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COMPARACION OE LA TECNICA DE INSPECCION SANITARIA

E INMUNOELECTROFORESIS EN EL DIAGNOSTICO DE LA --

CISTICERCOSIS PORCINA.

MARIA CRISTINA INCLAN MALDONADO

M.V.2Z. ANTONIO ACEVEDO HERNANDEZ

Asesores:

DRA. ANA FLISSER DE MARTINEZ

RESUMEN

De los snimales que llegaron al Rastro Municipel Ue Ecate--

pec, Edo.
separaron
ficadas y
cerdos sa

sanitaria

de México en el periodo de mayo a agosto de 1979, se -
al azar 125 cerdos de explotaciones risticas no tecni-
125 cerdos de explotaclones tecnificadas. Los 250 --
aretaron y s2 reglstrd el resultadao de la inspeceidn -

con respecto a la presencio de cisticercose. ngimismo

se obtuvieron 10 ml de sangre de vena cavas de coda cerdo, sc se-

pard el suero y se snalizd por la técnica de inmunpelectrofore—-—

sis frente sl extracto antigénico de escOlex de Cysticercus ceo--

llulosae.

Comparando estad{sticamente los resultados de positividan -~

obtenidos

en inmunoelectroforesis de lpos cverdos de granja tecni-

ficada (20.8 %), con los resultados de cerdos de oxplotaclanes




no tecnificadas (30.4 %), no se encontraron diferencias signifi-
cativas entre los dos tipos de explotaclones y si hubo diferen--
las significativas entre los resultados obtenidos de la inspec-
cibn sanitaria (0.4 %), y la inmunoelectroforesis (25.6 %), en
1la ldentificacién de cerdos clsticercosos.

Estoa resultados pueden deberse a verias causaa:
a) Reacclones cruzadas con atros parasitos.

b) Animales inmunizados después de la primoinfeccldn.
c) La inspeccldn sanitaria no es yna técnics confiable pa--

ra el diegnbdstico de la cisticercosts.




INTRODUCCION

La cisticercoais es una enfermedad de %ipo zoonbtico ocasio-
nada por la fase larvaria (Cysticercus cellulosae), de la Taenia-

solium y que se presenta con frecuencis en los cerdaos de nueatro

pals como se seflala en el cuadro I.

La ciaticercosis porcina es menos frecuente en los cerdos de
granjas tecnificadas y més frecuente en los animales gue se en---
cuentran libres y en lugares donde no se cuenta con los servicias
sanitarios necesarios (7,8,14,18,39), debido & que el cantacto --
con este parfsito ocurre cuando el cerdo ingiere slimento o agus
contaminada con heces de humano en las cuales se encuentran pro--
glatidos grAvidos con hueves de Taenla solium (9,18,23,30,39).

Al llegar al eatfmago e intestino del cerdo los huevos eclosionan
dejando en libertad sl embrifin hexacanta por accifin de las jugos
digestivos; el embrifin penetra a través de la mucaosa hasta los va
so08 sanguineos y por medio del sistema porta llega selectivamente
a 6rgaﬁus y misculos comg san: cerebro, caorazdn, lengua, ganglios
linfAticos, misculos ciliares del ojo, diafragmaticos, abdominsles
femorales, anchneos y miscules del cuello y hombro (5,9,23,29,30,
37,39,43), dande en el lapso de 2 a 3 meses se forma el cisticerca
£l diagnbstico de la cisticercosis porcine en las canales du-
rante la inspeccidn sanitaria en el rastro consiste en revisar el
misculo anchnen derecho mediante un corte profundo y otro dentro -
de éste para no demeritar la canal; esta revisifin no es un método
canfiable ya gue se pueden encontrar cisticercos en otras regio--
nes del cerdo. Vergara(43), revisd 1,000 canales gue pasarcn cComo

negativas a le inspeccién sanitaria ohteniendao el 1.1 % de cerdos



Cuadrs I.

Frecuencie de cerdes parasitades con
Cysticercus cellulosae, en varies --
rastras del pafs.

