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RESUl1EN 

~ e.BfülQ LJJli ~ [nfltunodt.agn6stico da 14 cisticercoals porcina por 

ElJSft. evaluando el papel filtro co"o contenedor de la sangre. 

ASESORES: "· en c. AGUSTIN PLANCARTE CRESPO y 11.sc. ALINE s. DE ALUJA. 

En la estandarización del ELISA par"a la búsqueda de anticuerpos antic111t1cerco 

en cerdo se el'lplearon tres 111tel'laa: peroxtdasa, btotina-atreptopero><idaaa y 

roafatana alcalina. Sa proceaaron "'ueatraa con suero y eluido de papel. Hubo 

diferenctaa de aen1ibilidad en loa tr"'e1 11i1teJ11a1 y en la forl'I• de proceaado. 

Se utilizaron 62 cerdea en total, de loa cuale1 se ten16n 47 l'lue11tra1 de sangre 

iritpregnad1111 en papel f 11 tro y 61 P1ueetra11 de suero: de e1ta1 1 17 "'ueetrae fuerón 

de la coMunidad de ºLoa Sauces• Guerrero, con la preaencia de la larva en 

lengua y 8 provenientes del rastr-o de Ecatepec. Para 1011 control ea neg•t ivos a 

chticercoall •• utilizaron 23 cerdos, 4 del ra1tro de Ferr•ri• y 19 de una 

granja UcniHcada y para loa controles po111tivoa 1e utilizeron otros 15 1ueros 

que fueron usados en tucperif'lentos anteriores de c11t1c1rco111 por-cine. 

Se deterl"linó el 111stel"la "''ª adecuado para el procesal"liento de las t"lueatraa con 

101 grupos provenientea de zonas rural ea < I I I y IV> r Para el papel f 11 tro, con 

la eluclón e (2,.l/3clrc.) .. tuvó una aen•lbilldad del 76.47% en el •l•ll•a 

peroxidas•, el Za.lugar lo obtuvo el shteflla fo1f•ta1a con un 701 y el"''' bajo 

correspondió al de biotina-atreptoperoxidasa con un 18. ISX. En suero con loa 

grupos I I 1 y IV a una di luc Ión de 1: 190 resul 16 el ,.ejor • l •h•a el de 

biotina-atreptoperoxidaaa con un 27X, seguido del 12.251 para peroxidaaa. Laa 

diferencias de sensibilidad con los grupos de cerdos hiperinfllunizadoa y 

tratados con prazicuantel <VI y VII) con reapecto a loa anteriorea fueron deade 

un 91.Bll a un 90X con la dilución 1:100, no habiendo diferencias 

aignificativae entre el usó de lug/1'11 10ug/Ml de antigeno en este aiatel"la. 

Debido a la obtención de valores baJoa de abaorbancia en loa grupos tnfectadoa 

naturalfllente con cieticercoah ae aoapecha de un l'lecanial'lo de eva:s16n 1nriune 

presente en estos anil'lalea, por lo que se recol'liendan rtila ea ludios de eDte 

tipo. 



INTRODUCCION 

La cieticercoeis hu111ana y porcina son paraaitoah producidas por" las, hrva5 de 

la IAa.nia. J.illlul. El ciclo biológico de este céatodo consute en que loa huevos 

1nfectantea proveniente e de las proglót idos grávidos aon ingeridos por loe 

huéspedea inter,..ediariae cerdo, perro, ho111bre y otros <39) penetrando la pared 

1nteetinal ubicandoee principab1ente en el aistel'ta nervioso (2,19,21,39, 

41,50>, ojo <20,46), tejido l'IU!lcular (2) y"'ª"ºª frecuente11tente en corazón (34) 

y tejido •ubculáneo <12,34). 

El ciclo se continua cuando el hoMbre coneul'le carne de cerdo l'lal cocida o cruda 

infectada con las larvae. Estas llegan al inte1tino y por acción enzi"'ática 

evaoinan y ee edhierem a la pared del 111ie1"10, desarrollandose en el guaano 

adulto que puede llegar a l'tt1dir hasta 7 111t1tro11 1 y per111ant1cer en su hu8!1ped por 

variaa ditcadaa. Cuando ae aeparan 1011 últ1111oa HQPlento& el!ltol!I son e1'.pUll!lados 

junto con lal!I heces fecale!!i, conta"inando el P1edio af'lbiente y cerrandose aai el 

ciclo biológico (2,>3.38). 

La ciaticercoaia prevalece pr"'incipal111ente en paises en viaa de desarrollo cofllo 

Afrtca donde el 1% de au población hu111ana preaenta eata enferf!ledad C33>. En 

Aaia es la segunda cauaa de lesiones cerebrales C33), al igual que en la India 

donde entre las afecciones expansivas del craneo ea la aegunda enferl'ledad de 

i111portancta deapúe!I de la tuber"'culoats y de las principales causas de 

epilepaia, Cl ). En 8 paieea de Latlno61'1er1ca au rango de incidencia varia entre 

0.4X a 2.0X 133,39,41,42>. 

Se aabe que en Mé1'.ico deade he.ce apro>cil'lada111ente 40 afloa la frecuencia de esta 

para111toaia era de alrededor del 3.6% < 15>. Estudios posteriores C23) y 

recientes, cof'lo una !lerie de casos de autopstas analizados en el Centro Médico 

Nacional en 4250 cadáveres de los cuales 135 (3.2%) presentaron larvas de L. 

.lll1.J..m en el cerebro <39,41 >, de!'lostraron que las condiciones para que ee 
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desarrolle esh1 enferr1edad l"IO se han P'tOdif1cado en casi 111edio aiglo en nueatro 

palo. 

Lea "'enlfeataciones cllnic1u de la neuroc11ticercosla aon extr1 .. adal'lente 

varlad111: cef1lea11 1 hipertenaión endocraneana, edef!la cerebral, entre otras 

<21,39,51> y se explican de acuerdo con la locallzaci6n 1 tipo, tafl\at\o y nú!'lero 

de la1 larvas a11 cof!lo el estado evoluttvo de las fllhf'lal (21,51>. 

La ceguera •• la princ lpal co111p licac l6n cuando se loc1liz1 en ojo ( 46 ,52 >. A 

e)(ct1pcl6n de la c1sU.cercoU1 ocular de c•fllara anterior lea de"''' son dificU111 

de diagnosticar por co!'lpartlr loa ftill'los ainto"'ªª con otras enferflledade1 

neurol6gic11 1 lo cual hace dificil el fllanejo adecuado de 11to1 pacientes <23). 

En apoyo a la co111un1dad Médica para diagnoatlcar eata enferPU!dad ae hin 

de1arrollado diver1a11 t•cn1c11 1 entre lea ,.,, Utilaa y recientes ae cuentan la 

tol'\ografia axial col'lputarizada, y la reaonancia Magn~tica nuclear, aai COfllO 101 

procedil'\ientoa 1erol6;ico1 ( 17 ,21 ,26 ). El inconveniente da u1ar las técnicaa 

radiol6gica1, ea el e levado costo de au uao y el existir pocos s 1 t ioa que 

cuentan con el equipo, por otro lado 111 técnicas aerol6;1ca1 aon "''ª b1rata1 y 

e)(iaten var101 11t1os que 1111 ef!'plean de rutina. 

