individual y luego con la prueba multiple. El analisis
estadistico se realiz6 utilizando el programa Epidat v3.1

ASPECTOS ETICOS

Los sueros utilizados en esta investigacion fueron
obtenidos previo consentimiento informado y procesados
en condiciones de anonimizaciéon. Los protocolos
empleados por todas las instituciones que proveyeron
las muestras fueron aprobados por el Comité de Etica
de la UPCH.

RESULTADOS

Un total de 488 muestras fueron consideradas para el
estudio durante el periodo de agosto de 2014 y agosto
de 2015. Las edades de los pacientes con cisticercosis
estuvieron entre los 21 y 67 afios, para hidatidosis
entre 15 y 99 afios, para fascioliasis entre 7 a 44 aos,
pacientes con otras parasitosis entre 20 a 61 afos,
patologia diferente a la comprendida en el estudio de 38 a
55 afios y de personas no parasitadas entre 20 y 45 afos.

Del total de muestras, se excluyeron siete por contener
muy poco volumen; luego, en la evaluacion, se excluyo
a una por presentar otra parasitosis adicional a la
establecida. La muestra positiva a teniasis reaccion6
para cisticercosis al momento del procesamiento;
al realizar la evaluacion con la técnica individual se
confirmd la reaccion determinandose ser positiva al
complejo teniasis-cisticercosis (Figura 1).
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| Prueba simultanea del Western blot para cisticercosis, hidatidosis y fascioliasis

v

v

v

v

v

v

positivo (+)=97
negativo (-)=3 (-)6

(+) 96
()4

(+) 60
()0

(+)20
()0

()0
()75

(+)0
(-)10

(+)0
(-)15

Figura 1. Diagrama de flujo de muestras incorporadas al estudio.

Se logré el desarrollo de una prueba multiple que permite
el diagndstico seroldgico simultaneo de la cisticercosis,
hidatidosis y fascioliasis humana mediante la técnica de
Western Blot, capaz de detectar anticuerpos tipo IgG en
sueros de pacientes infectados por la larva de T. solium
(cisticercosis), la larva de E. granulosus (hidatidosis)
y la forma adulta de F. hepatica (fascioliasis) en forma
individual o simultanea (Figura 2).
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AL 5 I |
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Figura 2. Patrén de reactividad de la prueba de Western
Blot para deteccion de anticuerpos en suero. (A) positivo
para cisticercosis, hidatidosis y fascioliasis; (B) control sin
parasitosis; (C) positivo para hidatidosis; (D) positivo para
cisticercosis; (E) positivo para fascioliasis; (F) positivo para
cisticercosis e hidatidosis; (G) positivo para hidatidosis y
fascioliasis; (H) positivo para cisticercosis y fascioliasis.
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Se determind que las concentraciones Optimas de los
antigenos que deben ser usadas en el desarrollo de
la prueba son de 0,035 ug/uL para cisticercosis, y de
0,2 ug/uL para hidatidosis y fascioliasis. El volumen del
suero control fue de 15 uL, y del suero problema 30 uL,
la dilucién de conjugado 1/1000, el volumen de trabajo
de 500 uL y tiempos de incubacion de una hora.

El pool de sueros positivos a la tres parasitosis permitio
reconocer 13 antigenos de excrecidn/secrecion, ocho
de C. cellulosae glicoproteinas para cisticercosis (GPC:
35,31,24,23,18,17,14,13); tres de E. granulosus (GPH:
21,16,8), y dos de F. hepatica (GPF:23 y 17 KDa).

Se evalud la sensibilidad con los 100 sueros positivos
de cada una de las tres parasitosis estudiadas con
el kit de Western Blot individual. Asi, se obtuvo una
sensibilidad del 97% para cisticercosis (IC95%: 93,16-
100%), 94% para hidatidosis (IC95%: 88,85-99,15%), y
96% para fascioliasis (IC95%: 91,66-100%). Luego de
evaluar los mismos sueros con la técnica de Western
Blot para el diagnéstico seroldgico simultéaneo, se logrd
similar respuesta inmunoldgica.