ND. de cerdos

Autor Aflm Restro (3) Total Cilsticercosos FPorcenteje
Reyna (34) 1962 Ferrerfa (IDA) 38,869 1,316 3.6
Clivares (31) 1967 San Luls Patos{, S.L.P. 33,512 1,512 L.6
Cienéga (13) 1965-68 tefn, Gtm. 184,504 5, 347 11.7
Vergsxra (43) 1967-68 Cd. Netzshualcoyotl, Mex. 148,609 4,309 8.1
Lune (26) 1973 €do. de MBxica. 464,897 3,419 0.74
Carrasco (11) 18967-74 Edo. de Sonora 289,737 1,568 a.54
Martinez (27) 1974 Celays, Gto. 26,623 148 1.79
Blanchart (7) 1974 Texcoco, Edo. de Mex. 2,402 38 1.6

Pefia (32) 1975 La Piedad, Mich. 176,300 1,960 1.11




cisticercosmsos.

Con las pruehas inmunologicas se podrffia detectar con mayor -
facillidad a los animales infectados que con la inspeccldn sanits-
ris de rutina, sin embargu los resultadns que hasta 1s fechs se -
han obtenido no son muy confiables ya que son contradictorios:
Biagl y Tay (3) en un primer trabajo con la pruebs de precipita--
cifn, obtuvieron el 100 % de positividad en 39 cisticercosos, en
un segunda trabajo (4) can 29 cerdos cisticercosns, Gnicamente --
1 fué positivo. Rodriguez (35) con la misma técnica obtuvo el --
77.8 % de positividad de casos cisticercoaca y el 22 % en testi--
gos sanos. Biegl y cols. (4) con la prueba de Fijacibn de Comple
mento obtuvieron 7 sueros positivos de 8 cerdos normsles y 17 po-
sitivoa de 25 cisticercosos. Hernfndez (22) con la misma prueba
encontrb 24.9 % de positividad en 277 cerdos. Biagl y cols. --~
(4) con la prueba de hemsglut}nacién en 27 aueros normales encon-
trb 2 poeitivos y los sueroa de 30 cerdos cisticercosos fueron po
sitivos. Proctor (33) splicé esta misms prueha a 27 aueros de —-
cerdos decomlisados y todos fueron positivos. Con 1ls prueba de -~
inmunoelectroforesia, Gutifrrez (21) sblo encontrd el 15 % de ani
males can anticuerpos precipitantes en B4 cerdos infectados masi-
vamente y Romero (36) con la miama técnica obtuvo el 38.6 % de po
gitividad en 300 suerog de cerdos separados al s8zar en el raatro.

Ea conveniente mencionar brevemente el snalisis que hsce ---
Soulsby (38) respecto a los antigenos de parésitos ya que toma en
cuenta varios puntos aplicables al cisticerco: 1) Los antigenos -
empleadas para pruebas diagnfsticas probablemente no son antige--
nos simples y ademfs puede ser que algunos na estimulen la produc

cifn de anticuerpas en el hufsped porgque no son liberados en vi--
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2) Los parasitos straviesan por varios estadios en su ciclo vital
por lo que se pueden cbtener diferentes antigenoa y probablemente
unos son mas Otiles paras el inmunodisgnistico que otros. 3) Du--
rante el curso de la infeccidn se detectan variaciones cualitati-
ves y cuantitativas de anticuerpos en el swvern, esto se puede ex-
plicer por el antigeno empleado para el anédlisis e indica lo si--
guiente: si se usan antigenos del huevo se puede decir si es una
enfermedad actual y activae e incluso el grado de infeccidn; si se
usan antigenaos metabdlicos se obtienen ti{tulos =mltos cuando la ~-
infeccidén estéd en 1z etepe temprana y las larvas estan vivas; y -
8i se emplean antigenos somaticos se pueden detectar paréasitos --
muertos.