Tal'\bién la ctsticercoua porcina ea un gran probleflla porque 1de111•1 de aer el 

cerdo el hu&eped interl'\ld1ari.o .... , il'lportante pare la salud pública ( 1 ,2) ae 

tienen fuer tea perd1daa econ6,...icae por el decol'\iao de la carne parea ltada. Ea ta 

enferMedad fu6 b1en conocida en el eiglo paaado en Europa Central, de donde 

deaapareci6 lente111ente grac1a5 a la l"\eJoria en laa condictonea de salud pública 

<33>. S1n el'lbaroo en Africa la c1aticercoaia eatá l'IUY propagada en todo el 

continente. por eje111plo en Zaire el BX de los cerdos sacrificados tienen 

chticercoais ( 1 >. La frecuencia de cisticercoais en cerdos aacr1'1cadoa en 

aeu rastros de Centroal'lilrica entre 1959 y 1961 fue del 2. 13t. de un total de 

543 672 cerdo o ( 22 >. 

En loa Estados de la República Mexicana ea coMún encontrar los cerdots en 
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libertad, donde tlenen acceao directo al conaurto de excretas huManas y basuras, 

con lo cu61 1e proveen de proteina1 nece1ari1e para eub11at1r (3,31 >, ali coP10 

a la preaencia de letrina• l'lal conatruidae con de11aguea cercanos a 1011 corre.lea 

y por l• delececl6n el elre libre por parte de lo• hebltentH <48>. 

En una encu•1ta en ri•)(iCo ll•vado a cabo •n 75 ra11tro1 d• 22 e1tado1 del pal•, 

ae encontrO que la frecuencia global de ci1tlcerco111 porcina para t 988-t 981 

luedel 1.521<4>, loa eatado1 que presentaron una .. ayor lnctdencla de la 

enferP1edad en ra1tro1 fueron 11ichoac•n 10%, Guanajuato 111, Chihuahua 3. 321, 

Coll"• 2.41, Coahull• 2.37X, Durango 2.21X <3>. Otros eahdo1 lguel,.ente 

afectado• por eate parasltoala, ion Guerrero, Oa>eaca, San Lula Potosi y 

ZecetecH (31 ), 

Entre 101 rastroa del valle de l't•)(1co y lea plant11 de tipo 1n1peccl6n federal 

<TIFl luor6n 1acr
0

lllcedoo an el periodo 1974-19781 3' 885, 716 cerdo•, de loo 

cualea el indice proPledlo de decol'li110 por clatlcercoaiti porcina ru• del 0.291 

<31 ), Sin eP1bargo la prevalencia de la clatlcercoala e1t1P1ada a partir de lea 

c1fraa de cerdo1 que llagan a 1011 raetroa, debe de tol'lar11a con re1erv11 ya que 

loa anirtalea en eu t'layoria provienen de granjea tecnlficada11 donde 

princlpalP11ente 101 anirtale1 aon alaJadoa en locales higt•ntcoa y •lifllentadoa 

con l'lezclaa co!'lerc1ale1. a diferencia de loa criadoa rú1ticaP1ente, que 

frecuentel'lente aon aacriflcadoa ain ninguna inapecc16n 11anltaria, siendo el 

destino de la carne el con1u!'lo fal'liliar o bien la venta directa en puestos de 

"'ercadoa y cal lea ( 4). Esta forru!I de cof'lerclallzac16n representa 

aproxil'ladat'lente el 3Sl de conaUl'IO de carne de puerco en algunaa 6rea1 del paia 

(2,4). Adel'l8s del problel'la de la f'latanza clandeatina, existe el de la 

inapecc16n en canal del cerdo que tiene deficienciaa o no ae lleva a cabo 

<S,40,51,52>. 

09bido e que en el cerdo la localización del cisticerco e11 predol'linante"'ente 

l'luacular <St 152), pare su detecci6n en loa rsatraa, ee resliZa un 11010 corte 
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profundo en los MUsculos del lado derecho que se encuentran inMediata"'ente por 

arriba de la art1culaci6n del codo (!'lúaculo triceps) (45,51 ). La eficiencia de 

este P16todo varia del 70 al 851 ( 5 ,32 ,St ,52), por lo que de cada 3 cerdoa 

ciaticercosoa detectados, pasarian 1 a 2 cerdos parasitados COl'ID sanos y 11 

cada cisticerco es potencial11111nte capaz de deaarrollaree en una tenia y cada 

prool6tido cont lene alrededor de se .eee huevo• •• lógico observando 1011 datos 

anteriorea explicarse que la incidencia de e1ta paraelto1i1 na he cafltbiado en 

1'16xico desde loa at'ios 49'1 hasta la fecha < 15). 

No ob1tant• que ae han de1arrollado diver101 J1t6todoa de laboratorio pare eate 

fin COPIO ion, fiJac16n de coP1ple111ento ('2>, heP1aglut1naci6n indirecta (42), 

precipitación en agar <28>, e infllunoelectrofareaia <25), de1graciede111ente no 1e 

han obtenido reaultados que eleven la confiabilidad obtenida por la inepección 

sanitaria, éeto podria deberse en parte a que todae e1ts1 técnicae tienen una 

1en1ibilidad tituy baja <42>. Hern•ndez y col. <27>, en San Luis Potoai, 

observaron en la rev11i6n fhica una frecuencia del 4.61 de cieticercoeil en 

canales de cerdo, l'lli!flto que se elevó a un 24X, al efectuarse pruebas 

in11tunológicea de diagnóstico, co1110 tu• la fijación de co111ple"'ento, sin et11bargo 

una eegunda revilli6n para co11tprobar la senaibilidad y e1pec1ticidad de le 

prueba no se realiz6, por lo cual eate au111ento de aenaibilidad no ea confiable. 

Con respecto a la inf'lunoelectroforesh, 6utiérrez analizó 84 cerdos infectadoa 

11taaivaMente, eolo detectó el 15X de ani!'lalee can anticuerpos precipitantes 

(25 ), 

Rec ienhMente las técnica:1i 1111nuMaenzil'l~t icae cot110 el C Enzyflle-Linked 

t,.,Munoabsorbent Aasay <ELISA>l han tenido una &f'lplia aceptación no eolo para 

el diagnóstico de diversas parasitonis sino taMbién en endocrino logia, 

inl'lunopatologh, hel'latologie, Plicrobiologia entre otros ( 7,B,17 ,30 ,37 ,47), 

El ELISA fue propuesto en 1971 por Engvall, Perll'ltmn por Van Yeel'ten, Schurs, 

y su principio básico esta fundado en la reacción antigeno-anticuerpo, que 

finalMente e!I visualizada con la ayuda de enziP1a1 (6,17,47,49 1 53>. 
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lnicialMente el ELISA eMpleaba tubos de ensaye col'lo aoportes aólidos 

(l'lacr"oelieaJ <53), poster"iOr"l'lente se dise~o el l'licroelizse con le finalidad de 

,..educir la cantidad de l'!uestr"a requer"ida para analizar y hecer"la 1'145 sensible 1 

para este fin se usan l'ticr"oplacas, hechae de nylon, poliestir"eno, poltvinilo Y 

polipr"opi lena ( 8 ,26 ,52 ,54). Con ea toe l'later"ialee el antígeno •• une 

hol'logenea111ente 1 por lo que lo hace reproducible <49,53). Las uniones del 

antigeno a la fase sólida se realizan fllediante interacciontu h.idr"Ofoba1 <26), 

posterior"'ente ae le agrliga la fllUestra biológica e analizar y despúes el 

conjugado. La sensibilidad de la t6cnicas inf'lunoenzi1'14ticas depende en gran 

parte de la preparación del los conjugados enzi111a-anticuerpo <53), ya que no 

obstante al tr"atal'liento drástico que se eMplea para preparar"los, tanto la 

enzif'le cof'IO el i111nticuerpo Mantienen una eficaz funcionalidad. El procediflliento 

finaliza agregando el sustrato adecuado para la enzil'la elegida y loa casos 

positivo11 seran aquellos en donde se halla revelado el color del sustrato en 

col'lparación con los negativos que son incoloros. 

