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RESUMEN

La cisticercosis porcina es causada por la forma larval del metacesto de 7aenia
solium, es una enfermedad zoondtica comun en paises en desarrollo y un
importante problema de salud publica a nivel mundial. En el presente estudio se
determind la seroprevalencia de la cisticercosis porcina y sus posibles factores de
riesgos en cerdos sacrificados del municipio de Galeras mediante tres técnicas
diagnosticas: examen premortem (palpacion de lengua y region axial), postmortem
(visualizacién de larvas de T7aenia solium en masa muscular) y el ensayo
serolégico ELISA. La serologia fue evaluada para detectar anticuerpos contra
Taenia solium en porcinos utilizando como antigeno la glicoproteina de 53 kDa
aislada de un extracto total larval de Taenia solium mediante Electroforesis SDS
— PAGE vy elusién pasiva. Los posibles factores de riesgos fueron analizados a
través de analisis de regresion logistica. Se hallé una prevalencia del 0.0% y
0.52% con examen premortem y postmortem, respectivamente, y del 24.32% con
el ensayo seroldgico ELISA. Los analisis de regresion logistica mostraron que las
variables Sexo, Edad, Raza y Procedencia no representan un factor de riesgo para
la infeccion (P > 0.005), sin embargo la caracteristica ser hembra se comporto
como un factor de predisposicion. La alta prevalencia de cisticercosis porcina
encontrada en este municipio hace necesario la formulacion de medidas de
prevencion y control.

Palabras claves.: Taenia solium, cisticercosis, ELISA, Seroprevalencia.

13



ABSTRACT

The pig cysticercosis is caused by the larval form of the metacesto of Taenia
solium, is developing a zoondtica disease common in countries and an important
problem of health publishes at world-wide level. In the present study | determine
the seroprevalence of the pig cysticercosis and its possible factors of risks in pigs
sacrificed of the municipality of Galeras by means of three techniques you
diagnose: examination premortem (palpation of language and axial region),
postmortem (visualization of larvae of Taenia solium in muscular mass) and the
seroldgico test ELISA. The serology was evaluated to detect antibodies against
Taenia solium in pigs using like antigen the glycoprotein of 53 isolated Kda of a
larval total extract of Taenia solium by means of Electroforesis SDS - PAGE and
passive elusion. The possible factors of risks were analyzed through logistic
regression analisys. | am a prevalence of 0,0% and 0,52% with examination
premortem and postmortem, respectively, and of 24,32% with the seroldgico test
ELISA. The logistic regression analisys showed that the variables Sex, Age, Race
and Origin do not represent a factor of risk for the infection (P > 0,005),
nevertheless the characteristic to be Female | behave like a predisposition factor.
The high prevalence of found pig cisticercosis in this municipality makes the
formulation necessary of measures of prevention and control.

Key words: 7aenia solium, cysticercosis, ELISA, Seroprevalence.
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INTRODUCCION

Una de las enfermedades mas comunes en nuestro medio es la cisticercosis
porcina conocida como “viruela”. Esta enfermedad es causada por la forma larval
del céstodo de 7aenia solium, caracterizada por el desarrollo de quistes de 10 por
20 mm denominados cysticercus cellulosae 'y que puede localizarse en diferentes

organos Y tejidos del cuerpo del animal (Burga, 1999).

El porcino (Sus scrofa) es el principal hospedero intermediario en forma natural de
la 7aenia solium, se infecta al consumir los huevos o proglétidos maduros del
helminto adulto en ambientes donde los animales tienen acceso directo a las
excretas humanas desarrollandose en estos la cisticercosis. ElI hombre puede
verse afectado por las dos formas de presentacion de la 7aenia solium, adulto y

larval, desarrollandose Teniasis o Cisticercosis segun sea el caso (Burga, 1999).

La cisticercosis porcina (y la cisticercosis humana que lleva asociada) es
cosmopolita pero con algunas restricciones. No existe en los paises donde el
integrismo musulman o israelita prohibe el consumo de carne de cerdo, que
interrumpe el ciclo evolutivo del parasito. Por el contrario es endémica en América
central, Sudamérica, Africa negra y Africa del Sur, sudeste de Asia, China o
Filipinas (Euzéby, 2001).

La infeccion por 7aenia solium del hombre y el cerdo, esta ampliamente difundida
en los paises de América Latina; en México, Colombia, Peru y Ecuador se han
realizado estudios epidemiolégicos en comunidades rurales que han demostrado
una reactividad seroldgica hacia antigenos de cisticercos que varia del 3% al 12%
(OPS/OMS, 1994). En Colombia existen aproximadamente 1300 sitios de sacrificio
de animales para consumo humano, de los cuales sélo en el 5% se efectiua

inspeccion sanitaria de la carne; el Ministerio de Salud reportaba decomisos de
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10.000 a 11.000 cerdos en el pais por afio (correspondientes aproximadamente a
440.000 kilogramos de carne) (OPS/OMS, 1994).

El diagnédstico de la cisticercosis porcina se puede realizar empleando el método
antemortem (en pie) o el método postmortem (en la canal) (Sarti, 1997), sin
embargo en Colombia estos métodos pocas veces son puestos en practica. Otra
forma para el diagndstico de la cisticercosis porcina es a través de ensayos
serolégicos los cuales se basan fundamentalmente en la deteccion de
anticuerpos anticisticercos estimulados por los diferentes estadios del parasito, y
en menor medida en la deteccion de antigenos parasitarios (OPS/OMS, 1994).
Estas técnicas son dificiles de desarrollar debido a los altos costos que
representan para los pobladores de estas regiones los cuales son de escasos

recursos economicos.

En nuestro pais se ha demostrado el caracter endémico de la enfermedad, aunque
estos resultados son dificiles de comparar debido a los diferentes métodos de
diagnodstico utilizados (Giraldo et al/, 2000). A nivel de la Costa Atlantica y
particularmente en el departamento de Sucre se tienen reportes de estudios como
los realizados por Acunfa y Caldera en la poblacién de Sabanas de Pedro (2006),

los cuales informan de la existencia de 7aenia solium en esta region.

El municipio de Galeras fue seleccionado para realizar el estudio debido a la gran
cantidad de cerdos que resultan con cisticercosis, segun informacion suministrada
por personas que sacrifican los cerdos y comercializan la carne, asi como por
quienes trabajan en el sector agropecuario, ademas existe un elevado consumo
de carne de cerdo por su bajo costo, y un alto porcentaje de animales que se
sacrifican no es sometido a ningun tipo de inspeccién sanitaria; el hospital regional
del municipio ha reportado en los ultimos 5 afios mas de 10 casos de pacientes
con sintomatologias asociadas con la neurocisticercosis (comunicacion personal)

por lo que se hace necesario realizar estudios epidemioldgicos orientados a
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conocer la verdadera magnitud del problema, y asi poder desarrollar estrategias

de prevencion y control.

En este sentido el presente estudio de diagndstico serologico de cisticercosis
porcina determiné la seroprevalencia de la enfermedad en cerdos sacrificados del
municipio de Galeras (Sucre), por medio de la prueba de inmunoensayo (ELISA)
debido a que ésta es de bajo costo y facil manejo, utilizando como antigeno la
glicoproteina de 53 kDa del metacéstodo de 7aenia solium por ser un polipéptido
de alta sensibilidad y especificidad y por que no presenta reacciones cruzadas con

otras entidades parasitarias.

17



2. OBJETIVOS

21 OBJETIVO GENERAL

*

+ Determinar la seroprevalencia de cisticercosis porcina en el municipio de
Galeras, departamento de Sucre, mediante la prueba de inmunoensayo ELISA
con la fraccion polipeptidica de 53 kDa del metacestodo 7aenia solium .

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

«+ Obtener fracciones polipeptidicas en el rango de 29 a 92 kDa a partir de un
extracto crudo del metacéstodo de 7aenia solium utilizando la técnica de

electroforesis SDS-PAGE y elusion pasiva.

¢ Realizar examen premortem y postmortem a los cerdos sacrificados en el

municipio de Galeras (Sucre).

¢ Identificar posibles factores de riesgos correlacionados con la seropositividad

de la poblacion porcina del municipio de Galeras (Sucre).
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1 GENERALIDADES

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define zoonosis como “aquellas
enfermedades e infecciones que son trasmitidas naturalmente entre animales
vertebrados y humanos” (OMS, 2002). Dentro de éstas podemos encontrar la
cisticercosis, la cual es una enfermedad parasitaria causada por el metacéstodo
de T7aenia solium, conocida como solitaria, que se desarrolla en el intestino del ser
humano, donde su unico huésped natural definitivo es el hombre y el cerdo es el
principal huésped intermediario (De Aluja y Villalobos, 2000).

La transmision de T7aenia solium entre los huéspedes intermediarios y definitivos
es mas frecuente y mas intensa en comunidades rurales donde el ciclo esta
asociado a condiciones ambientales favorables: crianza libre de cerdos que les
permiten tener acceso a las heces humanas, la falta de letrinas y malos habitos
higiénicos de las personas. Se trata de una ciclozoonosis parasitaria ligada a

condiciones socioeconémicas y culturales bajas (OPS/OMS, 1994).
La cisticercosis porcina es endémica en América Latina, Africa y Asia, no existe en

paises musulmanes e Israel donde se prohibe el consumo de la carne de cerdo
(Euzeby, 2001).

3.2 BASES BIOLOGICAS DE LA TENIASIS/CISTICERCOSIS

3.21 Ciclo de Vida de la Taenia solium. La teniasis intestinal se desarrolla

cuando el hombre consume carne de cerdo a medio cocer e infectada con
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cisticercos, una vez en tubo digestivo las larvas eclosionan gracias a la accion de
las enzimas proteoliticas y sales biliares, para anclarse al epitelio intestinal, e
iniciar su transformacioén en el gusano adulto o solitaria. El platelminto alcanza su
madurez en aproximadamente tres meses, tiempo en el cual aparecen
espontaneamente progloétidos gravidos en las heces (Flisser ef al., 2006; Botero y
Restrepo 2003).