Objetivos.~ En vista de lg alta positividad obtenida por Ro-
mero (36) en cerdos separados al azar, el objetivo de esta tesis
es comparar el porcentaje de positivided obtenide durante la ins-
peccidn sanitsria y con la técnica de inmunoelectroforesis en cer
dos procedentea tanto de explotaciones rliaticas como de granjas -~
‘tecnificadas pora valorar la hipdtesis de que los cerdos prove--
nientes de explotaciones risticas estan mas sometidos al contacto
con este paréasito. Ademaa de detectsr posiblemente mayor nimero
de cerdos parasitados mediesnte el empleo de 1z téecnice de inmuno-

electroforesis que & la inspeccidn sanitaris de rutina que se reg

liza a los cerdos en el rastro.




MATERIAL Y METODOS

Obtencién del antigeno de Cysticercus cellulosae.

En el Rastro Municipal de Ecatepec, Edo. de México se obtu-

vo mdsculo esguelético de cerdcs con Cysticercus cellulosae, se

realizd la diseccidn de los tejidos para la obtencidn de los cis
ticercos, los que se colocaron en solucién salina D.15M amorti--
guada con fosfatos 0.04M pH 7.4 (PAS) a 4°C, se separd el escH--
lex de la pared y ae elimino el liquido vesicular; se secaron loa
escGlex en pspel filtro y se pesaron. £n vista de que éste mate
rial se encuentra contaminado con bacterias (44), se colocaron -
los escdlex en una solucldn estéril de PBS con antibidticos:
Kanamicina 25 ug/ml, Estreptomicina BS ug/ml, Cloranfenicol 25 -
ug/ml y acido nalidixico 40 ug/ml, se agitd durante 12 horas a -
49C y despuds se decsntd.

Para ver si alin habis contaminacidn bacteriana se estriaron
algunos escdlex en cajaa de Petri con infusidn cerebro-corazon -
al 1.37 % y angar al 2 %, se dejaron incubando a 37°C durante 24-
horaa. En vista de que no hubo crecimiento de bacterias, se ho
mogenizaron los escdlex en solucidn de KC1 3M en PBS, usando por
cada gramo de pesnp himedo de escélex 3 ml de KCl. Se licud un -
minuto y se dejo reposar 3 minutos en hielo, se repifié este prgc
ceso 6 veces. Deapudés se centrifiugd esta mezcla a 2,500 rpm du-
rante 30 minutos a 4°C.

Para eliminsr el exceso de sales se dializd el sobrenadante
contra P8BS durante 5 dias con dos cambios disrics.

Se obtuvo un total de 1,7"5 ml de sntigeno a partir de 130
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yre de esclex ¢l cudl se slmacend en alicuotas a -20°C, hasta su
uso.

La concentracidn de proteina del antigeno de valoré por el -
método de Louwry (25), siendo esta de 5.9 mg/ml.

Obtencidn de las sueros.

lLa sangre se obtuve de laos cerdos que llegaraon al {lastro liu-
nicipal de Ecatepec, Edo. de Méxicu, entre mayo vy agosto de 1974,

Se muestrearon 250 cerdos, que se dividieron en dos lotes:
uno de 125 cerdos que procedian de explotaciones rdsticas no tec-
nificadas (pueblae), vy en el segundo 125 cerdos que procedisn de -
explotaciones tecnificadas (gronjee). Cada cerdo se aretd con -
nimero progresiva para que al mancnto de nasar por la inspeccion
sanitaria se pudierA identificar.

Se extrzjeron 10 ml de sangre de la vena cava, la cuil se --
coloch en tubos de vacutainer con ung inclinacidn de 45Y, a tempe
ratura embiente durante 3 haorss, después se calocaron en hielo pa
ra ser transportados ol laboraterio, en donde se centrifugaron a
2,500 rpm, se separd el sohrenedante y se conservd a -207C, para
su uso posteriora.

Técnica de inmunoelectroforesis.