El ELISA ha sido usado para la detección de anticuerpos en auero contra 

Trichinol lo ~ en seres hufllanos y en cerdoa, siendo l'lftS efectivo en la 

detección de larvas de L. W!:Al1.A. que el cUl!!iico diagnóstico con el 

tr"iquinoscopto (30). El ELISA es uudo actuall'lente por los pahe11 bajo11 en 

rastros para detectar la presencial de la larva de L. miWJ..a. en cerdos 

infectados, El l'ltHodo ha sido l'lecanizado y en condiciones presentes se pueden 

analizar 4000 sueros diariel'!ente por h prueba de fllicroelha <30>. 

Los resultados obtenidos con ELISA indirecto han sido satisfactorios para las 

tripanot101'1iasis 1 tanto la efricane (l'lal del auello J coMo la al'tericana 

<onferMedad de Chages), oegün lo tnforMe Voller y col. (54), Buenos 

resultados ae han obtenido con el ELISA para la detección de anticuerpos contra 

hidatidosts (54>, Mientr"as en le enferl'lodad causada por WiJtUA ~ 

<fiebre Q > ee coMparó el EL ISA indir"ecto contra otros l'létodos COl"IO fu~ la 
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fljaclón del col"lpleMento y la in"'unofluoreacencia teniendo una r11ayor 

aenaibilidad en 101 eatudioa u1roepid11111lológico11 que 101 ~étodois anteriores 

(37). 

La e><periencia con ELISA indirecto en infecciones por filaria•, onchocercoaia, 

to><oplaa111osia, h•n aldo variableis debido tal vaz • la obtención y Pr"eparac16n 

del entigeno aai COl'lo • laa reecc1on11 cruzadas entra eatoa par611to1 con 

otros, dando problel'llH pare au datecclón (37). 

En f16xlco, el Instituto de lnv11tigac1on11 B101116dica1 ha e1tandarlZado el 

P16todo de EllS" indirecto para la detección de c11t ic1rco1i1 cerebral en 11raa 

hupu1no1. La prueba tiene una 1Ílnaibilldad del 911 para liquido cefalorraquideo 

y un 851 para lea fllUeatraa de auero con una e1pecific1d1d del 96X < 17). Esta 

t9cnica ae ha efllpleado taP1bUn en eatudioa epidel'liológicoa para conocer 

diver1101 aapectoa blológicoa de esta relación hueeped-par8aito, por eJe11tplo, 

cual ea han 1ido loa di ferentea contactos que haya tenido una población con el 

pa~6a1to. 

06bido a que el cerdo ea el hu4i1ped 1nterflledier10 de la i.tn.1.a .aal...i.Ma, ea 

conveniente analizar au repue1ta in11tune pare col"lpletar loa eatudloa 

epld11P1iol6glcoa. En un estudio inicial en que ae an1liz6 la eficacia del 

prezlcuantal en la claticercoal11 porcina, ae e11tple6 el EL ISA para fllonltoraar au 

reapuaata lnl'lune hu"'orel < 18), ain efllbargo un probleP111 tu• la dUlcultad para 

tofllar fllueatrea sanguinees ya que para esto hay que rterrlbar al ani,.al pera 

puncionar laa venas yugulares con la ayuda de doa o "'•ª peraona1 ,dependiendo de 

1u talla, en laa co111unldadea rurales, no ea f•cil Que loa du1ftoe acepten que 

aua cerdos sean f'laltratadoa por la técnica descrita. Otro de loa inconvenientes 

ea el transporte de las P1ue11tras que deben ester an refrigerac16n y las 

dhtanclas que con frecuencia ae deben recorrer para aer procesadas en el 

laboratorio. Por lo deacri to ante.r iorl'lente, HI buscar' el procedl111iento que 

per111ltirA la tol'la de f'luestraa f"Scilf'lente en gran núPiero, as i cof'lo su 
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con1ervac16n Lnelterable haat.a su aneUsis. 

El u10 del auero colectado en papel filtro para pruebas serol6glcaa fué 

deacrlto por St1pp y Bercka en 1948. El papel filtro saturado con sangre 

coP1pleta fu6 utilizado para la deteccL6n de anticuerpos •n le encefalitia 

equin• del eate en la Eatado1 Un1do1 de Al'l•rtca <7>. laP1bién en el Reino 

Untdo, eate procedi1'11ento 1u1 he ut11Uado para el dhgn6at1co de 11 enf•rP1ed1d 

de AuJeazKy. El procedirtiento con111t1 en la LP1pr1gnac16n direct~ del papel 

f 1 ltro ( Whetl'lan no. 1 ) con °1angr1 COl'IP leta 1 obtenida de lea vana1 auriculeraa 

externas ~ue una vez seca e1 transportado al laboratorio para 1u proceaaPHento 

( 7), Co1 io y col. estudiaron la conaervac 16n de anticuerpo1 para el v lr"ua de 

la enferl'ledad de Newca1tle en papel Ultra, obteniendo bueno1 reeultadoa ( 14). 

La1 P1Ueatraa en papel filtro pueden aoportar condicion11 de l'llldio aP1bient1 

tropical por un l'linl1110 de 2 ael'tanaa 11n que haya p•rdida de aeroraaccL6n 1 en 

tal'lp. da -20 •e 1 un af\o ( 14 ,54) 1 ta"b1•n pueden aer elMacenadaa en bol 8aa de 

pl•1tico a 4-C durante 50 1eP1ana11 conaervando la aaroreacc16n <7>. 

Se han col'lparado valoree de abeorbancie de lae P1ue1trae de auero con lea de 

papel flltro. por lo que ea aceptable el papel filtra co1110 una alternatlVa 

favorable (7,14). Sin eP'lbargo no puade 1ubaiat1r por col'lpleto al auero (7). La 

absorcl6n de sangre en el papel filtro puede destruir la reacción de 101 

anticuerpoa lgt1. Por lo tanto para e1tudio1 aero1pldal'llol6gico11 de Lnfecc.l.on11 

en donde eataa inl'\unoglobultnaa aon 111\portantea para el diagn6atico 1 •• debe 

u a ar el auero fresco ( 54). 

El "''todo de detecc16n que ae busca debe ser de bajo coato, facU de eP1plaar 

que aea rápido, y con capacidad para proceaar un gran nú1111ro de "'ueatraa para 

la detección de ciaUcercoa.1.8 porcLna (54). 

El papel filtro reune lee caracterl,hcae col'lo contenedor y conservador de 

Sangre, necesarias para un estudio seroepidel'\iológico de c1:stlcerco111a porclna 

a nlvel de caMpo. 
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Se eecogió la co111unidad rural "Los Sauces• en el Eatado de Guerrero por 

presentar proble,.a.s de diverso• tipoa, coflto aon l• carencla de letr1n11 y de 

drenaJe, por la que la gente do Hte pueblo de leca al aire libre. Si H tiene 

preeente Qu.• 101 cerdo1 del pueblo •nd•n 1uelto1, que •• al1"'1ntan de b•aura y 

e.1<cretitento da diver-101 an1"ale1, 1ncluido el d• loa ••re• hu,.anoa, no e1 d1 

extrall.ar el 5.6X de c1at1cerco11a porcin• obtenido de un eatudto 

epideMtológ.icos en 415 cerdo•, deterPtlnanda dicho porcant•J• par la ln1pecclón 

de la lenguo 140). 