Los cerdos pueden infectarse por su habito copréfago adquiriendo grandes
cantidades de huevos embrionados o bien, por alimentos y bebidas contaminados
con huevos dispersados al destruirse los proglétidos. EI embrion hexacanto
(oncosfera) se libera en el aparato digestivo por accidén proteolitica y se difunde
sistémicamente por todo el organismo, invadiendo preferencialmente el tejido
conjuntivo interfascicular de los musculos, con predileccion por los de la lengua,
diafragma, cuello, escapulares, intercostales, psoas, y, corazon. También pueden
encontrarse en el higado, pulmones, cerebro, globo ocular, e incluso en el tocino,
especialmente cuando hay infeccion masiva (Cordero del Campillo y Rojo, 1999).

Figura 1.
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Figura 1. Ciclo de vida de 7aenia solium.
Fuente: Viniegra Ana. INVESTIGACION Y CIENCIAS. Mayo 2006. 7aenia soliunr. un
parasito cosmopolita.
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3.2.2 Caracteristicas Morfolégicas. El céstodo adulto “solitaria” presenta un
cuerpo largo y aplanado cuya longitud puede superar los dos metros. Figura 2. El

escolex (cabeza) posee una doble corona de ganchos y cuatro ventosas. Figura 3.

Figura 2. Céstodo adulto de 7aenia solium.

Fuente: Rodriguez Adriana. INVESTIGACION Y CIENCIAS. Mayo 2006. Taenia solium:
un parasito cosmopolita.

Figura 3. Escélex de 7aenia solium.

Fuente: Rabiela Maria. INVESTIGACION Y CIENCIAS. Mayo 2006. 7aenia soliun. un
parasito cosmopolita.
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Los segmentos, o proglétidos arrancan de una region germinal situada en la parte
inferior del escolex, los que estan préximos al cuello son inmaduros, los que estan
continuos son maduros, provistos de 6rganos genitales masculino y femenino, y
los mas distantes son proglétidos gravidos con un utero ramificado lleno de
huevos, cada proglétido mide entre 0.5y 2.0 cm. (Flisser ef al., 2006). Figura 4.

P s GANCHOS EN EL ROSTELD

#

" sy PROGLOTIDO
!

Figura 4. Proglétidos inmaduros, maduros y gravidos de 7aenia solium.

Fuente: Viniegra Ana. INVESTIGACION Y CIENCIAS. Mayo 2006. Taenia soliunt. un
parasito cosmopolita.
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Los huevos que rellenan el utero son pequefos, microscopicos, de 40 a 45
micrones de diametro y de forma esférica o levemente eliptica y poseen una
gruesa corteza radiada. Los huevos contienen un embrion provisto de seis
ganchos refringentes, denominado embrién hexacanto u oncdsfera. Dentro del
utero, cada huevo esta rodeado por una delgada capsula ovigera de proteccion, o

embriéforo (Reyes,1991). Figura 5.

—————  Embrion hexacanto

Cubierta radiada

Figura 5. Huevo de 7aenia sp.
Fuente: www.ciencia.hoje.uol.com.br/.../materia/view/3128.

La larva (cysticercus celullosae) esta plenamente desarrollada en una vesicula de
6 a 20 por 5 a 10 mm, esferoide o alargada formada por una cuticula y una capa
parenquimatosa con algunas fibrillas musculares y una red fibrilar. Hacia la zona
ecuatorial de la cara interna muestra una formacién densa y esférica (el escélex

invaginado) (Cordero del campillo Y Rojo, 1999).
Examenes microscépicos revelan que al igual que en 7aenia solium la larva

presenta un rostelo armado con cuatro ventosas y una doble corona de ganchos,
externos e internos. Los internos miden de 160 a 180 micrometros y los externos

23



miden de 110 a 140 micrometros .Las ventosas son circulares y su diametro oscila
entre 135 y 500 micrémetros (Ping-Chin ef a/, 2001; Euzéby, 2001). Figura 6.

M: membrana
LV: liquido vesicular

E: escoélex

Figura 6. Cisticercos vesicular de 7aenia solium.
Fuente: Laboratorio de investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Tropical
UNINCCA.

3.3 CLASIFICACION TAXONOMICA DE Taenia solium

REINO: Animal
SUBREINO: Metazoo
FILUM: Plathelminto
CLASE: Cestoidea
SUBCLASE: Cestoda
ORDEN: Cyclophyllidae
FAMILIA: Taenidae
GENERO: 7aenia

ESPECIE: solium
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3.4 CISTICERCOSIS PORCINA

La cisticercosis porcina es causada por la forma larval del céstodo de T7aenia
solium, caracterizada por el desarrollo de quistes de 10 por 20 mm y que puede
localizarse en diferentes 6rganos vy tejidos del cuerpo del animal, siendo el cerdo el
hospedero intermediario habitual para 7aenia solium (Burga, 1999).

El cerdo adquiere la infeccién a través de alimentos y agua contaminada con
heces infectadas, a su vez, con huevos de 7aenia solium, situacién que se facilita
en estos animales por sus habitos coprofagicos (Pinilla ef a/, 2003). También
existe la posibilidad de que la infeccion ocurra cerdo a cerdo (infeccion
secundaria), aunque en estos casos se ha demostrado que la carga parasitaria es
mucho mas baja que en una infeccion primaria (Gonzalez et al., 2005a), con pocos
cerdos albergando un gran numero de parasitos y muchos cerdos alojando un
menor numero de parasitos (Gonzalez ef al., 2006).

Para la cisticercosis porcina no se ha registrado la existencia de evidencia
patoldgica debido a que en muchos de los casos éstos cerdos son sacrificados y
comercializados de forma clandestina y a muy temprana edad, lo que evita que el
cisticerco sufra un proceso de calcificacion y se presenten cambios a nivel de

tejidos y 6rganos afectados. (Giraldo, 2005)

El desarrollo de cisticercos en los cerdos es bien tolerado. En general las
infecciones leves 0 moderadas no originan cuadros clinicos. No obstante, cerdos
infectados experimentalmente con 200000 huevos de T7aenia solium presentan
anorexia, fiebre, incremento en la frecuencia cardiaca y respiratoria, vomito y
diarrea (OPS/OMS, 1994).

Los cisticercos se alojan en casi todos los 6rganos y tejidos, siendo mas

frecuentemente observados en lengua, musculo macetero, anconeos, triceps,
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intercostales, corazén y ojo (OPS/OMS, 1994). Sin embargo, en un estudio
realizado por Ping-Chin ef a/ (2001) se encontré que los sitios por orden de
predileccion donde se alojaron el mayor numero de cisticercos fueron los
musculos de las piernas, musculos toraxicos, abdominal y diafragma, lengua,

corazon, musculo de la traquea y testiculos respectivamente.

La localizacion de los cisticercos en el encéfalo, se da tanto a nivel superficial
como profundo, entendiéndose por localizacién superficial, a la visibilidad externa
del cisticerco; y profunda, a los hallazgos de cisticercos cuando se realizan cortes
longitudinales y transversales del encéfalo (Burga, 1999).

Algunos estudios han demostrado que la respuesta del sistema inmune del cerdo
contra el agente invasivo es de tipo humoral, observandose gran cantidad de
células mononucleares y eusindfilos, y la co-localizacion de el MCH-IlI con
linfocitos B, monocitos/macréfagos formando una reaccion granulomatosa
(Londofo ef al., 2002), y que los anticuerpos aparecen mas tempranamente en
cerdos infectados con oncoésferas que en infecciones con posoncésferas (Rojas.,
et al1999).

3.5 DIAGNOSTICO

Para el diagndstico de la cisticercosis porcina se han probado diferentes técnicas,
las cuales de acuerdo a su grado de sensibilidad y especificidad se han
descartado o aprobado para su utilizacion en trabajos epidemiolégicos. Entre las

mas utilizadas tenemos.

3.5.1 Examen premortem o de lengua. En el diagnéstico premortem se realiza
un examen visual minucioso de la lengua (Gonzélez ef a/,1990).También se
examinan los ojos y las axilas, aunque este procedimiento es muy laborioso, la

localizacién del cisticerco en la lengua, muchas veces cerca de la mucosa, es por
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lo general facilmente visible y palpable; debe enfatizarse que la ausencia de
cisticercos en la lengua no descarta el diagnostico, ya que los cisticercos pueden
estar en otras localizaciones como el ojo, musculos, corazén, cerebro, etc.
(OPS/OMS,1994).

3.5.2 Examen postmortem o necropsia. Este diagnéstico postmortem se
realiza en donde se comercializa la carne de cerdo (en la canal), y consiste en
hacer cortes en el cuerpo del animal para observar la presencia o no de
cisticercos. Pero no hay uniformidad de criterios, en cuanto al lugar del corte,
extension y profundidad del mismo. La practica mas comun, es realizar cortes en
los musculos del brazuelo derecho, anconeos y triceps; algunos cortan los
musculos maseteros. Conviene examinar las visceras toracicas y abdominales,
sobre todo el corazén por ser un 6rgano que con frecuencia esta parasitado
(OPS/OMS, 1994).

La inspeccidon veterinaria de la carne detecta un bajo numero de las canales
infectadas con cisticercos y las canales inspeccionadas a menudo, son tomadas
del sector de la poblacion que tiene menos probabilidad de estar infectada. En las
canales donde se detecta un sélo cisticerco en la inspeccion veterinaria de
mataderos, probablemente contienen quistes viables en otras partes, por ello esas
canales deben ser decomisadas para ser procesadas en lugar de eliminar solo el

cisticerco (Ccama, 2001).

3.5.3 Métodos de diagndstico seroldgicos. El diagnéstico seroldgico se basa
fundamentalmente en la deteccion de anticuerpos estimulados por los diferentes
estadios del parasito y en menor medida en la deteccion de antigenos parasitarios
(OPS/OMS, 1994). En la actualidad los métodos serolégicos con fines
investigativos que mas se utilizan para el diagnostico de la cisticercosis porcina
son el EITB (enzime-linked immunoelectrotransfer blot assay) y el ensayo

inmunoenzimatico ELISA (enzime-linked immunosorbent assay). Aunque variantes
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de éste ultimo como el Dot-ELISA y el ELISA de captura también son utilizados
(Tinoco et al., 2004).