Se usd sgarusa al 1 % con smortiguador de barbituratos (C.0%
M, pH 8.6), siguiendo la tecnica descrits por Grabar (19), va di-
suelta se cubriercn portaocbjetos los cuales se cscomoderon previa-
mente en irmunamarcos (6 portaobjetos por ilnmunomarco); se formo
una cepe de agar que se dejo gelificar un cémara himedu o 49¢ du-
rente 24 horas, después en el sgur se cortd un canal contral y --

dos pozoe laterales, ae extrajo el sgar de los pozos y se colocs
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aproximadsmente 20 ul del sntfgeno de Cysticercus cellulosae; a -
uno de los pozos se le agregd azul de brombfencl como control del
psso de corriente, se colocaron &4 inmunomarcos por cimara de inmu
noelectroforesis la que contenfa S00 ml del mismo amortiguador de
barblturatosa; con tiras de papel filtro se hizo el puente entre -
los inmunomercos y el amortigusdor de corrida.

Se realiz8 las electroforesis durante dos horaa, a8 un amperaje
de 1.5 a 2.0 mA por portacbjetos y con 250 volts en total. Esta
corriente se aplicd hasta que el azul de bromofenol recorrid 3 cm.
Después se extrajo el agar del canal central y se coloc en cada-
portachjetos 200 ul del suero problema, ademias por cada corrids -
se usd un portacbjetos como control al que se le agregd gammaglo-
bulina hiperinmune antl-Cysticercus cellulpeae.

Los inmunomarcos se dejaron difundir en cémara himeda a tem-
perstura amblente 48 horas, despu@s se lavaron en solucién salina
con csmblos cada 24 horss durante 5 dfas a h“c; se secaron a tem-
peratura amblente cubriéndolos con papel filtro, se tifieron con -
amido negro al D.1 %, en Acido acético al 10 %, el excesoc de ani-
do negro se elimind con acido scético al 10 % y glicerol al 1 %.

Se secaron lss plscas y se ohbservaron sobre un negstoscopio
buscando handas de precipitacion. Con la presencia de por lo me
nos una handa de precipitacién se considerd positivo al suera.

Analisis Estadi{stico.

Los resultados obtenidos se analizaron por 1ls pruebas de X2 -
para comprobar su significancias estad{stica (41), empleando les -

siguientea ecuesclones:

*(proporcionada por la Drs. Flisser.).
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Esperados total del rengldn de observado
x totgl de la columne de chservedg
totel de toteles de ochservado

2

X®= (observado = cspefado)z

eaperado

El valor de p se obtienae en la tabls de xz, considerando los
grados de libertad coma n-1 y buscando el valor que le correspon-
de al dato de X® obtenido.

El valor de p es la probabilidad de que le hipdtesis seg ---
§ceptada o rechazada. §3 la p es muy baja (.001), guiera declr

gue hay muy poca prabsbilidad de que la hipdtesis nula sea co-~--
rrecta; la hipdtesis dice que los nimeros estan distribuidcs en -

la tabls de X° al nzar.




RESULTADOS

En el Rastro Municipal de Ecatepec, Edo. de México, entre -
los meses de mayo a sgosto de 1979, se muestrearon 250 cerdos: -
125 cerdos procedentes de explotaciones risticas y 125 cerdos —-—
procedentes de explotaciones tecnificadas. &n vista de que los
cerdos fueron aretados se pudo compsrar la frecuenclie observads

de anticuerpos enti-Cysticercus cellulosae obtenida por la técqi

ca de inmunoelectroforesis con la frecuencla de cerdos con cisti
cercos detectads por inspeccidn senitaria. Estos resultadas se
resumen en el cuadro I, siendo mucho mayor la detectada por inmu
noelectroforesls (25.6 % vs 0.4 %).

Cemo se observa en el cuadro II, el porcentsjle de sueros pg
sitivos de cerdos provenientes de explotaclones rlstices no tec-

nificades que reaccionan 8l entigeno de Cysticercus cellulpase

fué ligeramente mayor (30.4 $), que »1 obtenido de las cerdos de
explotaciones tecnificadas (20.8 %).