De los 380 sueros positivos, 287 de los 300 sueros positivos
a una sola infeccion presentaron una reaccién seroldgica
positiva; todos los sueros de dos parasitosis (60) y de tres
parasitosis (20) dieron reaccién positiva (Figura 3).

De los 75 sueros de pacientes confirmados con
otras parasitosis (Figura. 4), 10 de pacientes con
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Figura 3. Patrén de reactividad de la prueba de Western Blot para deteccion de anticuerpos en suero. (C+) control positivo, positivo

para (A) cisticercosis, (B) hidatidosis y (C) fascioliasis.

enfermedades infecciosas y 15 de personas no
parasitadas (Figura 5) que fueron utilizados para
evaluar la especificidad, ninguno reconocio las bandas
especificas.

El calculo de la sensibilidad y la especificidad de la
prueba se basd en la deteccion de una o las trece
bandas antigénicas especificas, obteniéndose una
sensibilidad de 96,58% (IC95%: 94,62-98,54%), una
especificidad del 100% (1C95%: 99,50-100%). El valor
predictivo positivo encontrado fue de 100% (IC95%:
99,86-100%), valor predictivo negativo 88,50% (IC95%:
82,17-94,82%), y razon de verosimilitud negativa (LR-)
de 0,03 (IC95%: 0,02-0,06), indice de validez 97,29%,
prevalencia 79,17% e indice de Youden 0,97 (Tabla 01).

La interpretacion de los resultados se realizé6 tomando
como criterios de reactividad para una muestra positiva
cuando se observa coloracion en una o mas de las trece
bandas especificas y un resultado negativo si no se
observa coloracién en ninguna de las bandas.

Tabla 1. Caracteristicas de la prueba Western Blot para
la deteccidn simultanea de anticuerpos de cisticercosis,
hidatidosis y fascioliasis humana

Valor (IC 95%)
96,58 (94,62 — 98,54)
100,00 (99,50 - 100,00)
97,29 (95,74 — 98,85)
)
)

Sensibilidad (%)
Especificidad (%)
indice de validez (%)
Valor predictivo positivo (%)
Valor predictivo negativo (%)
Prevalencia (%)

indice de Youden 0,97 (0,95 — 0,98)
Razoén de verosimilitud positiva -
Razén de verosimilitud negativa 0,03 (0,02 - 0,06)

100,00 (99,86 - 100,00
88,50 (82,17 — 94,82

IC 95%: intervalo de confianza al 95%

DISCUSION

Debido a que el diagndstico de varias parasitosis, incluso
las intestinales, puede resultar desalentador mediante
pruebas habituales en muestras fecales, se recomienda
realizar pruebas indirectas ®2), Sin embargo, no todas
estas pruebas son eficientes debido a problemas de
sensibilidad o especificidad y su limitada accesibilidad en
estudios de campo y laboratorios de zonas endémicas,
ya sea por la complejidad de la técnica o el requerimiento
de equipamiento. Este problema puede ser resuelto
usando un kit basado en la técnica de Western Blot, pues
a pesar de brindar resultados de naturaleza categoérica o
semicuantitativa, tiene la ventaja de ser capaz de detectar
anticuerpos contra antigenos especificos; es accesible
y de facil interpretacion, ya que no requiere de ningin
instrumento para su lectura, pues se hace de forma
visual @; la simplicidad de la prueba —se dan resultados
en un tiempo de cuatro horas-, sin equipamiento para
su proceso con solo una placa de incubacién y con la
garantia de una eficiencia demostrada.

El diagnéstico de la cisticercosis, hidatidosis y fascioliasis
por Western Blot empleando kits individuales tienen
sensibilidades de 91 ¥, 80 @4y 95% 29 respectivamente
y una especificidad del 100%, pero usar dos o tres
kits en zonas endémicas de multiparasitismo dificulta
el trabajo del analista, requiere mayor tiempo para el
procesamiento y entrega de resultados, ademas de un
mayor costo para el paciente. Este estudio demuestra
que se puede elaborar un Western Blot multiple para
diagnosticar parasitosis con la misma eficiencia que los
kits individuales.