3.5.3.1 Inmunoelectrotransferencia ligada a enzima (EITB) o westernblot. La
prueba de EITB para el diagnéstico de la cisticercosis porcina emplea una fraccion
enriquecida de glicoproteina que se obtiene al purificar un extracto crudo del
cisticerco por cromatografia con lentil-lectina. Las glicoproteinas de esta fraccion
se separan por electroforesis de acrilamida y se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa, se corta en tiras de 3 mm de ancho, se incuba con una muestra de
suero y por ensayo inmunoenzimaico se revelan las bandas especificas para
cisticercosis porcina (Tsang ef a/,1989). El uso de la electroinmunotransferencia
(EITB) para la determinacion de anticuerpos anticisticercos se ha constituido en
una de las mejores herramientas disponibles hasta el momento para la
identificacion de individuos positivos en condiciones de campo (Aguduelo y
Palacios, 2003); ademas, cuando se utilizan antigenos purificados la prueba es
altamente especifica y sensible, y no presenta reacciones cruzadas (Garcia ef
al.,2001).Sin embargo su disponibilidad, alta especificidad y sensibilidad contrasta
con su alto costo (Flisser ef a/.,2006).

3.5.3.2 Ensayo inmunoenzimatico ELISA. El ensayo inmunoenzimatico ELISA
se basa en la fijacion del antigeno en una base solida el cual reacciona con el
anticuerpo que esta presente en las muestras de los sueros problemas, este a su
vez reacciona con un anticuerpo especifico, el cual esta unido covalentemente a
una enzima y finalmente se visualiza la reaccion mediante la adicion de un

sustrato enzimatico.

En la actualidad el ensayo inmunoenzimatico ELISA se ha constituido en una de
las herramientas mas utilizadas para el diagnostico de la cisticercosis porcina. A
pesar de no ser altamente especifico y sensible como el EITB y tener reacciones
cruzadas con otros helmintos (Gonzalez ef a/,1993), esta prueba es generalmente
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segura, rapida y simple, no requiere equipos costosos y sofisticados y puede ser
utilizada por personas con poca experiencia en métodos inmunodiagnosticos
(Sloan et al.,1995; Hancock et al,, 2003).

La baja sensibilidad y especificidad es debida a que el antigeno que se emplea es
un extracto crudo o fluido vesicular del cisticerco (Giraldo ef a/ ., 2000). Sin
embargo, cuando se trabaja con fracciones de glicoproteinas semipurificadas
simultaneamente disminuye la posibilidad de obtener reacciones cruzadas con
otras entidades parasitarias y permite obtener una alta especificidad y sensibilidad
(Ito et al, 1998; Giraldo et al, 2001). Para estos fines el Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia Tropical de la Universidad INCCA de Colombia ha
venido evaluando el comportamiento diagnéstico de fracciones polipeptidicas
obtenidas a partir de extractos crudos del estado larval del metacéstodo de 7aenia
solium con sueros porcinos mediante el ensayo de ELISA, donde ha encontrado
que fracciones de peso molecular de 29, 32, 41, 53, 61 y 64 kDa presentan rangos
de especificidad y sensibilidad cercanos al 100%. Hasta el momento la fraccion de
53 kDa es la que mejor comportamiento inmunolégico ha tenido debido a su alta
especificidad y sensibilidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) asi como también la de no presentar reacciones cruzadas.

En la tabla 1, se muestra la sensibilidad (S), especificidad (E), VPP, VPN vy la
reactividad antigénica (RA) de la fraccion de 53 KDa y de otras fracciones

antigénicas obtenidas y valoradas por este laboratorio.
En las tablas 2 y 3 se muestran los resultados de la evaluacion de reacciones

cruzadas contra algunos protozoarios y helmintos de las fracciones de
29,53,66,77 y 92 KDa del metacestodo de 7aenia solium.
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Tabla 1. Valoracion de la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo
positivo (VPP), valor predictivo negativos (VPN) y reactividad antigénica
(RA) de las fracciones 29,35,53,66,77 y 92 kDa del metacéstodo de T7aenia

solium Fuente:

Bioldégicas. Vol. 16, No 2 (2004); p 415.

Giraldo et a/ En: Asociacion Colombiana de Ciencias

Pr-om’efﬂo Pr-omfaQio

FRACCIONES || SENSIBILIDAD |} ESPECIFICIDAD || VEP || VEN absomarcia || sheorbang
sueros sueros

positivos(RA) negativos
| Extracto total | 76.6 I 70 | 7187 75 || o653 || o480 |
| 29kDa | 100 I 96.6 | 967 || 100 || 134 || 023 |
| 3k0a | 96.6 I 93.3 | 935 || 965 || 1.16 I 020 |
| %8kba || o508 || 100 | 100 || 921 | 0787 | 0303 |
| 66kda | 100 I 100 | 100 || 100 || 0744 || o447 |
| 77oa | 100 I 100 | 100 || 100 | 1175 | o508 |
| %2kpa | 100 I 100 | 100 || 100 | 0761 | o370 |

Tabla 2. Serologia de sueros para reacciones cruzadas de las fracciones de
29, 53, 66, 77 y 92 kDa. Protozoos

ENTAMOE ENTEROBIU
FRACCION | IODAMOE BA ENDOLIMA | TOXOPLASM | GIARDIA S ENTAMOE
(KDA) BA HYSTOLITI| X NANA A GONDII LAMBLIA | VERMICULA | BA COLI
BUTSCHLII CA RIS
29 - - -
53
66
77
92
Extracto +
total
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Tabla 3. Serologia de sueros para reacciones cruzadas de las fracciones de
29, 53, 66, 77 y 92 kDa. Helmintos

FRACCION HYMENOLEPIS ASCARIS TAENIA TAENIA STRONGYLOID TRICHURIS
(KDA) NANA LUMBRICOIDE [ SAGINA SOLIUM ES TRICHIURA
S TA STERCOLARIS
29 - - - -
53
66
77
92
Extracto + + + + + +
total

3.6 EPIDEMIOLOGIA

La cisticercosis por 7aenia solium es una enfermedad zoondtica comun en paises
en desarrollo y un grave problema de salud publica a nivel mundial (Tinoco ef al,
2004). Estudios epidemiolégicos arrojan resultados de prevalencias que varian
entre paises, como consecuencia de la diversidad de protocolos y metodologias
empleadas, asi como de la falta de vigilancia sanitaria de cada pais (Giraldo,
2005). En zonas rurales de Tanzania se reportan prevalencias que varian entre
3.2y 46.7% (Ngowi et al., 2004).

En paises de América Latina y el Caribe donde el sacrificio clandestino de cerdos
y sin inspeccion y control sanitario es muy elevado, los estudios arrojan rangos de
prevalencias variados (OPS/OMS, 1994). Para el caso de Peru, se reportan
niveles de seroprevalencias para zonas rurales las cuales varian entre 42.3 y
75.0% (Garcia et al, 2003). En estudios realizados en el Noreste de Brasil se
reportan prevalencias de entre 4.4, 3.2 y 23.5% para Salvador, Santo Amaro y
Jaquié respectivamente (Sakai ef a/,2001). En regiones del Ecuador las
prevalencias de cisticercosis porcina se encuentran entre 59 y 12.0%
(Jiménez,1976; Benitez,1995). En zonas rurales de Honduras se han encontrado
prevalencias de cisticercosis porcina de hasta 27.1% (Sakai ef al., 1998). México,
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pais que mas estudios ha realizado sobre cisticercosis porcina informa que las
prevalencias de esta infeccion parasitaria en zonas rurales muy apartadas es
hasta el 13% (De Aluja y Villalobos,2000).

De igual manera en Colombia se reportan prevalencias que varian entre las
distintas regiones del pais, por ejemplo, en el municipio de Coyaima,
departamento del Tolima, (regidon central del pais) Serrano ef al (1992) reporta
una prevalencia Total del 25.64%; en la Costa Norte, algunos estudios como el
realizado en el departamento de Cordoba, en los municipios de Mo#itos y Los
Cordoba en los cuales Quintero ef al. (2000) informa de una prevalencia Total de
13.33%. Otros estudios realizados en Tunja departamento de Boyaca (regién
oriental) Andrade ef al. (2003). reporta una prevalencia Total de 8.66%, Marin ef
al. (2004). en Calarca, departamento del Quindio informa de una prevalencia de
12.6%. Investigaciones similares realizadas por Patarroyo ef al (2004) en la
Planta de Beneficio de Ganado “Carlima” Ibagué, Tolima, reportan una prevalencia
de 10.5%. En el departamento de Sucre Acuia y Caldera (2006) reportan una
prevalencia de neurocisticercosis de 28.7% en la poblacién de Sabanas de Pedro.

Figura 7.
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3.7 IMPORTANCIA ECONOMICA

El impacto economico de la cisticercosis porcina solo ha sido calculado en un
numero reducido de paises, debido a que en muchos casos no se tiene una
adecuada informacion sobre la prevalencia real de la infeccion, sin embargo, las
perdidas econémicas causadas por ésta zoonosis fueron calculadas en algunos

paises y en otras instancias los costos fueron significativos (Gonzalez, 1993).

En 10 paises del Africa Central y Occidental, las pérdidas econémicas
ocasionadas por ésta enfermedad por ano son alrededor de 25 millones de euros.
En Sur América la cisticercosis porcina produce perdidas econémicas anuales
alrededor de 420 millones de ddlares (Pinto ef al., 2002).

En Meéxico, la cisticercosis porcina es responsable de grandes perdidas
economicas en la produccion porcina nacional y mas de 20 millones de ddlares al
afno por hospitalizacion y costos de tratamientos para humanos con cisticercosis
(Murrell, 1991). En Peru, se demostré que de 65 TM de carne de porcino que se
comercializaron en 1987, el 55% provenia de matanzas clandestinas, y de éstos el
40% (11700 TM) estaba infectado con cisticercosis, en este pais la cisticercosis
porcina causa perdidas econdmicas anuales por mas de 5 millones de dodlares
(Gonzélez, 1993).

En Colombia el Ministerio de Salud ha reportado el decomiso de 10000 a 11000
cerdos por afo, correspondientes aproximadamente a 440000 Kg. de carne
(OPS/OMS, 1994) equivalentes a pérdidas econdmicas cercanos a los 2000

millones de pesos.

En el desarrollo de la presente investigacion se pudo constatar que cuando resulta
un cerdo positivo en los sitios de sacrificios clandestinos de la zona, se concerta
con el propietario un nuevo precio que puede ser hasta el 50% menos del valor

inicial del animal o, es devuelto en definitivo al propietario. En ambos casos se
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pone en riesgo la salud de quienes adquieren los porcinos para comercializarlos

COmo carne para consumo ya que la misma se ofrecera a precios muy bajos.