HIPOTESIS: 

El papel filtro co"o contenedor" de sangre da la fltill'la efectividad en el ELISA 

·que el 1uero. 

OIJETlUOS r. 

Eetendarizar el ELISA pera el infllunodi•gnóaUco de c11tic•rcoaia porcina, 

efllpleando el papel filtro cofllo contenedor y Jlledio de trenaporte d1 lea .. ueatr•a 

de 1engre. 

111\TER llll Y llETOOOS : 

!1allB..l&. ~· 
El estudio coJ11prendi6 al •n•lhis de 101 1iguiantea 1u1roa y pepelea filtro 

if'lpregnadoa de aangre <cuadro 1), en cerdea que ae agr"uparon de la Uguiente 

'º""'ª: 

Suero a y aangre en pepel f 11 tra ( WhatP1en No .1 ) , de 4 cerdos qua en la 

1napecci6n 1eni tiria en el raatro de Ferreria, no presentaran larva a de !al.Da 

.llllllm• 30' 31' 32' 33. 

~ll 

Sueros y papelea f1Hro <P.F> de 19 cer"doa provenientes de una granja alta,.ente 

tecnificada. propiedad de la U.N.A.rit. 1 sin la pre•enct.a de larvea de I.l.lniA. 

.lllUlm a la inspección de la lengua y sin hiatorla de caeoa de chtlcerco1l1 en 

lo• últl"º" 2 e~o•• 34, 35, 36, 37, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48' 49' 50' 51 y 52 

~lll 

Unicaf'tente P.F de 1 12 ,3 y 4, de los otros 13 cerdos, e111boa de la co111unid•d •Lo~ 

Sauces• Guerrero, se obtuv6 suero y' P .F, adefl!~a todoa presentaron cisticerco en 

10 



CUADRO 1 Sueroe utLhzadoa en la este.ndarLzacion del ELlSft para la detección 

de ant Lcuerpoa especi fLcoa contra larva& de L. WJJ.l,a 

6rupoa OrLoen Nú111ero t1uestra Muestra Fecha da la 

con papel con euero caleccL6n 

6rupoa 1..:11 

Cerdó! aLn ( 1) Ferreria ' 

clatlcerco•U ClllZopo\ltl6n 19 

6rupoa 111-IV 

Cerdea can 

chtLcercosU+ 

ta colecta ( 111 )Lo• SaucH 4 

2a colecta Loa Saucea 13 

C IV lRae\ro de 5 

Ecatepac 

Grupo e V·Vl-Vll 

Cerdos Poaitlvo CVl !.l.B.•• 3 

a la n•crop1La• 

hiperLn111unLzado1" <VI ll.l.a.•• 2 

Tratados con 

praztcuantel CVII ll. l.B. •• 10 

TOTAL 59 

19 

12 

5 

19 

13 

5 

3 

11 

SB 

"•rza '87 

llgo•\. '87 

Ene•l'flrzo • 87 

Jullo-egoa '87 

llgoa\o '87 

1985 

1986 

1986 

;-c;~d~;·;;~~ifí~;d~;-~~~-1~¡;~~1~~;;-~~;1~;;-d;-1;~~;;-;¡;-iWii-~-------
• Cerdos revisadoa en lengua con pre~encia de larvaa de I.un1A JJtl.lu..o. 
" Con un ex tracto crudo de larvaa de Wo.1A u.li.!.m.· 
""l. t.B. Instituto de lnvestigactonea B1oM8dicaa. 
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lenguo: 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 , _12, 13, 14, 15, 16, 17. 

~1.11. 

Sueroe y P.F de 5 cerdos del raatro de Ecatepec Edo. de H•x1co, con pr"'e1encia 

del c111t1cerco en lengua: 18, 19, 20, 21, 22. 

~ll. 

Sueros de 3 cerdos infectados con larvas de Cy1tic1rcy1 c1llulg111: 23, 24, 25 

Suero• de 2 cerdos hip1rinfllunlzado1 con antigeno crudo de Cy1tlsecsy1 

s1llyl9111, 11colex+pared <E+P): P45 y P47 

Suer"os d1 10 cerdo& infectadas naturalfllente can larvas de L. ~y que 

postarior111ente fuer"on trat1do1 con praucu1ntel: P7, P&-13, P6-16, P17, PIB, 

PI 9-3, PI 9-26, PZ5, P31 , P52, 

Ge"M6LOBULiffAS 

A> 6afltfll9globullnee de cerdo anti-E+P. 

B > 6a111P1aglobulina1 norfllalea de cerdo. 

C) Ga111l'laglobulina11 de cardo ant1-lg6 hu111ena1. 

O) Gal'tfllaglobulinaa norf'lales de conejo. 

~ 

A )Extracto crudo de Hcolex y pared <E+P) de la larva de !u.na .lll.l.1Jl.e. 

B >Extracto crudo de hrva1 de L. sr11Us1qo. 

!!.alllilftL e.eBd EL.llft 

A 1 Plocoo de IMulon No. I IOYNl\TECH Ll\BDRATDRIES, INCl 

B> l\lbu"ln• al 25% <Lab. S.S.lll 

C l Conjugado a: 

Ant1-Ig6 de cerdo acoplada • percxldaaa <S1g111a) 1 conjugado a. 

Anti-Ig6 de cerdo acoplada a foefatasa, conjugado b. 

Anti-IgG de cerdo acoplada a biotina <Sig111a>, conjugado c. 



Biotina-Streptoavtdina-peroxidaaa CA111ershal't Internacional ple). 

i'lnt i-IgG de cerdo en conejo. 

O >Enzl~•• 

Fo1,ahsa alcalina (51g111a>. 

E> Sustrato: 

Ortohnllendla"ln• <OFD> CSIQ"•>. 

Pera-nt tro,enil 'º''•to de eodi o ( Sig"'•). 

F> Eopectoroto"etro <BIO-RllD "odol 2558 Elll> con '1ltro1 de 485n" y 492n". 

G> Burrera: 

Carbonatos, 'º''•toa, citratos. dietanolal'llna 

"'lodo de l"llr•g ... elón del papel r11tro y de la 'º"" de .. ngre: 

1.- La1 l'luestraa de 1angre pare el P.F ee tol'l•ron de la vena aublingual al 

l'lol"lento de la inspección, d1atribuyendole1 ho111ag6nea111ente en el papel 'iltro 

<P.F>, o ae puncionó le ven• yugular para il"lpregnar el P.F y a eu vez obtener 

auer-o, 1011 que ae congelaron a -le C. Loa papelea •• d•Jar6n eecar a le 

tnter1perie y •• ahtaceneron a te111perature al'tbiente ha.ta 1u uso, al'tboa 111•todoa 

rueron ut1 l izado1 con loa grupos II, I 11 y IV. 

2.- Solo en el ca10 del grupo I (cerdos de Ferreria>, 1e to111ar'on l'tUelltr'as de 

sangre al 1110111ento del deguello para U•pregnar" loa P.F, aai col'lo para la 

obtenc 16n da loa sueros. 

3,- Los grupos V, VI y VII fueron 1angr"ado11 de la vena yugular P•r"• la 

obtención del auero. 