Un punto importante es que cada antigeno parasitario
fue corrido en un gel de poliacrilamida diferente, se
seleccionaron solo los antigenos especificos, para luego
unir los tres geles en una membrana de nitrocelulosa y
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Figura 4. Patrén de reactividad de la prueba de Western Blot para deteccion de anticuerpos en sueros de individuos con otras en-
fermedades parasitarias: (C+) control positivo, (A) teniasis, (B) himenolepiasis, (C) difilobotriasis, (D) ascariasis, (E) trichuriasis, (F)

enterobiasis y (G) anquilostomiasis.

asi garantizar una buena reaccién inmunoldgica y una
alta especificidad, pues no se estan sobreponiendo
los antigenos ni se ha realizado un homogenizado que
podria generar reacciones cruzadas.

Los resultados mostraron el mismo comportamiento
inmunolégico entre la técnica individual para el
diagnostico de cada parasitosis y la técnica para el
diagnostico simultaneo de las tres parasitosis, esto,
debido a que se usaron los mismos antigenos, pero con
diferentes concentraciones y volumenes.

Para lograr una buena estandarizacion tuvimos en cuenta
la naturaleza del antigeno, el tipo de antigeno, los ensayos
de valoracion de los anticuerpos producidos y la propiedad
de la técnica para obtener la especificidad deseada.
El desarrollo y aplicacion de las pruebas serolégicas
se ve afectado por la dificultad para obtener cantidades
suficientes de antigeno, mucha mas si es de excrecion-
secrecion y con elevada pureza que permitan obtener
una mayor sensibilidad y especificidad que garantice la
homogeneidad y control de calidad del ensayo ©0.

A B C D
T L

e - bOER e -

Figura 5. Patrén de reactividad de la prueba de Western Blot
para deteccion de anticuerpos en suero de individuos que no
tienen anticuerpos anticisticerosis, antihidatidosis y/o antifas-
cioliasis. (A) anticuerpos antinucleares, (B) artritis reumatoide,
(C) hepatitis B, (D) proteina C reactiva, (E) sin parasitismo y
(C+) control positivo.
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Los sueros positivos a cisticercosis determinados con
anterioridad mediante historia clinica, imagenes y
pruebas seroldgicas que dieron un resultado negativo
en esta técnica, posiblemente se debid a que presenta
una reaccion a la banda 50 KDa del antigeno purificado,
la cual no se encuentra en nuestro antigeno, y a que
presenta un titulo de anticuerpos muy bajo, por lo
que no pudo ser detectado en el Western Blot; los
sueros positivos a hidatidosis y los sueros positivos a
fascioliasis determinados con anterioridad dieron un
resultado negativo en esta técnica por presentar un
titulo de anticuerpos muy bajo.

La principal ventaja que presenta la técnica es que
se basa en la deteccidon de antigenos de excrecion-
secrecion del parasito vivo, otorgandole la capacidad
de diagnosticar la infeccion activa, ademas de eliminar
las bandas inespecificas para usar solo las especificas
garantizando la eficiencia de la técnica

El contar con tres antigenos parasitarios en una sola
tira inmunorreactiva, otorga a la técnica la capacidad de
detectar anticuerpos contra C. cellulosae, E. granulosus
y F. hepatica, ya sea en pacientes que presentan una o
multiples parasitosis, permitiendo al analista reducir costos,
simplificar los procesos y reducir los tiempos; y al paciente,
reducir costos y tiempo en la entrega de sus resultados.

El rendimiento diagnodstico de la técnica de Western Blot
simultaneo obtuvo una sensibilidad de 96% y especificidad
de 100%, lo cual es mayor a los kits individuales, esto
permitira continuar con las investigaciones para la
produccion del kit de diagndstico simultaneo, donde toda
la técnica esté simplificada al ultimo paso que consistira
en el revelado enzimatico en base a la técnica de ELISA
indirecto cualitativo en cuatro horas.

Se concluye que la técnica de Western Blot desarrollada
para el diagnéstico seroldgico individual y simultaneo de la
cisticercosis, la hidatidosis y la fascioliasis humana puede
ser de utilidad en estudios epidemioldgicos o como técnica
confirmatoria en zonas endémicas de multiparasitismo.
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