3.8 TRATAMIENTO DE LA CISTICERCOSIS PORCINA

El tratamiento ideal para la cisticercosis porcina se puede describir como aquel
que mediante un minimo de manipulacion del animal consiga el 100% de

inactivacion de los quistes sin ningun efecto adverso y bajo costo (Falcon,1995).

Estudios in Vitro han demostrado la efectividad del Praziquantel y del Albendazol
Sulfoxido, aunque su efectividad va a depender de las concentraciones empleadas
y del tiempo de exposicion (Palomares ef al, 2004). También se ha demostrado
que el Oxfendazol es un cestocida potencialmente efectivo contra la cisticercosis
porcina porque ademas de combatir la infeccidon protege al cerdo contra futuras
reinfecciones (Gonzalez et al., 2001).

3.9 CONTROL Y PREVENCION

La crianza de cerdos tecnificada en condiciones basicas de higiene y restriccion,
resulta una importante medida de intervencion para disminuir la cisticercosis
porcina en comunidades rurales (Vazquez ef al, 2001), ademas es necesario la
introduccion de informacion técnica y realizar pequefias modificaciones
tecnologicas dentro de la crianza tradicional de cerdos en areas donde la
cisticercosis porcina es endémica (Pinto ef al, 2002). La utilizacién de péptidos
sintéticos como vacuna ha demostrado reducir hasta en un 98.7% la viabilidad de
los cisticercos disminuyendo considerablemente la tasa de infeccion (Huerta ef al,
2002). El desarrollo de vacunas utilizando antigenos de diferentes estadios del
parasito también puede ser un método eficaz (Flisser ef al., 2004; Gonzalez ef al.,
2005b).
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4. METODOLOGIA

41 LUGAR DE ESTUDIO

El estudio se realizé en el municipio de Galeras, departamento de Sucre, durante
los meses de octubre y noviembre del 2005. Este municipio se encuentra ubicado
en la zona centro del departamento de Sucre, situado a unos 72 Kms
aproximadamente de la capital, Sincelejo, a 9° 12’ 48” de Latitud Norte y 75° 0.5’
48” de Longitud Oeste del meridiano de Greenwich. En esta zona predomina un
clima de bosque seco tropical, con una precipitacion promedio anual de 3200 mm
y con una temperatura alrededor de los 32 °C. Las actividades econémicas de
mayor importancia son la agricultura, ganaderia extensiva y cria de animales

domésticos sin ninguna tecnificacion.

4.2 TIPO DE ESTUDIO Y SELECCION DE LA MUESTRA

Se realizd un estudio descriptivo y transversal. Se tomé como universo el total de
cerdos registrados en la UMATA, Seccional Galeras. Tomando en cuenta una
poblacion de 2560 cerdos (censo 2004) de traspatio en todo el municipio de
Galeras, se estimé el tamafo de la muestra, basandose en la férmula para
estudios descriptivos (Cox y Cochran, 1976) (Anexo A). La formula calculé un
tamano de muestra representativa para la poblacion porcina del municipio de
Galeras de 182 cerdos aproximadamente, con un nivel de confianza del 95% y
una precision del 4%.

36



4.3 TRABAJO DE CAMPO

Se realizaron visitas previas a las casas particulares donde se sacrificaban y
comercializaban los cerdos, con el propdsito de explicar el objetivo de la
investigacion y las implicaciones de ésta. Se invitd a participar voluntariamente a
cada una de estas personas mediante la firma de un consentimiento informado
(Anexo B).

4.3.1 Diagnéstico de cisticercosis porcina por examen premortem

4.3.1.1 Examen de lengua. Previamente al sacrificio de los cerdos, se procedio a
realizar la respectiva palpacion de los nodulos y/o identificacion visual de los
cisticercos. Para ello se sujetoé el animal, se le introdujo un trozo de madera en
forma transversal en el hocico para mantenerlo abierto y se le jalo la lengua
utilizando una tela. Los criterios utilizados para el diagnéstico fueron: a) la
observaciéon de los quistes en la superficie de la lengua, b) la palpacién de la
lengua y su base, y c) la observacion de los cisticercos o rasgos que sugieran
que fueron extraidos (practica muy comun) (Gonzalez., ef a/ 1993). También se

examinaron los ojos y las axilas.

4.3.2 Diagnéstico de cisticercosis porcina por examen postmortem

4.3.2.1 Inspeccion por necropsia. Inmediatamente después del sacrificio del
animal se procedié a realizar cortes en los musculos (serrato dorsal, maseteros,
diafragma, corazon, etc.) y visceras (pulmén, higado y rifilones) para constatar la
presencia de cisticercos. Este examen se realizd de manera cuidadosa para no
dejar pasar desapercibidos algunos cisticercos en la canal, si fuere el caso de una

infeccion leve.

37



4.3.3 Obtencion de muestras sanguinea. Se tomaron entre 5 y 8 ml de sangre a
cada animal en el momento de la estocada, previa desinfeccion con alcohol
yodado en el sitio de la puncion. Los cuales fueron envasados en tubos de vidrio
estériles sin anticoagulante, previamente rotulados. Las muestras de sangre
contenidas en los tubos se dejaron en reposo durante 1 hora a temperatura

ambiente para retraccion del coagulo.

Posteriormente al diagnostico premortem, postmortem y obtencion de la muestra
sanguinea de cada animal, a éstos se les asigné un codigo de identificacion y se
les realizé una encuesta que contenia los siguientes datos: peso, edad, sexo,
raza, procedencia, destino (posibles factores de riesgos) y resultado de examen
premortem y postmortem (Anexo C).

434 Transporte y procesamiento de las muestras. Recolectadas todas las
muestras se conservaron y transportaron en frio en nevera de icopor para ser
procesadas en el hospital del municipio de Galeras, donde se centrifugaron a 2500
rpm por 15 minutos. El suero obtenido fue alicuotado en tubos eppendorf de 1.5

ml previamente rotulados y se conservaron en frio hasta su posterior analisis.

44 TRABAJO DE LABORATORIO

Los procedimientos para la obtencion y separacion de proteinas, asi como los
ensayos seroldgicos se llevaron a cabo en las instalaciones del laboratorio de
investigacion en Microbiologia y Parasitologia Tropical de la Universidad INCCA

de Colombia.

441 Obtencion del antigeno total (AgT). EI AgT fue obtenido a partir de

cisticercos viables disertados de un cerdo positivo por examen postmortem
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durante la fase de campo proveniente del municipio de Galeras, cuyo protocolo se
presenta en el Anexo D.

4.4.2 Obtencion de la fraccion polipeptidica de 53 kDa por electroforesis de
poliacrilamida-bisacrilamida (SDS-PAGE) y elusiéon pasiva. Se monté un gel
preparativo denaturante parcial al 10% (Anexo E), al cual se le realizd una
precorrida para eliminar las impurezas idnicas a 100 voltios por 30 minutos;
posteriormente se adiciond 490 pl de muestra en un macropozo, de los cuales 315

Ml correspondian al AgT y 175 pl al Buffer de carga, con un voltaje de 100.

Todo el proceso fue desarrollado con refrigeracién por reflujo. Después de
desmontar el gel se procedio a realizar cortes transversales al gel separador de
aproximadamente 1,5 mm de espesor y del ancho del gel, estas tiras de gel fueron
suspendidas individualmente en tubos eppendorf con 500 ul de Buffer PBS-Tween

PH 7.2 (Anexo F), con el fin de eluir las proteinas y recuperarlas del trozo de gel.

Seguidamente se macerd hasta una completa homogenizacién y se centrifugo a
13000 rpm por 30 minutos. Posteriormente se tomaron 9 pl del sobrenadante y 5
Ml del Buffer de carga y se procedid a realizar otra electroforesis con los eluidos vy
los marcadores de peso molecular entre 7 y 205 kDa, bajo las mismas condiciones
de la electroforesis preparativa. Terminada la corrida electroforética se desmonté
el gel y se colored para comprobar la existencia de las fracciones antigénicas con
una solucion coloreadora y se decolored con una solucion decolorante (Anexo G),
(Giraldo et al., 2000).

Posteriormente se calculé el Rf (Tasa de migracién) a cada una de las bandas
presentes en el gel, para ubicar topograficamente a cada una de las fracciones
pertenecientes al AgT y en especial la de 53 kDa por ser de nuestro interés.

Obtenidos los valores de Rf se procedio a calcular el peso molecular (PM) de cada
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fraccion, empleando la ecuacién de la regresion potencial de la curva de
calibracion de PM Vs Rf

Y= 176.09 #2710

Fuente: Giraldo ef a/, 2000.

4.4.3 Medicion de la concentracién proteica de la fraccion de 53 kDa. La
cuantificaciéon de la proteina de 53 kDa fue realizada por el método Bradford
(Bradford,1976). Se emple6é un patron con una concentracién de 50 ug/ml de
albumina sérica bovina fraccion V (BSA), posteriormente se tomaron 40 ul de cada
fraccion eluida y se le adicionaron 2 ml del reactivo de Bradford (Anexo H), luego
se procedid a realizar la lectura de los valores de absorbancia en un
espectrofotdmetro a 560 nm. Con los datos se calibré la curva de concentraciéon
vs. absorbancia y se calculé la ecuacion correspondiente que permitio la
interpolacion de los valores de absorbancia de las muestras determinandose la
concentracién de cada una de las fracciones, con especial interés por la de 53
KDa.

444 Serologia. La deteccién de anticuerpos especificos del tipo IgG fue
realizado utilizando la prueba de inmunoensayo indirecto ELISA, previamente
estandarizado por el equipo de investigacion en Microbiologia y Parasitologia
Tropical de la Universidad INCCA de Colombia.

445 Controles. Para el desarrollo de la prueba de ELISA fueron utilizados los
respectivos controles positivos, provenientes de sueros porcinos positivos para

cisticercosis por examen premortem, postmortem y ensayos seroldgicos de ELISA
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de una region endémica del departamento del Cauca, y negativos por examen
premortem, necropcia y serologicamente de una regidbn no endémica del

departamento del Quindio.