1'cnlea de ELISll para l• detocclón de anllcUflrpos (figura 1 I• 

La realización de ea ta técnica eatuvó en 'unción de la utilizada par"a el 

diagnóstico de la cut1cercoai11 en eerea hu111anoa C 17), con algunas 

l'IOdi '1cac1ones: 

a> Pr"epareición del antigenoi 

13 



l. SE UNE EL ANTIGENO A LA FASE w 
· SOLIDA 

3. SE AGREGA EL CONJUGADO w 
ANTICUERPO- ENZIMA 

4. SE AGREGA EL SUBSTRATO 

flGURA.1 Metodo indirecto para la detecc16n de anticuerpoe. 

14 



Se utlhzO un extracto crudo de <E+P) de larval!I de .!.A.a.n1A J.Stl.1.u..o.. Loa 

cLatLcercos fueron obtenidoa del Múaculo eaquelético de cerdoe infectados, 

provenientee de cana le! decoMisadas en varioei raatroa, se colectaron :Hn 

liquido veaicular , se puaieron en hielo aeco y ae alMecenaron a -10 •c. 

Poateriorrusnte se hol'loQenizaron en un Polytron tBrinkMann lnstrul'lenla), con 3!1 

de t<Cl y aoluci6n de foefetos <PBS) en una proporci6n de 51"11 de aoluci6n por 

graPlo de larvu (peso húMedo > y se dejaron en agi tac L 6n toda le noche e 4 •e. 

Al dla eiguiente el hol'logenado ae centrifugó a 20,000 rpl'I durante 45 Min a 4•c, 

ae dializó con PBS para elil'linar el e)(ceso de salea, al final de la diá.llsh se 

centrifugó e 20,000 rpl'I por una hora a 4 •e se deter!'linó la concentración de 

protelna por 810-RAD tl0> ajuatandoeie a 15 "'º'"'l (f1oura 2>. 

b) Preparación del conjugedo el'lpleando foafatal!la alcalina, aegún el l'll!ttodo de 

Avral'leaa y col. (6): 

Sr"1 de suero de cerdo norl'lal ae incub6 en una colufl'lna de aefharoea 48-

protelna-A (resina) Sigl'la, <1cl"l)(6cl'l) toda la noche, posteriorl'lente éste ae lav6 

con PBS exaust1vaMente para elll'linar lo que no reaccionó con la reu1ina y por 

diferencia de pH l!le obtuvieron las lgG'a. Su pureza ae enalizó por fl'tedio de 

gelea de poliacrilel"\ida. La enzl111a foefatasa alcalina tipo VII de inteatlno de 

borrego SiQMe, se centrifugó a 5000 rp"' durante 20 1'11n, el precipitedo ae 

resuapend16 en ea lución salina al e.si ph 6.B, dlalizándola deapu6a contra la 

l'tlal'la, toda la noche. 

El l'létodo de conjugación de la enzil'la con el anticuerpo fué el siguiente: a la 

en:iMo. =i.e le agreg6 glutaraldehido al 251 (Sigfl'la) 15 una concentración final de 

0.02'X., se incubó 2 hrs a tel"'lperatura al'lbiente. Se le agreg6 Lnl'lunoglobulina de 

cabra, antilgG de cerdo, que previaf'lente fué dializada contra una solución 

aaUns pH 6.B. Ls concentración del reactivo fue de 1Mg de lQ por 2,5 de 

enzil"\a. Se dejaron incubando por 2 hrs a te111peratura aMb1ente. El conjugado 
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Obtener cisticercos del Músculo de cerdo 

Ho/l'logenlzar con KCl 3M en PBS 

Agitar toda le noche a 4•c 

Dializar exhaustivarriente con PBS a 4•c 

Centrifugar a 1000 rpM 

OeterMinar concentración y ajustar proteína a 15 Mg/rril 

AlMacenar en a.l icuotas a -Z0ºC 

FIGURA.2 Producción de extracto total de la larva de !.an.ll ~. toMado de 

h rehrencia <17>. 

HI 



resultante se dializó contra una ~olución al"lortlguadara de Tris base 0.05M pH 

e.a <6>. Posteriorl'lente se probó el conjugado con diluciones de 1:200 hasta 

1 :6000 

Reol hec l6n del ELl 911 (cuadro 21. 

1.- Se inició adsorbiendo durante toda la noche a 4 •e entre 100pg/100 ul y 

1000pg/100 ul por pozo por duplicado de E+P previaf'lente dializado en buffer de 

carbonato a. 

2.-Al die siguiente cada pozo se lavó con 210 ul de PBS-T par tre11 veces con un 

intervalo de 5 fllin cada vez. Estoe lavadas aie..,pre ae realizaron previafllente • 

la incubación de cualquiera de loa diferentes reactivoa que ae efllplearon en lo• 

dihrentea paaoa del M6todo. 

3.- Para evltar el pegado ineapecifica ae agregó 200ul/pozo de albúriina al 11 

en PBS-T 1 durante lhr a 37•c. 

4.- Incubación con el ler anticuerpo. 

·cuando ae utilizó euero ae realizaron diluciones desde 1 :100 a 1 :810 en PBS-T. 

Al utilizar el P.F se cortarón 3 circuloa de 51"11't de dia111etro que fuer6n 

depoal tadoa en un tubo de ensaye paf" a eludir loa anticuerpos 1 con 251 ul 

(elucl<ln 1\) <I 2•1 (eluci<ln B> en buffer de PBS-T e 4 •e toda la noche 

poateriof"l'lente ae hicieron dilucian1111 de 1l10 huta 1 ~400 con la eluci6n A y 

nlngUna con la elución B. Oe cada una de las l"IUeatraa provenientes de papel o 

suero ae to11taron 100ul/pozo y ne incubaron por' 2 hr a 37-C. 

S.- Incubación con el 2o anticuerpo <conjugedos a, b, y c ). 

Se probaron di lucionee de loe conjugadoa a y b deede 1: 100 haata 1: 11,080 1 y 

del e fué 1:1000, para el conjugado c que requiri6 un reactivo adicional, 

btotina-etreptoavidina-peroxidaea, éete ee probó sólo a la dilución 1 :21011. 

6.- Suetrato: 

4 f'IQ de ortofenilendiar'lina <OFOl ae U!UJ.ron paf"a loa conjugado a y c 1 el OFO ae 

dieolvló en 10 1'11 de buffer de citratos !'l~a 4 ul de peróxido de hidrógeno, 
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100ul de esta Mezcla ee utilizaron por pozo. 

Para-n1trofenilfo!!lfato fué para el conjugado b 1 20 l'lg fueron dUueltos en 51111 

de agua y ee agregó 15 Ml de buffer de dietanolal'lina, por pozo tal'\bién ae 

usaron 100 ul. 

?.- Lecturae de las l'IUeatraa. 

Un eapectofotó111etro para placas de ELISA con filtros de 405 nl'I para fosf•taaa y 

492 para peroxidaaa. En el 11iate111a de pero><idasa ha lectura& se tot11aron cuando 

se obtenian clara11 dihrenciaa coloril'l•tricaa entre loa controlee po11Uvo1 y 

negativos no excediendo un tiefllpO 1'16Xifllo de 30 l'lin y previa11111nte parando le 

reacción con 40ul/pozo a 1 N de Acido aulfUrico, eata incubación se desarrolló 

a tel'lperatura af!lbiente y protegida de la luz. En el eiatef'la de foatatase 

alcalina une vez que ae agregó 100ul/pozo del sustrato ae incubó por últil'la vez 

a 37•C por 30 f'lin e inf'lediatal'lente se leyó. 

e.- Punto de corte. 