Para comprobsr si los resultados tienen significanclia esta-~
distica se realizd la prueba de Xz, catos resultados se descri--
ben en los cuadros III y IV e indicen que lea diferenclias en les
frecuenciss de cisticercosis detectades por la téenieca de-inmung
electrofaresis y lg inspeccidn sanitgris son estadisticamente —-
significativas y que las diferencies de positivided encontradas
entre los cerdos de explotaciones risticas y tecnificadas no tie

nen significencia estadistica.
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Cuadro I.~ Porcentaje de sueros de cerdos de explotaclén tecnifi
cada y ristica positivos a Cysticercus cellulosae por la técnica

de inmuncgelactroforesis.

Total de enima Suerus paositi- % Animales positi %
les muesgreadua vos a inmung-- vas a inspec—--
electroforesis cidn sanitaria

250 64 25.6 1 Q.4

Cuadra 1I.~ Porcentaje de cerdos de explotacidn ristice y Tecni-

ficada positivos s Cysticercus cellulosse por la inmunpelectro-

foresls.

Explotacion Tatel Pasitivas %

Ristice 125 38 30.4

Tecnificada 125 26 20.8
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Cuadro III.- Andlisis estad{stico de los resultados del cug

dro I.

RESULTADOS RESULTADOS

OBSERVADOS ESPERADOS

+ - total + - tatal
Inmunoelec Inmunoelec
troforesis| o¢ | 186|230 trnmred# 32.5 2175 250
Inspeccidn| 1| 243} 250 et io] 32.9 7115| 250
Sanitaris 1

Total] 65 4351 500 Totall65.0(435.0 500

X%a (64-32.5)%+ (186-217)%+ (1-32.5)%+ (269-217)%= 70.12
32,5 217.5 32.5 217.5

P<.005
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Cuadro IV.~ Anélisis estadistico de los resultados del cua-

dro II.
RESULTADOS
DBSERVADOS

+ - total
§Rust1ca 38 |87 |25
§T 1p
o tecn -

S cods. 26 |99 125
g cad
us

Total | 64 | 186 |250

x2a (38-32)%4 (87-93)%+ (26-32)%+ (99-93)%= 3.019

32

RESULTADOS
ESPERADOS
+ - total

32| 93 125

32| 93 125

c Ristica
3= )

-l

Q

3 Tecnifi
2 cada.

(=%

o

Tota

a3

pl.01

32 93

64 | 186 | 250
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DISCUSION

De 1ss 250 cerdos que se utilizeron en este trabajo, 125 pro
cedfan de lugares en lss cumles las condiciones higiénicss, econd
micas y educativas son factor decisivo para la preservacion de en
fermedades zoonbticas como la cisticercosia (6,7,8 ,14,17); en es
tos lugares par lo general loas animales se encuentran libres e in
giriendo todo tipo de desechos slimenticios e incluse heces de hu
manc que pueden estar conteminadas con segmentos de Teenia solium
dande lugar al mantenimiento del ciclo hiolGgico de este parfsito
(9,22,30,39).

Los otrog 125 cerdoa procedfan de lugares donde se mantienen
en corrales adecuados, higiénicos y con alimento especial por lo
cusl es menos probable gue ingieran alimento contaminado con hue-
vos de Taenia solium (7,8,18,42).

Los resultados de frecuencia de enticuerpos anti-Cysticercus
cellulosae en los dos grupos de cerdoa obtenidos por inmunocelec~-
troforesis no difieren mucho y no tienen significancia estadistica
va que tienen una p&.01; en los cerdns de granja tecnificada se ob
tuvo un 20.8 % de positividad en comparacién con los de proceden--—
cia ristica que fué de 20.4 %.

Por otro lado con le inspeccifn sanitaria se detectS un O.4 %
de cerdos cisticercosos y con inmunocelectroforesis 25.6 %. Esta
diferencia es estadi{sticamente significetiva con una p .005.

L.a diferencia de porcentajes detectado, por las dos técnicas

puede deberge a varias causass

a) Que el antigeno de Cysticercus cellulosae pueda Cruzar con O--

tros parfisitos sobre todo si estos son cercanos filogenéticamente
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v por lo tanto estén detecté@ndose anticuerpos de reaccifn cruza--
da (1,2,10,12,15,16,20,24,28,40,L4,45) . Hay psrfsitos gue pre--
sentan determinantes antigénicos semejantes entre s{, lo gue oca-
siona que por pruebas inmunolfgicas se detecten anticuerpos indu-
cidos por un parfsito diferente al que se estd buscando (12).