446 Técnica de ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para el diagnéstico de
cisticercosis porcina. La sensibilizaciéon de la placa de ELISA se realizé tomado
como concentracion de antigeno (fraccion de 53 KDa) de 0.2 pl/ml, diluidos en
buffer de cobertura 0.2 M pH 9.6 (Anexo I), se adicionaron 100 pl de antigeno por
pozo y se procedid a la incubacién de la placa durante toda la noche a 4° C. Se
lavé la placa 3 veces con buffer PBS — Tween 20 al 0.1 % pH 7.4 por 5 minutos
cada vez. Se bloqued la placa con 200 pl por pozo con albumina sérica bovina 0.1
% fraccién V en buffer PBS — Tween 20 y se incubd a 37° C por 1hora, se repitio el
proceso de lavado anterior y se adiciond 100 pl por pozo de los sueros problemas
en una dilucién de 1/100 en buffer PBS — Tween 20 y se incub6 a 37° C por 1
hora. Nuevamente se realizé el proceso de lavado descrito antes y se agregd 100
Ml de conjugado (Anti IgG porcina) marcada con peroxidasa en una dilucion de
1/2500 en buffer PBS — Tween 20 y se incubd durante una hora a 37° C.
Nuevamente se lavo la placa y se reveldo adicionando 200 pl de la solucion
reveladora OPD (Sigma P 2903). Finalmente se frend la reacciéon a los 10
minutos a temperatura ambiente, con 50 pl de HCL 2.5 N. Las muestras fueron
analizadas por duplicado, incluido un blanco. La lectura de los valores de
absorbancia se realizé a 492 nm en un lector de ELISA Multiskan Plus MKII.

4.4.7 Interpretacion de la prueba. Se consider6 positiva toda densidad 6ptica
igual o superior al punto de corte, el cual se ha definido como el punto de cruce
entre el promedio de las lecturas de los sueros controles no reactivos (CN) mas
dos desviaciones estandar (DS) (Vargas, 2004; Medina, 2004).
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VC=CN+2DS

Las férmulas utilizadas para determinar la seroprevalencia segun la prueba, la
prevalencia corregida y calculo de prevalencia por examen premortem vy

postmortem se presentan en el anexo (J).

4.4.8 Analisis estadistico. El analisis estadistico se realiz6 empleando el paquete
estadistico SPSS (Chicago, IL). Los resultados de seroprevalencia se presentaran
con intervalos de confianza del 95%. El efecto de las variables: peso, edad, sexo,
raza, procedencia, como (posibles) factores de riesgos sobre la presencia de
anticuerpos anticisticercos, expresadas como resultado a la prueba serolégica de
ELISA, se evalud haciendo uso de la prueba de Ji — cuadrado (X9), adicionalmente
se utilizo la prueba de regresion logistica, la cual no sélo determina la presencia
de asociacion entre las variables en estudio sino que también la cuantifica, lo que

permite tener resultados mas exactos.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DESCRIPTIVAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Se estudid una muestra de 188 individuos (n = 188). De estos, 105 (55.9 %)
pertenecian al género masculino y 83 (44.1 %) al género femenino. El rango de
edad se estimé entre 3 y 30 meses; el mayor porcentaje de cerdos estuvo entre 4
— 7 meses. El peso oscilo entre 17 y 170 Kg. El rango de peso mas abundante fue
el de 30 — 59 Kg. 159 (84.6 %) fueron de raza criolla y 29 (15.4 %) de raza yelsi.
En cuanto a la procedencia de los animales 112 (59.6 %) fueron de traspatio y 76

(40.4 %) fueron de origen rural (casas y fincas aledafas al municipio). Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas descriptivas de la poblacion de estudio. Galeras —
Sucre.

VARIABLE N %
Macho 105 55,9
Sexo Hembra 83 44 1
Total 188 100
Menor de 4 2 1,1
4-7 98 521
Edad (meses) |38 -11 64 34,0
12 0 mas 24 12,8
Total 188 100
Menor de 30 8 4,3
30 - 59 111 59,0
Pesos (kg) 60 - 89 53 28,2
90 o mas 16 8,5
Total 188 100
Criolla 159 84,6
Raza Yelsi 29 15,4
Total 188 100
Traspatio 112 59,6
Procedencia Rural 76 40,4
Total 188 100
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5.2 EVALUACION FiSICA : EXAMEN PREMORTEM Y POSTMORTEM

Por el método de evaluacion premortem, ninguno de los 188 porcinos
diagnosticados resulté positivo, ya que en ninguno de ellos se pudo evidenciar la
presencia del estado larval de la 7aenia solium, 1o cual representa una prevalencia
de 0.0 % (0/188) por examen premortem (Figura 8). Sin embargo cuando se les
realizd el examen postmortem, se pudo diagnosticar un porcino como positivo al
encontrar nddulos o larvas de 7aenia solium a nivel de érganos y tejidos, con
infeccion masiva en el corazon (Figura 9). Mediante este ultimo examen se obtuvo
una prevalencia de cisticercosis del 0,5% (1/188) para el municipio de Galeras
(Figura 10), siendo el individuo de género femenino y de procedencia municipal

(traspatio).

|I:I Positivo @ Negativo |

Figura 8. Prevalencia de cisticercosis porcina por examen premortem para el
municipio de Galeras.

Fuente: El autor.
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» Cisticerco

Figura 9. Cisticercosis muscular: Mdaltiples larvas de 7aenia solium en el
corazén de un cerdo positivo por examen postmortem.

Fuente: El autor.

0.5%

\ O positivo H negativo

Figura 10. Prevalencia de cisticercosis porcina por examen postmortem para

el municipio de Galeras.
Fuente: El autor.
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5.3 OBTENCION DE LA FRACCION DE 53 KDA POR ELECTROFORESIS
(SDS-PAGE) Y ELUSION PASIVA

A partir del extracto antigénico total de larvas de 7aenia solium con concentracion
de 14 mg/ml, empleando la técnica de electroforesis SDS-PAGE, se pudo separar
los diferentes polipéptidos del antigeno total, revelando un complejo de bandas
proteicas de diferentes pesos moleculares, referenciadas por patrones de pesos

moleculares altos y bajos los cuales oscilaban entre 7 y 205 KDa.

De esta manera se pudo localizar topograficamente la fraccion de 53 kDa (Figura

11) de interés para este estudio.

1 2 Ag Total 1 2
- 205 — 205
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- 116
- o7 3
- 84
46 - 86 90 e 1
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45 g 45 “ |
—3¢ 36 —36 36
|
| \
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—24
~20

- 24

=20

L {42

Figura 11. Gel de electroforesis al 10 % con el antigeno total donde se
muestra la fraccion de 53 KDa. 1. Marcadores de peso Molecular bajo. 2

Marcadores de peso Molecular alto

Fuente: El autor, Bogota, 2006.
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A partir de esta electroforesis se tomé el fragmento de gel que contenia la fraccion
de 53 kDa, conformada por una sola banda, a este fragmento se le aplico la

técnica de elusion pasiva para semipurificar la fraccion (Figura 12).

12345 6 789101112 1314151617 1819

205- | 1}

116-

o7-

66- 66

55- § 55 |
53- 53 4 |

36- 36

20- 2 g2

1338 - 12

7 o7

Figura 12. Gel de electroporesis al 10% con la fraccion de 53 KDa 5. Pesos
moleculares altos. 7 y 8 Ag Total. 11y 12 Fraccion de 53 kDa. 15 Pesos
moleculares bajos

Fuente: El autor.

5.4 CUANTIFICACION DE LA FRACCION PROTEICA DE 53 KDA POR EL
METODO DE BRADFORD

El método de Bradford permitié la cuantificacion de la concentracion de la fraccion
proteica de 53 KDa obtenida por elusién pasiva, lograndose obtener un valor de

concentracion de 24.53 pg/ml.
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5.5 SEROPREVALENCIA DE CISTICERCOSIS EN PORCINOS MEDIANTE EL
INMUNOENSAYO ELISA CON LA FRACCION DE 53 KDA

El punto de corte para el inmunoensayo ELISA con la fraccion de 53 KDa,
utilizando sueros porcinos se establecio en 0,533 (Giraldo ef a/., 2000).

En el diagnéstico por la prueba de inmunoensayo ELISA, 47 de 188 sueros
analizados presentaron anticuerpos anticisticercos positivos (Figura 13 y 14),
indicando una seroprevalencia de laboratorio del 25.0%, que al ser corregida

teniendo en cuenta la sensibilidad y especificidad de la prueba diagnoéstica (100%

y 99.1% respectivamente) fue de 24.32%, para el municipio de Galeras (Figura
15).

Figura 13. Niveles de IgG total en la poblacién objeto de estudio. Fotografia
del microplato con los resultados obtenidos. Pozos A1 — A2: Control
positivo, Pozos A3 - A4: Control negativo, Pozos H11 — H12:Blanco, Pozos
A5 — H10: Muestras problemas.

Fuente: El autor.
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Figura 14. Niveles de IgG total en la poblacién objeto de estudio. Distribucién
de los valores de absorbancia de los sueros en la poblaciéon objeto estudio
evaluada mediante la técnica de ELISA.

Fuente: El autor.

0O positivo
B negativo

Figura 15. Seroprevalencia de cisticercosis porcina para el municipio de

Galeras.
Fuente: El autor.

49




De los 47 individuos que resultaron positivos para la prueba de ELISA 17 (9.04%)
fueron del género masculino y 30 (15.96%) del género femenino. 41 (21.8%)
fueron de raza criolla y 6 (3.19%) de raza yelsi; 31 (16.49%) provenian de
traspatio y 16 (8.51 %) de origen rural (Tabla 5-7).

Tabla 5. Relacién entre los resultados de la prueba serolégica de ELISA
contra la fraccion de 53 kDa y el sexo de la poblacién de estudio. Galeras —
Sucre.

SEROLOGIA MACHO HEMBRA TOTAL
(ELISA) n % n % n %
Positivos 17 9.04 30 15.96 47 25.0

Negativos 88 46.80 53 28.19 141 75.0
Total 105 55.84 83 44.15 188 100

Tabla 6. Relacién entre los resultados de la prueba seroldégica de ELISA
contra la fraccion de 53 kDa y la Raza de la poblacién de estudio. Galeras -
Sucre.

SEROLOGIA CRIOLLO YELSI TOTAL
(ELISA) n % n % n %
Positivos 41 21.8 6 3.19 47 | 25.0
Negativos 118 62.76 23 12.23 141_ | 75.0

Total 159 84.56 29 15.42 188 | 100

Tabla 7. Relacién entre los resultados de la prueba serolégica de ELISA
contra la fraccién de 53 kDa y la procedencia de la poblacion de estudio.
Galeras - Sucre.