Se obtuvo de au11tar al pro111edio de loa valores de abaorbancias de loa cerdos 

negativo", trea veces au deaviación eatandar- < K. ± ~ <Ll> :. Q.Ll.n1.g, di. SiR.C..11.> 

(9,53). 
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Cuadro.2 Diferencies entre los 3 s1steMa!i utiluados para la detección de 
cisticercosis porcina por ELISA. 

Pasos 

Concent rae ión de 
antígeno de E+P 
en h Micropldca 

3 1 a vados con 
200 ul de 

A1buM1 na al IX• 

Incubar 1 hr a 
31•c. 

3 lavados con 
200 u1 de 

011uc1ones 
suero 
1 :50 • 1 :800 
E1uctón papel 
A: 1 : 1 ~ o 1 : 400 
8: 2Ml 

Lavados con 

Conjugados 
de cerdo, 

Lavados con 

2o conjugado 
de cerdo, 

Lavados con 

Preparación 
del suetr11to 

Incubac Jón 
final. 

Peroxidasa 
Jug/10Mi 
buffer" de 
ca,..bonato:s• 

PBS-T• 

ol 

ol 

PBS-T 

100ul/pozo 

l 00ul/pozo 
~ 

PBS-T• 

onll-lgG 
Peroxidasa 
~ 

PBS-T 

l=ilar: 

buffer" de 
ci trl!ltoei• 
4 Mg de OFD 
4ul de H202 

Parl!lr la 
reacc1ón aegün 
la coloración 

Foafatasa 
1ug/l0Mi 
buffer de 
carbonatos 

e Jot tna-atreptoper"oxidt"sa 
1 ug ó 10ugl101"11 
buffer de 
carbonatos 

PBS-T c/ozido PBS-T 
de sodio • 

no no 

ne no 

PBS-T con PBS-T 
a:Jdn de sodio 

100ul/oozo 100u1/pozo 

100ul/pozo 100u1/pozo 
z. la. ll ;u e_._ 

PBS-T c/ozido PBS-T 

onll-lgG onll-lgG 
Fosfataeia Biol lno 

z.w ll ;u ¡;..._ 
PBS-T c/az1da PBS-T 

ontllgG 
acoplada con 

Streptoavidtna 
z.w ll ;u e_._ 

PBS-T 

buffer de buffer do 
dietanolaf'ltna• et tratos, 
l 0Mg oarant- 4 Mg do OFO 
feni1 foeifato 4ul do H202 

Parar la 
r-eacción segün 

30 Minutos la coloración 
entre pos! t 1 vos entre positivos 
con H2504. 

Lectu,..a con el 
espect r"of otot'letro 

• Con:sul ta,.. el apéndice 

492nM 

con HZS04. 

405nM 492nM 
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RESUl.ll\005 

En la eatandarización del ELISA para la búsqueda de anticuerpo11 anticiaticerco& 

en cerdas se e!'lplearon trea sistel"!t11S: peroxidaaa, biotina-atreptopero1dda1Sa 

y foafatasa alcalina. 

Siatcu•a peroxidaaa~ 

Los resultados obtenidoa para buscar la l'linifl'la concentración detectable de 

enticuerpoa asi col'lo coMprobar que todos loa reactivo& estuviesen en 6ptirrhU1 

condicionea ea tan resur'lidoa en el cuadro.3 y en la figura 3, en donde ae 

detect6 hasta 150ng/po:o cuando ae d1luy6 el 1er anticuerpo 1 :10000. Sin 

el'lbargo eata dilución no fu6 la que ae e!'lph6 en las subaecuentea 

deter11tinacionea ya que todoa loa controlea posiUvoa (grupos V y VI) ae 

volvieron negativos en eataa condiciones. Fueron lea dilución de 1:100 - 1:800 

en suero y 1:10 - 1:400 en el eluido de papel filtro Celuci6n A> 1011 que 

PumHeatar"on 111ejor"ea aei'\ales. 

Con las 111ue11tr"as del gr"upo 111 procedentes de •Loa Sauces• Guerrero, se obtuvó 

una sensibilidad del 0-75% con P.F (cuadro 5 y fig.4), estos rangos estuvieron 

en función de la dilución que se eP1ple6. Para el control en suero fue 

utilizado el grupo V y grupo VI, con un 80X de aenSibilidad (cuadro 6 y fig.5>. 

Para las siguientes deterl'lin•ciones en ELISA peroxidasa ae incluyeron un 111ayor 

nú111ero de sueroa y P.F. tanto negativos cot'lo positivos. Grupo II negativo: Al 

obtener el punto de corte en auero, éste no ae 1'1Ddific6 práctica"'ente con 

respecto al grupo (cuadr"o 4>, pero en el P.F. hub6 el doble de difer"'encJ.ee 

en los valor"'ea de densidades óptica en 1 :100, hasta el culidruple en la elución 

e (cuadro 7 ) • 

Con respecto a los grupos positivos 111 y IV, la sensibilidad fué del 76.47% al 

Bt"lplear la elUCiÓn 8 Y tan baja. COl'IO 25): al el'lplear la dilución 1:100 (elUCiÓM 

Al, con el suero 1:100 fué de 12% y con la diluc16n 1:800 fué 50% <cuadro e y 

ligs.6,7,B y 9) 
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CUADRO 3 Valore& de abeorbancla a 492 nM de gal'\Maglobulinas COMO controle9 
positivo y negatlvoe a diferentee dilucionee, 

01luc1ón del conjugado perox1dasa 1 :2000 
lgG norMalee de conejo y cerdo a 15MQ/Ml 

HUESTRA POSITIVA NEGATIVA 
lgG CERO O CONEJO 

11850R8ANCIAS 

1: 10 .521 .171 

11100 ,455 .170 

1 :500 .532 .081 

1:t000 .607 .054 

1: 1500 .599 .032 

1 :2000 .583 0 

1 :2500 .615 0 

1 :3000 .516 0 

1 •6000 .496 

1110000 .627 0 

CUADRO 4 Valores de abaorbancia a 492 nl"I de P.F y 9Ueroa negat1va1 aai coriio 
au punta de corte can la 11guiente f6rriiule.: X + 3(0,S)• P.C 

MUESTRA CONJU61\00 30 
PAPEL PEROXIOASA 

1: 10 1 :2000 .430 

1150 1 :2000 .377 

1 :100 1 :2000 .273 

1 :200 1 :2000 .243 

11400 1 :2000 .371 

2•1/100ul• 1 :2000 .364 

SUERO 

1 :000 1 :2000 .128 

Rll!.leQ l 
llNIHllL No. 

31 32 33 PROMEDIO O.S PUNTO DE 
CORTE 118SOR8ANCil\S 

.408 

.285 

.291 

.320 

.279 

.519 

.446 

.311 

.300 

.253 

.254 

.443 

.113 .144 

.433 .42925 .013663 .468 

.300 .31825 .035152 .423 

.291 .28875 .009807 .315 

.243 • 26475 .032158 .360 

.258 • 29075 .045246 .431 

.495 .45525 .059415 .632 

.132 .121175 .059415 .298 

•Los 3 circulas de lo& papele& filtro &e eluyeran en 2ril de PBS-Tween, toda la 
noche Y al a1gu1ente die 1 se tol'laron 100ul y &e depo&itaron en loa pozoa sin 
d1lu1r teluc16n B> 
---------------------------------------21--------------------------------------
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DILUCIONES DE LAS GAMMAGLOBULINAS 

e lgG CERDO VS E+P 15~g/MI 

+ lgG CERDO VS lgG HUl'IANO l 5Mg/MI 

FISURA.3 Valorea de de absorbencia a 492 ni'\ del control positivo y negativo a 
.d1fe17entes diluciones, el conjugado de utilizó 1:2000 
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CUAOR0.5 Valores de absorbancia a 492 nfll de P.F positivos, del grupo III 

en ELISA, con au porcentajes de sensibilidad 

2.B.l!e.Q lll 

ANIMAL No. PORCENTAJE 

MUESTRA CONJUGADO 4 SENSIBILIOAO 

PftPEL PEROXIOASA ABSORBANCIAS 

1 :10 1 •2000 ,J;il ~ ...;.u .297 75.00% 

1 •50 1 •2000 ~ ~ .337 .298 50.00% 

1: 100 1 •2000 ,273 ~ ~ .253 50.00% 

11200 1 •2000 .278 .255 00.00x 

1 •400 1 •2000 .228 .345 .333 .245 00.00% 

CUAOR0.6 Valoree de abaorbancia a 492 nl'I de sueros poeitivoa, de los grupos IV 

y V en ELISA, con su porcentaje de eensibilidaid. 

lil!Jlf.Qi l1 Y. lll. 