Espinoza (15) encantrb une bands de reacclifn cruzada entre C. ce-

llulasae y A. lumbricoides.

b) Que los cerdos puedan ser caspaces de nantar una respuesta inmy
ne y eliminar al parfisito (17) por lo tsnto no se detecten a la -
inspeccifin sanitaris los cisticercas pero s{ a las anticuerpas --
circulantes por inmunoelectroforesis.
c) Que la inmunoelectroforesis detecte infecclones leves y no asi
la 1nspécc16n sanitaria ys gue el cisticerco se puede encontrar -
en diferentes misculos como: ancBneos, diafragmbticos, abdomina--
‘les, femorales, ciliares del ojo, y misculos del cuello y hombro,
as! como en algunos Srganos: corazfin, cerebro y lengua (5,9,23,29
30,37,39,42) y a 1la inspeccibn Gnicamente se revisa el misculo an
cbneo dereche por lo tanto lss infeccliones leves no se detectan.
La hipbtesis planteada en este trabajo na fué apoyads par --
los resultados, ya que se esperaba encontrar menor frecuencla de
anticuerpos anticisticercos en los cerdos provenientes de granjae
tecnificadas y sin embargo se obtuvo casi{ la misma frecuencia -
que en cerdos de explotaciones rOstices; adembs ae obtuvo en

general una frecuencia muy alta de anticuerpos anticisticercos ~
que contrasta con la baje frecuencia de cisticercosis obtenida ~
par la inspeccifn sanitaria. Aungue sabemos que la inspeccifn ea

nitaria no es una técnica eficiente, consideramos gue es necesa-~

rio hacer un anflisis detallado de la(s) causa (8) que inducen -
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estos antlcuerpos, ya gue la frecuencla de enticuerpaa anti-Lys--

ticercus cellulosae obtenldos en este trabéjo (25.6 %) y en el de

Romera (38.6 %) son muy elevados en comparsecibn con la frecuencia
de cisticercosis porcina existente en México.
Por lo tanto, las posibles explicaclones para la presencia -

de antlcuerpos anti-Cysticercus cellulusae en cerdos gue se deben

de anallizar son:

-~ Anticuerpos de rescclfin cruzeda con otros parfsitos.

-~ Cerdos inmunes.

~ Cerdos con infecclones levea.

31 se encuentra que la positividad se debe a antlicuerpos de
resccifin cruzada con otros parfAsitoa entaonces el sntigeno emplea-
do pera el diagnfstico en inmunoelectroforesis no es itil y debe-
rh encontrarse un antigeno especifico. 51 se encuentra gue ae -
trats de cerdos inmunes entonces debemps aceptar gue las posiblli
dades de infeccifin son sltas en México pero, al mismo tiempo, que
las cerdos se pueden proteger; serfa conveniente estudiar loa me-
canismos de inmunizaecifin natural. Finalmente, se encuentra que
se trata de cerdus con infecclones leves entonces ls situacifn de
1a economia del ganado porcino en México es grave ya que debemaos
de aceptar gue alrededor del 25 sl 4LO % de la carnhe de cerdo gque

sale a le vents es carne contaminada con C. cellulosae.
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CONCLUSIONES

No hubo diferenclas estad{sticamente significativas entre -

las frecuenclas de anticuarpos anti-Cysticercus gellulgsae de =-

los cerdos provenientes de explotaciones risticas (30.4 %) vy los

de explotacionea tecnificadas (20.8 %).

Medlante la técnica de Inmunoelectroforesis se obtuvo mayof

porcentaje de cerdoa con anticuerpos anti-~-Cysticercus cellulosae

(25.6 %), que el que sz obtuve 8 la Inspeccidn Saniteria (0.4 %)

elendo ésta diferencle eatadisticamente significativa (p .01).
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