SEROLOGIA RURAL TRASPATIO TOTAL
n % n % n %
(ELISA)
Positivos 16 8.51 31 16.49 47 25.0
Negativos 60 31.91 81 43.08 141 75.0
Total 76 40.42 112 59.57 188 100
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El grupo etareo con mayor frecuencia de anticuerpos anticisticercos fue el de 4-7
meses; con respecto a la variable peso, se encontré que los individuos que
presentaron mayor frecuencia de anticuerpos anticisticercos oscilaron entre 30-59
Kg. (Tabla 8-9).

Tabla 8. Relacion entre los resultados de la prueba serolégica de ELISA
contra la fraccion de 53 kDa y los grupos etareos de la poblacién de estudio.
Galeras — Sucre.

SEROPOSITIVIDAD (ELISA)
Positivos Negativos Total
GRUPOS ETAREOS n % n % n %
Menor a 4 meses 0 0 2 1.06 2 1.06
Entre 4 - 7 meses 23 1223 | 75 39.9 98 52.13
Entre 8-11 meses 16 8.51 48 25.53 64 34.04
12 meses 0 mas 8 4.25 16 8.51 24 12.76
TOTAL 47 2499 | 141 | 75.00 | 188 100

Tabla 9. Relacién entre los resultados de la prueba serolégica de ELISA
contra la fracciéon de 53 kDa y los pesos de la poblacién de estudio. Galeras
— Sucre.

SEROPOSITIVIDAD (ELISA)
PESOS Positivo Negativo Total
% n % n %
Menor a 30 Kilos 2 1.06 6 3.19 8 4.25
Entre 30-59 Kilos 23 12.23 88 46.80 111 59.04
Entre 60-89 Kilos 16 8.51 37 19.68 53 28.20
90 Kilos 0 mas 6 3.19 10 5.32 16 8.51
TOTAL 47 | 24.99 141 75 188 100
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5.6 EVALUACION DE POSIBLES FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A
LA SEROPOSITIVIDAD DE LA CISTICERCOSIS PORCINA

El presente estudio mostré que existe una diferencia estadisticamente significativa
con relacion al género (p=0.002) (Tabla 10). Se encontré que entre los cerdos que
fueron positivos para la prueba seroldgica de ELISA, la probabilidad de encontrar
un individuo macho es 0.341 veces la probabilidad de encontrar uno hembra, en
este sentido el género masculino se comporta como un factor protector para
adquirir la enfermedad. El factor protector hace referencia a aquellos animales que
tiene una menor probabilidad de ser infectados por causas externas. Siguiendo el
mismo criterio, se encontré que la probabilidad de encontrar un individuo hembra
infectado es 2.930 veces la probabilidad de encontrar uno macho, comportandose
el género femenino como un factor de predisposicién para contraer la enfermedad
(Tablas 11). Al analizar la variable raza, se encontré que no existe una asociacién
estadistica cuando se relacioné con la seropositividad (p=0.560); sin embargo se
encontré una mayor proporcion de cerdos de raza criolla seropositivos (Tabla 12).
Asi mismo cuando se analizaron factores asociados a la seropositividad,
encontramos que no hay diferencia significativa, con respecto a la procedencia de
los animales (rural o traspatio) (p=0.303); con los grupos etareos (p=0.412; 0.613;
1.000; 0.313) o con el peso (p=1.000; 0.104; 0.303; 0.227) (Tablas 13-15).

Tabla 10. Tabla de contingencia para analisis de Chi — cuadrado entre
seropositividad y el sexo de los individuos. Galeras - Sucre.

SEXO ELISA POSITIVO ELISA NEGATIVO
Frecuencia % Frecuencia %
Macho 17 36.17 88 62.41
Hembra 30 63.83 53 37.59
Total 47 100 141 100
Chi Cuadrado = 9.844 p=0.002
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Tabla 11. Estimacion de riesgo para el sexo de los animales. Galeras — Sucre.

CARACTERISTICA

VALOR

INTERVALO DE CONFIANZA AL 95%

Sexo macho

Inferior

Superior

Razén de las
ventajas para Sexo
MACHO

0.341

0.172

0.677

Sexo hembra

Razén de las
ventajas para Sexo
HEMBRA

2.930

1.476

5.817

Tabla 12. Tabla de contingencia para analisis de Chi — cuadrado entre

seropositividad y la raza de los individuos. Galeras — Sucre.

RAZA ELISA POSITIVO ELISA NEGATIVO
Frecuencia % Frecuencia %
Criollo 41 87.23 118 83.7
Yelsi 6 12.77 23 16.3
Total 47 100 141 100
Chi Cuadrado = 0.340 p= 0.560

Tabla 13. Tabla de contingencia para analisis de Chi — cuadrado entre

seropositividad y la procedencia de los individuos. Galeras — Sucre.

PROCEDENCIA ELISA POSITIVO ELISA NEGATIVO
Frecuencia % Frecuencia %
Traspatio 31 66 81 57.45
Rural 16 34 60 42.55
Total 47 100 141 100
Chi Cuadrado = 1.060 p=0.303
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Tabla 14. Tabla de contingencia para analisis de Chi — cuadrado entre
seropositividad y la edad de los individuos. Galeras — Sucre.

SEROPOSITIVIDAD (ELISA)
GRUPOS ETAREOS Positivos Negativos
n % n % X2 P

Menor a 4 meses 0 0.00 2 1.42 0.674 0.412
Entre 4 - 7 meses 23 4894 | 75 53.2 0.256 0.613
Entre 8-11 meses 16 34.04 | 48 | 34.04 0.000 1.000
12 meses 0 mas 8 1702 16 | 11.35 1.019 0.313
TOTAL 47 100 141 100

Tabla 15 . Tabla de contingencia para analisis de Chi — cuadrado entre
seropositividad y el peso de los individuos. Galeras — Sucre.

SEROPOSITIVIDAD (ELISA)
PESOS Positivos Negativos Chi
% - % cuadrado P
Menor a 30 Kilos 2 4.26 6 4.26 0.000 1.000
Entre 30-59 Kilos 23 48.93 88 62.41 2.657 0.104
Entre 60-89 Kilos 16 34.04 37 26.24 1.060 0.303
90 Kilos 0 mas 6 12.76 10 7.09 1.457 0.227
TOTAL 47 100 141 100

5.7 REGRESION LOGISTICA

El criterio para decidir si una variable representa un factor de riesgo mediante la
prueba de regresion, es evaluando el nivel de significancia (debe ser menor de
0.05 para admitir que la variable influye en el modelo), los intervalos de confianza
del Odds Ratio y el Odds Ratio (Radio de Oportunidad que ocurra el hecho), el
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cual si es mayor a 1 indica que la variable en evaluacién representa un factor de
riesgo; si es igual a 1 la variable es indiferente, y si es menor a 1 indica que la
variable del estudio se comporta como un factor protector. Siguiendo este criterio,
el analisis de regresion logistica confirma que la variable género masculino
representa un factor protector para la enfermedad con un Odds Ratio menor a 1
(0.342). La tabla 16 muestra la cuantificacidon del riesgo con sus respectivos limites
de confianza para las variables consideradas como posibles factores de

exposicion.

Tabla 16. Resultado de Odds Ratio a partir de la evaluacién del efecto de las
variables en estudio sobre la presencia de anticuerpos mediante la prueba
de regresion logistica.

NIVEL DE ODDS IC DEL 95 % DEL OR
VARIABLES SIGNIFICANCIA RATIO Limite Limite
(OR) Inferior Superior
Masculino 0.004 0.342 0.164 0.709
Yelsi 0.554 0.728 0.254 2.086
Traspatio 0.668 1.177 0.559 2.476
Edad 1 0.999 0.000 0.000
Edad 2 0.352 1.989 0.467 8.466
Edad 3 0.522 1.489 0.440 5.043
Peso 1 0.391 0.367 0.037 3.635
Peso 2 0.134 0.313 0.068 1.429
Peso 3 0.517 0.647 0.173 2.419
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

La comparacion de los resultados obtenidos mediante la evaluacion premortem vy
postmortem con valores de 0.0 % y 0.5 % respectivamente y los obtenidos con la
prueba de ELISA utilizando la fraccion de 53 kDa de 24.32 demuestran la poca
confiabilidad e ineficacia que tienes estos dos tipos de examenes directos como
pruebas para el diagnédstico de la cisticercosis porcina en campo, destacando la
importancia de las pruebas serolégicas como el ensayo de ELISA por ser de alta
especificidad y sensibilidad al momento de diagnosticar la cisticercosis porcina.

Sin embargo, estos métodos de diagnodsticos directos aun se emplean en areas
rurales y centrales de sacrificios registradas como legales. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Sato ef a/, (2003), en una regién endémica de
Tanzania donde el 76% de los cerdos positivos por inspeccion lingual y 34% de
cerdos negativos por inspeccion de lengua y necropsia fueron positivos para la
prueba de ELISA. En Colombia se han realizado estudios de seroprevalencia de
cisticercosis porcina que han arrojado resultados similares como los obtenidos por
Marin ef al, (2004) los cuales reportan una prevalencia de 1.3 % en examen
premortem y postmortem y del 12.6 % con el examen seroldgico ELISA. De igual
manera trabajos realizados por Giraldo, (2005), informa de una prevalencia de
0.28 % y 0.0 % por examenes premortem y postmortem respectivamente, y de
5.01 utilizando el ensayo seroldgico ELISA. Asi como los reportados por Andrade
et al., (2004), que comunican de una prevalencia de 0.0 % en examen premortem
y postmortem y de 8.66 % con la prueba de ELISA.

Los bajos resultados obtenidos con los métodos directos son debido a que en la
mayoria de los casos, algunas infecciones leves llegan a pasar desapercibidas,
generalmente cuando hay menos de 10 cisticercos (Santi, 1997), o por que

pueden haber cisticercos localizados en otros 6rganos (OPS/OMS, 1994), por lo
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que no es recomendado en ninguno de los casos la utilizacion de estos tipos de

examenes directos cuando se trata de diagnosticar la cisticercosis porcina.

La técnica de electroforesis SDS-PAGE y elusiébn pasiva, permitio la
semipurificacién de la fraccion de 53 KDa, ya que la concentracién valorada a
partir de la elusion de esta fraccion, fue 6ptima para su utilizacion en la técnica de
ELISA, por lo que puede competir con otros métodos de obtencién de fracciones
proteicas de alto y bajo peso molecular como la cromatografia de afinidad, la
cromatografia en columna o el isoelectroenfoque, teniendo como ventaja su bajo

costo con respecto a las anteriores, y su facilidad de acceso, 2000 ).