ANIMAL No, PORCENTAJE 

MUESTRA CONJUGADO A 8 c P45 P47 SENS!8!LIOAO 

SUERO PEROX!OASA ABSORBANC!AS 

1 :100 1 •2000 .291 .393 .176 .ses .830 

1 •800 1 :2000 ~ ~ .286 L.ill ~ 80.00% 

-------------------------------------------------------------------------------
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P~PELES FILTRO DEL GRUPO 111 

FIGURA.4 Co111parac 16n entre el grupo 1 con el grupoa I I1 ee cbeerva que el 
punto de corte en O.O.• .468 a 492nl'I con la diluc16n 1 :10, obteniendo un 
7Si de Hnolbl lldad, 

24 



CUADR0.7 Valores de absorbanc1a a 492 º"'de P.F y 5uero:s negativo5, el conjugado :se utilizó 1:2000. EL punto de corte. 

se realizó con la siguiente fórl'lula: X + 3<D.S>• P.C 

GP.UPO ll. 

ANIMAL No. 

MUESTRA 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 PROMEDIO o.s PUNTO DE 

Pl\PEL llBSDRB/INCI/15 CORTE 

1 :100 .179 .2Z9 .2ZI .189 .ISZ .158 .154 .157 .201 .194 .150 .134 .190 .140 .192 .178 .250 .181 .183 .17745 .0323 .273 

2Ml/100ul• .195 .228 .184 .179 .165 .168 .159 .154 .202 .191 .224 .187 .159 .163 .232 .223 .219 .212 .183 .16771 .0183 .221 

SUERO 

1 :100 .139 - - .234 .226 .279 - - .170 - .068 .168 .058 .077 - - .Zl4 .199 - .16654 .070 .376 

1 :800 .170 .183 .169 .144 .143 .139 .129 .140 .157 .149 .144 .137 .142 .156 .170 .223 .201 .169 .15916 .042 .zas 

• Elusión B 

----------------------------------------------------------------------------- ---------------------------------------------------



CUADRO.e Valores de absorbancia a 49Zn"' de eueros y P.F positivos, de los grupos IIl y IV en ELISA. con su 

porcenteje de sensibilidad, el conjugado se utilizó 1 :2000. 

MUESTRA 

PllPEL 

1: 100 

5 6 7 8 10 11 

!;!lJ!fQ lll=ll!. 

ANIMAL No, 

12 13 14 15 16 

A8SOR81\NCIAS 

.181 .182 .232 .227 .259 .206 ~ .247 .272 .265 ..2ll! ~ 

17 18. 19 20 21 22 

2~1/100ul• ...zl!l .149 .184 ~ ,_lll - _.m ~ ~ ....!§.! ill.1.d:Z! .25.ll ~ .188 ~ ..zn. 
ll: SUERO 

l :100 

1 :800 

• Eluei6n B 

.230 - - - .157 - - - - .329 .dZJi - .199 - .307 .324 - .133 

.152 .176 .211 ..il!. ~ .250 .dü ..1il .279 ,,lfill ...!li ~ .196 .211 .2§ .157 ~ ..:zn 

PORCENTAJE 

SENSISILIDllD 

25.00% 

76. 47% 

12.25% 

50.00% 
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FIGURA.S Cori,paraci6n entre el grupo I con loe grupos III-Vll 1• obeerv• que el 
punto de corte en O.O.• .300 • 492nl'I con la d1luc16n 1 :800, obteniendo un 801 
de aenalbllldod. 
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PAPELES FILTRO DEL GRUPO ll l 

FlGURf\.6 Col'\paración entre el grupo lI con el grupo· 111 :ie observa que el 
punto de corte en O.O.• .273 a 492nl"I con la dilución 1i100, obteniendo 
un 25X de oen•lbilided. 
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PAPELES FILTRO DEL GRUPO ll 1 

FIGUR~.7 Co!'lparaci6n entre el grupo U con el grupo III, ae observa 
que el punto de corte en 0.0.•.215 a 405nl'I con la elusión B, 
obteniendo un 76.47X de •enalbllidad. 
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FIGURll.8 Co•paroclón entro el grupo 11 con el grupo 111, H oboerve 
que el punto de corte en O.O.• .376 a 492nl'l con la dilución 1:1e0, 
oblenlendo un 121 de aen1lbllldod. 
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SUEROS DE LOS GRUPOS 111-IV 

FIGURfli.9 Co111parac1ón entr"e el grupo II con los grupoe III-IV 1 ee observa que el 
punto de cort• en O.O.• .273 a 492nfll con la dilución 1 :900, obteniendo un 50X 
de eenalbllld•d. 
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SISlEllll RlllTINll-llllllllllllSTR~PTOPEROXIUll511 

En este 111tef'la el punto de corte (P.C) pare las Mueatraa de suero fue caai ~ 

veces t'lenor COPIPar"andolo con el a1ate1'111 de peroxida1a (cuadro 9), no fu~ 

po1ible tener la coPlperación con 101 eluldoa en loa Uoa ahtef'laa por no contar 

con laa dilucione1 sif'lilare1, pero con les que 11 •• efectuar"on, el P.e en el 

11.t•"'• de biotina, re1ult6 el "''ªbajo de todos 1011 valore• (cuadro llZI>. 

Cuando 111 coP1pararon lea doa concentractonea de antioeno en e1te l'lial'to 11111\e"'a 

no eKiatleF"on diferencial 1ignificat1va11 (cuadro 13), Loa grupos 111 y IV 

tuvieron una 1en1ibllldad ail'tiler a la obtenida con el 111\111'\a peroxidaaa 

cuando 111 anal izaron la1 "'ueatrea de suero ( cuadr-o 11 y f ig. 10), pero con lee 

"'ue1tra1 proveni•nte1 de 101 eluidoa (cui111d1'"0 12 y fig.11), la dlter"encia entl'"e 

111'\bo1 •• aP1pli1P1ente a1gn1'1cative 11•ndo "''ª elevada en el ailteflle de 

i:iero>eide1e. El Ql'"UPD VII reeult6 el 1'16e lll'lpliefllenh positivo <cuadro 12-14 y 

11;. 12-131. 

CUADRO 9 Diterantea puntos de corte de 101 11atell\11s pero>eidaaa 
biot 1na-atl'"epto-perox1deea. 