El alto porcentaje de sueros positivos (24,32%) obtenidos mediante la prueba de
ELISA con la fraccion de 53 kDa, sugiere que este es un polipéptido que es
facilmente reconocido por los anticuerpos presentes en suero, debido a que dicha
fraccion es un buen estimulante antigénico y siendo esta de facil acceso al sistema

inmunoldgico del huésped (Giraldo ef al., 2000 ;Vargas, 2004).

En estudios realizados por Dhanalashmi ef a/. (2005) sobre el perfil proteico de
larvas de 7aenia solium, se observod la presencia de una banda de 53 KDa en una
electroforesis SDS-PAGE con las proteinas del extracto total de cisticercos
(membranas, escolex y liquido vesicular), ademas no se evidencio la presencia de
dicha banda cuando se realiz6 la electroforesis con las proteinas presentes en el
escolex y liquido vesicular. Esto sugirido que la fraccion de 53 KDa se encuentra
localizada en la membrana vesicular del parasito y por lo tanto, puede ser de facil
reconocimiento por parte del sistema inmune del huésped.

Otro aspecto relevante de la alta reactividad inmunogénica de esta fraccion,
posiblemente sea su naturaleza glicoproteica. Segun Grolg ef a/, (1985), mas del
65% de los constituyentes de la membrana vesicular son glicoproteinas, las cuales

contienen cadenas de N-acetilglucosaminas y alfa-D-galactosa, estos azucares
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juegan un papel importante en la antigenicidad de esta proteina. En trabajos
realizados por Obregon ef al (2002), se demostré la importancia de la
antigenicidad de estos oligosacaridos, ya que cuando se sometieron a
deglicolizacion enzimatica algunas de esta glicoproteinas redujeron su

antigenicidad hasta en un 70%.

Aunque el ensayo inmunoenzimatico ELISA presenta niveles de sensibilidad y
especificidad bajos (Gonzalez, 1993), asi como reacciones cruzadas con otros
helmintos (Tsang et al, 1989), en nuestro caso utilizamos una fraccion proteica
(53 KDa) que ha demostrado tener niveles de sensibilidad y especificidad
cercanos al 100 %, asi como de la ausencia de reacciones cruzadas con otras
entidades parasitarias al ser evaluada con muestras de suero porcinos positivos

para cisticercosis (Giraldo ef a/., 2000).

La prueba diagnostica permitié tener una mayor seguridad debido a que existe una
reduccidn en la presentacion de reacciones cruzadas con otras entidades
parasitarias, porque esta fraccion se encuentra por fuera del rango de las
fracciones proteicas pertenecientes al antigeno B (95 KDa — 105 KDa) y que
segun la OPS/OMS, (1994) se encuentra ampliamente distribuido en otros
céstodos. Esto demuestra que esta fraccion proteica es ideal para el diagndstico

de la cisticercosis porcina en campo, como lo ha sido el propdsito de este estudio.

La seroprevalencia general para cisticercosis porcina en el municipio de Galeras,
Sucre fue del 24.3 %, indicando una de las seroprevalencias mas altas de
cisticercosis porcina en Colombia. Este valor es cercano a lo reportado por
Serrano ef al (1992), el cual fue de 25.64 %. Sin embargo este resultado fue
superior a los obtenidos en otros estudios similares realizados por Marin ef a/
(2004) donde reporta una seroprevalencia del 12.6%, 10.5% (Patarroyo ef al,
2004), 8.66% (Andrade ef al., 2003), 5.01% (Giraldo, 2005) y 4.65% (Agudelo y

Palacio, 2003). Mostrando la diversidad de seroprevalencias que existen en las
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diferentes regiones del pais como consecuencia de diversos factores como
ubicacion geografica, costumbres y habitos alimenticios, acceso a vias de
comunicacion, el efecto de la letrinizacion y caracteristicas propias del manejo de

los animales.

La prevalencia encontrada en este estudio esta mas aproximada a la realidad, que
las encontradas en mataderos registrados como legales debido a que en este tipo
de mataderos no existe ninguna inspeccion sanitaria de la carne por parte de las

autoridades locales.

El resultado de una prevalencia tan alta como la encontrada en el municipio de
Galeras, probablemente se deba a que en esta region existan personas teniasicas
que estén contaminando el medio ambiente con huevos de 7aenia solium, en esta
zona no existen datos a cerca de la prevalencia real de la teniasis humana y es
posible que ésta infeccion sea endémica en este municipio, ademas se pudo
observar que el sistema de crianza de cerdos es totalmente artesanal, la gran
mayoria de estos animales deambulan libremente por las calles facilitandoles el
acceso a las heces humanas como se pudo evidenciar durante la fase de campo,
y no se realiza inspeccion sanitaria de la carne de cerdo. En adicion, estos
resultados llevan a deducir que el ciclo parasitario de la 7aenia solium se estaria
cerrando en esta region, lo que permite la presencia, transmision y mantenimiento

de la enfermedad entre los huéspedes intermediarios y definitivos.

Los resultados obtenidos muestran que hay una mayor proporcion de animales
infectados hembras. Aunque hasta el momento no se haya reportado que exista
susceptibilidad a la cisticercosis por el sexo de los animales, siendo las diferencias
observadas segun el sexo, debidas al azar. El hecho de encontrar una mayor
proporcion de animales hembras infectadas se debe a que generalmente los
animales machos son beneficiados y comercializados mas rapidamente, mientras

que las hembras permanecen en poder de las familias debido a que son utilizadas
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como animales de reemplazo o de reproduccion permitiéndoles un mayor tiempo
de exposicion. Los resultados de regresidon logistica muestran que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre la variable raza y la seropositividad.
Sin embargo, se encontr6 una mayor proporcidon de cerdos de raza criolla
infectados, probablemente este resultado sea debido al azar porque las proporcion
de animales criollos muestreados fue muy superior a la yelsi, ademas es mas facil
para los pobladores de esta regién adquirir un lechén de raza criolla que uno de
raza yelsi por su bajo costo, esto hace suponer que predomine la raza criolla sobre
la yelsi. De igual manera se encontré que la procedencia del animal no constituye
un factor de riesgo para la presentacion de cisticercosis, aunque la proporcion de
animales seropositivos de traspatio fue mayor a los que provenian de zonas

rurales.

El analisis de regresién logistica encontré que la variable edad no representa un
factor de riesgo cuando se analizan los diferentes grupos etareos. Sin embargo,
se encontro que a mayor edad de los animales hay mayor probabilidad de
infectarse. Este hallazgo resultaria Iégico considerando que el medio ambiente se
encuentra contaminado con huevos de 7aenia soliumy los animales que tienen la

oportunidad de vivir mas tiempo, también tienen mas tiempo de exposicion.

No obstante, el grupo etareo que mayor proporcion de animales seropositivos
tuvo, fue el de 4 a 7 meses, siendo el grupo con la frecuencia mas alta. Una
posible explicacion de estos resultados seria la persistencia de anticuerpos
maternales transferidos a los lechones a través del calostro, los cuales
permanecen en circulacion hasta 8 meses, estos anticuerpos maternales pueden
interferir en los resultados de estudios de seroprevalencia debido a que la prueba

que se utiliza para el serodiagndstico, no discrimina entre estos anticuerpos y los

formados por una infeccion natural (Ccama, 2001).
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7. CONCLUSIONES

® La técnica de ELISA utilizando la fraccion de 53 KDa es util para el
serodiagnodstico de la cisticercosis porcina, como para investigaciones
epidemiologicas de prevalencias que estén orientadas a establecer un control
de la parasitosis en los porcinos.

® Se encontré que de los 188 porcinos muestreados, 47 resultaron positivos a la
prueba seroldgica de ELISA, lo que representa una seroprevalencia de 24.3
para el municipio de Galeras, Sucre, y uno de los niveles mas altos de
reactividad serologica contra antigenos de 7aenia solium en el pais.

® El método de electroforesis SDS-PAGE vy elusion pasiva permitio la purificacion
de la fraccion de 53 KDa en una concentracion éptima, siendo igual de efectivo

a otros métodos de separacion y a un menor costo.

® Los andlisis de Ji-cuadrado indican que la caracteristica ser macho representa

un factor protector para la cisticercosis porcina.

® El analisis de regresion logistica confirma que la caracteristica ser macho

representa un factor protector para la cisticercosis porcina.
® Los individuos del género femenino y el grupo etareo comprendido entre 4 y 7
meses presentaron las frecuencias mas altas de reactividad serolégica frente a

la fraccion de 53 KDa.

® El método de inspeccion fisica es poco eficaz para el diagndstico de la

cisticercosis porcina en campo.
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8. RECOMENDACIONES

Establecer por medio de las entidades gubernamentales, la construccion de un
matadero municipal que permita el sacrificio de los porcinos de la regién bajo

una adecuada inspeccion veterinaria.

Establecer programas de vigilancia y control por parte de las entidades de
salud publica del municipio que permitan educar a la comunidad dedicada a la
explotacién porcina y a los consumidores, y asi evitar la propagacion de esta

parasitosis.

Segun los resultados obtenidos y a las caracteristicas socioecondémicas de la
region, seria recomendable evaluar la poblacién humana y proveer algun tipo

de asistencia para controlar el parasito en la region.

Los métodos de inspeccion fisica para el diagndstico de la cisticercosis porcina
en campo, deben ir acompanados de métodos serologicos como el ELISA que
permitan determinar el verdadero grado de infeccibn en los porcinos

sacrificados y destinados para el consumo humano.
Se recomienda la prueba de inmunoensayo ELISA con la fraccion de 53 KDa

como prueba diagnostica para la cisticercosis porcina por ser efectiva para
determinar la presencia de anticuerpos anticisticercos y por ser de bajo costo.
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ANEXOS



ANEXO A. FORMULA PARA DETERMINAR EL TAMANO DE MUESTRA
REPRESENTATIVA EN ESTUDIOS DESCRIPTIVOS.

No= Z2PQ

Donde:

no: tamano de la muestra que debemos tomar

p: prevalencia esperada (50 %)

q: (1 -p) porcentaje esperado de habitantes sanos
z: nivel de confianza

E: grado de precision

Esta formula esta calculada para poblaciones infinitas. Para poblaciones pequefias

se debe aplicar una férmula de correccion.

Donde:
n: tamano de la muestra corregida
No: tamafno de la muestra obtenida con la férmula anterior

N: tamafio de la poblacion
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ANEXO B. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se desea realizar una investigacion para conocer el grado de infeccién con
cisticercosis que padecen los cerdos que se destinan para consumo humano en
este municipio. Esta investigacion no presentara ningun riesgo para usted ya que

solo se trabajara con muestras sanguineas de los cerdos que usted sacrifica.

Se garantiza que usted recibira respuesta y aclaracion a cualquier pregunta sobre
los procedimientos, riesgos y asuntos relacionados con esta investigacién. De
igual manera se garantiza su libertad para retirar su aprobaciéon en cualquier

momento y dejar de participar sin que ello genere ningun perjuicio hacia usted,

Habiendo comprendido lo anterior Yo

declaro que me encuentro satisfactoriamente informado(a) a cerca de la
investigacion y por tanto autorizo la toma de muestras sanguineas de los cerdos

sacrificados en mi residencia.

A los dias del mes de del ano 2005.
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ANEXO C. ENCUESTA PARA CISTICERCOSIS PORCINA
UNIVERSIDAD DE SUCRE

ENCUESTA PARA CISTICERCOSIS PORCINA

FECHA: CODIGO:

SEXO DEL ANIMAL:

RAZA:

PROCEDENCIA:

EDAD:

PESO:

EVALUACION PREMORTEM:

1:01S) 4 i A7 J— NEGATIVO e

Observaciones:

EVALUACION POSTMORTEM:

1:T01S) § i 47/ 0 J— NEGATIVO e

Obser vaciones:
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ANEXO D. OBTENCION DEL EXTRACTO ANTIGENICO TOTAL DE T7aenia

solium

Los quistes disectados de la carne de porcino fueron lavados y conservados en
buffer PBS pH 7,4 con ampicilina 500mg/l. Estos quistes se maceraron en un
homogenizador mecanico en bafo de hielo hasta obtener la total disgregacion de
los quistes. Posteriormente el homogenizado se sometié a cuatro choques de
ultrasonido a 20kHz por 30 segundos con intervalos de 15segundos; este
homogenizado se mantuvo en agitacion suave constante a cuatro grados
centigrados por 48 horas y luego se centrifugd a 25.000g por una hora a cuatro
grados centigrados. El sobrenadante se recolecté y se almacen6 a —20°C y se

tomo como antigeno total crudo y se descarto el precipitado.
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ANEXO E. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS DE

POLICRILAMIDA-BISACRILAMIDA (SDS-PAGE).

1. SOLUCION DE ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA (30% ACRILAMIDA - 0,8%
BISACRILAMIDA)

Acrilamida 15,09

Bisacrilamida 0,49

Completar hasta 50 ml con agua tridestilada deionizada. Almacenar a 4°C,

protegido de la luz.

2. SOLUCION BUFFER DE RESOLUCION (3, 0 M TRIS-HCL, pH 8,8)

Tris-base 18,1659

Completar con agua tridestilada deionizada hasta 50 ml. Ajustar pH 8,8 con HCI.

Almacenar a 4°C protegido de la luz.

3. SOLUCION BUFFER DE GEL CONCENTRADOR (0,5 M TRIS-HCL pH 6,8)

Tris-base 1.5137g

Completar con agua tridestilada deionizada hasta 25 ml. Ajustar pH 6,8 con HCI.

Almacenar a 4°C protegido de la luz.

4. SOLUCION SDS 10%
Sodio Dodecil Sulfato 19

Completar con agua tridestilada deionizada hasta 10 ml. Almacenar a 4°C,

protegido de la luz.
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5. SOLUCION DEL INICIADOR DE POLIMERIZACION (10% PERSULFATO DE
AMONIO)

Persulfato de Amonio 0,1g

Completar con agua tridestilada deionizada hasta 1 ml. Almacenar a 4°C protegido
de la luz.

6. SOLUCION BUFFER LAVADO (0,375 M TRIS-CL, pH 8,8, 10 % SDS)

Tris - HCI pH 6,8 5ml
SDS 10% 0,29

Completar volumen a 20 ml con agua tridestilada deionizada. Almacenar a 4°

protegido de la luz.

7. SOLUCION BUFFER TRATAMIENTO DE LA MUESTRA (Tris-HCI 60 mM,
Glicerol 25% SDS 2 %, 2-mercaptoetanol 14.4 mM, Azul de bromofenol 0,1%)

Tris-HCI pH 6, 8 40 pl
Glicerol 0,5ml
SDS 0,2ml
2-mercaptoetanol 50 pl
Azul de bromofenol 1% 100 pl
Agua tridestilada deionizada. 90 ul

Completar volumen a 1 ml. Almacenar a 4°C protegido de la Luz.

8. SOLUCION BUFFER DE ELECTROFORESIS (0,025 M TRIS-CL pH 8,3; 0,192
M GLICINA; 0,1% SDS)

Tris-base 1.5125¢
Glicina 729
SDS 10 % 5ml

Completar a 500 ml con agua tridestilada deionizada. Almacenar a temperatura

ambiente.
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9. SOLUCION COLOREADORA (0,025% AZUL DE COOMASSIE R-250; 40%
ALCOHOL METILICO; 7% ACIDO ACETICO)

Azul de Coomassie 0,25¢g

Alcohol metilico (agitar hasta disolver) 400ml

70 ml acido acético

Completar hasta 1 L con agua tridestlada deionizada. Almacenar a temperatura

ambiente, protegido de la luz.

10 SOLUCION DECOLORADORA | (40% ALCOHOL METILICO; 7% DE ACIDO
ACETICO).

Alcohol metilico 400ml

Acido acético 70ml

Completar hasta 1L con agua fridestilada deionizada. Almacenar a temperatura
ambiente protegido de la luz.

11. SOLUCION DECOLORADORA Il (5% ALCOHOL METILICO; 7% ACIDO
ACETICO)

Alcohol metilico 50ml
Acido acético 70ml

Completar a 1L con agua tridestilada deionizada. Almacenar a temperatura ambiente.
12. PREPARACION DE GEL DE POLIACRILAMIDA AL 10%

GEL SEPARADOR | GEL CONCENTRADOR

10% 5%
ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA 1.666 ml 250 i
TRIS-HCL 1.5M pH 8.8 0.625 ml
TRIS HCL 0.5M pH 6.8 500 ul
SDS 10% 50ul 20 i
PERSULFATO DE AMONIO 20 ul 15 ul
AGUA DESTILADA 2.65ml 1.21ml
TEMED S5ul S5ul
Volumen Final 5mi 2ml
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ANEXO F. SOLUCION BUFFER DE ELUCION (TRIS-HCL 0,25 M; EDTA 0,25 M;
PH 9.0)

Tris-HCI 0.3027g
EDTA 0.93069g

Ajustar pH 9.0 con hidroxido de sodio concentrado. Completar a 10ml con agua
tridestilada deionizada. Almacenar a 4°C.

ANEXO G. SOLUCION COLOREADORA (0,025% AZUL DE COOMASSIE R-
250; 40% ALCOHOL METILICO; 7% ACIDO ACETICO)

Azul de Coomassie 0,25¢g
Alcohol metilico (agitar hasta disolver) 400ml
70 ml acido acético

Completar hasta 1 L con agua tridestlada deionizada. Almacenar a temperatura
ambiente, protegido de la luz.

SOLUCION DECOLORADORA | (40% ALCOHOL METILICO; 7% DE ACIDO
ACETICO).

Alcohol metilico 400ml
Acido acético 70ml

Completar hasta 1L con agua tridestilada deionizada. Almacenar a temperatura
ambiente protegido de la luz.

SOLUCION DECOLORADORA Il (5% ALCOHOL METILICO; 7% ACIDO
ACETICO)

Alcohol metilico 50ml
Acido acético 70ml

Completar a 1L con agua tridestilada deionizada. Almacenar a temperatura ambiente.
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ANEXO H. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA TECNICA DE BRADFORD.

1. SOLUCION BRADFORD

Azul de Coomassie G — 250 0.01%
Metanol absoluto 95% 50 ml
Acido Ortofosférico 85 % 100 ml

Disolver 100 mg de azul de Coomassie G — 250 en 50 ml de etanol y 100 de acido
ortofosforico 85% (v/v). Completar el volumen a 1 Litro. Filtrar 2 veces y guardar

en botella ambar a 4 °C.

ANEXO I. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELISA

7. BUFFER COATING (CARBONATO-BICARBONATO) PH 9.6 - 0.2M

Na>COs 1.3.9
NaHCO; 3.09¢g

Aforar a 500 ml con agua destilada y ajustar pH y guardar en nevera.

2. BUFFER FOSFATO SALINO(PBS)PH 7.4 0.05M

NaHPO4 16.7¢g
NaH2P04 5.7g
NaCl 85¢g
NaN3 100mg
Agua destilada 101t

Ajustar pH a 7.4 y guardar en nevera.
3. BUFFER DE LAVADO- PBS-T20 0.05%

Tween 20 50 pl
Buffer Fosfato Salino 100ml
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4. BUFFER DE BLOQUEO
a. Albumina 1%
Albumina serica bovina 19
PBS-T20 0.05% 100ml
5. SUSTRATO P- NITROPHENYL PHOSPHATO (OPD)
Adicionar una tableta de PNP a 5ml de buffer diethanolamida y disolver por 10
minutos. El sustrato es estable a 4°C por una hora.
6. SOLUCION STOP-NAOH 2.5M

NaOH 1209
Agua destilada 11

Guardar a temperatura ambiente y en frasco oscuro.
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ANEXO J. FORMULAS PARA DETERMINAR LA PREVALENCIA.

1. CALCULO DE PREVALENCIA POR EXAMEN PREMORTEM.

PEpre:£x1OO
nT

nP : Positivos segun la prueba.
nT : Total poblacién muestreada

2. CALCULO DE PREVALENCIA POR EXAMEN POSTMORTEM.

PEpostzﬁme
nT

nP : Positivos segun la prueba.
nT : Total poblacién muestreada.

3. CALCULO DE LA SEROPREVALENCIA EN EL ESTUDIO SEGUN LA
PRUEBA.

nP
P =—x100
nT
nP : Positivos segun la prueba.
nT : Total poblacién ensayada
4. PREVALENCIA CORREGIDA.
= P+p-1
p_—*P-1
A+p-1

P : Prevalencia encontrada.
A : Sensibilidad de la prueba.
B : Especificidad de la prueba.
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