ELUCIDN A: 1:1111 
1 :10111 

ELUCION B: 2 .. 1 

SUERO: 1 :50 
1: 100 
1 •800 

PEROXIDASA 
&Bllfl1 1 GBllf2 ll 

P.C P.C 

.468 

.423 ;273 

.632 .221 

.376 
• 298 .285 

BIDTINA-STREPTOPX 
&Bllfl1 1-ll 

P.e 

•.199 

.258 

.211 

.140 

••SUERO: 1 :50 .271 
1: 100 .205 

• En la elus16n A no se lncluy6 el P.C del Qrupo I 

E.l2iE.MftSft 
&Bllfl1 ll 

P.C 

.239 

.295 

••Solo en eate ensayo a diferencia de iodoa los experiMentos, 1us uiili.:!6 el 
antigeno a 10ug/Ml. 
- No deter111lnado 
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CUADRO 10 Valores de abeorbanc1a a 49Znl'I de P.F. y eueros negativos. 

lil!llfl2 l y ll 

ANl"AL No. 

MUESTRA 30 31 32 33 34 35 36 37 39 41 42 44 45 46 47 48 49 PROMEDIO o.s PUNTO DE 

sumo llBSORBllNCillS CORTE 

... 1 :50 ... .224 .084 .144 .160 .207 .207 .127 .136 .135 - .119 .115 - .140 .133 .117 .168 .1477 • 03708 .258 

1: 100 .151 .113 .148 .106 .184 .184 .172 .137 .103 .1198 .122 .113 .147 .114 .128 .136 .118 •. 1337 .02642 .111 

1 :800 .135 .058 .075 .057 .081 .081 .039 .045 .051 - .063 .033 - .060 .047 .102 - .0683 .02474 .140 

P/IPEL 

1 :10 - - - - .126 .ese .054 - .169 .049 .075 .111 .092 - - - - .0917 .03902 .199 

Concentra.e: ión del ent !geno t ug/"'l. el ter. conjugado fue t: 1'!100 y el 2o. conjugado 1 :2000. 



... ,. 

CUADRO 11 Valorea de abl!lorbanciaa a •92n,.. de aueros y P .f pos! t ivos 1 de los orupos I II y IV 

en ELISA, con aus porcentajes de aensibilidad. 

~filylJJ. 

ANlMl\L No • PORCENTAJE 

MUESTRll 7 B 9 11 13 14 15 16 17 19 ze ZI zz SENSIBILIDllO 

SUERO llBSORBllNCillS 

1: 100 - ..151 - ~ .1B7..]il~ .055 .151 .115 .Z07 .160 40.00% 

1 :800 - ...15! .081 .080 .074 ....ill! ....llil .047 .110 .esa .119 .0s7 27.00% 

PllPEL 

1 :10 .116 .189 .1Z6 ~ .IZ1~ .169 .059 .llB .157 18. IBX 

La dilución del 1er. conjugado fue 1:1000y el 2o. conjugado 1:2000. 

Concentración del antígeno lug/1'11. 



CUADRO 12 Valor-es de abeor-bencia• a '92nl'I de auer-oe positivos, de loa gr-upo• VI y VII en ELISA, 

con eus por-centejes de sensibilidad. 

2fil!fll. lll y 'lU. 

~NIML No • PORCENTAJE 

... 
"' MUESTRA P? PS-13 PS-16 PI? Pl?N PIS P19-3 PI 9-26 P25 P31 P52 P45 P47 SENSIBILIDAD 

SUERO ABSORBANCIAS 

1 :50 .ru ..lllt ...!ll ...!§ - ~ dü~ .143 ~ - L.1ll .&n 81.81% 

1: 100 ~ .183 ....ll! ~ - ~ .zu~ .133 .Jü - L.115. ..1Zá 81.81% 

1 :800 ~ .138 ~ - ..ID .Jli .120 ~ .077 ..lll .m .&U ....w. 75.00~ 

La dilución del 1er-. conjugado fue 1:1000 y el 2o. conjugado 1:2000. Concentración del antígeno lug/ril. 
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F16URA.10 CoP1peraci6n de 101 sueros de loa grupo• 11 <barras tran1parentea) 
con loa valorea de 101 grupoa VI-VII <barras con dUgonalea), 11e observan loa 
dlferentea puntos de corte aegún la d1luci6n utilizada a 492n"', con !!iU 

porcentaje de aenaibLlidad: 

o) 1 :50 o.o.- .zsa 81.81X IZ2J 
b) 1: 100 o.o.- .211 81.8\X ISSl 
e) 1 :80111 O.O.• .140 75.00X !!222 
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FIGURA.1 t Cofl!pu·ac16n de loa aueroa de loa grupoa 1-II (berraa treneparentea l 
con loa valorea de loa grupos III-IV <barrea con diagonales), ae observen loa 
di fer-entea puntea de corte según le dilución ut i 11 zada a 492nr1 1 con au 
porcentaje de aenaibilldad: 

o> 1:100 O.O.• .211 40.00X fZZJ 

bl 1:800 O.O,• .140 27.00X ISSJ 
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FIGURf\.12 Cofllparaci6n entre el grupol•llcon el grupodVIIIee observa que el 
punto de corte en O.O.• .199 a 492n111 con la dllución 1:10, obteniendo un 
1e.1ex do ••nUbll1dad. 
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CUADRO 13 Valores de absorbencia a 492nl"I de P.F. y sueroB negativos. 

&BW l=ll 

ANlllAL No. 

MUESTRA 30 31 32 33 34 35 36 37 39 41 42 44 45 PROftEDIO O.S PUNTO DE ... .. SUERO l\8SOR8ANCIAS CORTE 

1 :50 .253 .159 .193 .165 .131 .215 .127 .136 .1e9 .118 .149 .115 .199 .157 .038 .271 

1 :100 .190 .102 .152 .152 .120 .148 .101 .085 .145 .148 .103 .082 .109 .124 .e21 .205 

Concentración del antigeno 10ug/r'll. el ter. conjugado fue 1: 1000 y el 2o. conjugado 1 :2000. 



CUADRO 14 Ualol"'el de abeorbanc1a1 e 492n" de euero1 positivos, del Ql"'UPO UI y 

VII en ELISA, con eus porcentajee de eensibilidad. 

!IBllfl! !ll y ll.ll 
• o llNI"l\L No. 

MUESTRA P7 P6-13 P6-16 PIS Pl9-3 PI 9-26 P25 P31 P52 P47 PORCENTAJE 

SUERO l\BSORBllNCil\S SENSIBILIDAD 

1 :50 ..lil ...m~ ~ .257 .JH .116 .fil ~..na 80.HS 

1 :100 ~ ....ill ~ ~ ..m ~ .062 ....aa ...1J..! ...Rll 90.00% 

Lo dilución del ler conjugado fue 1:1000 y el 2o. conjugado 1:2000. 

Concentración del antigeno 10ug/1'11. 
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FIGURA.13 Co~p11ración de loa eueroe de loa grupos 1-11 <barrea tranaparentea) 
con loa valoree de loa grupos VI-VII (barras con diagonalea), ee observan los 
diferentes puntos de co,..te según la diluc16n util1z11d11 a 492nl"I, con eu 
porcentaje de aenaibllidad: 

al 1 :50 O.O.• .271 B0.00X ISSJ 

b > t :e00 o.o.• .20s s0.00x 1SSJ 
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SlSlE"A FOSFl\11\SA 

En foafateea fuef"on utilizadas laa garu'lelobulinaa anti-E+P~ antilgG hurusnas y 

lgG de conejo, CDl'IO controlea poaitivoe y ne1Uvoe para pr"'obar la potencUi del 

conjugodo (cuodco 15 y flgo.14-15). 

Tafllb16n en eete 11iate111a el punto de cor"te fue "'l:IY all'lllar a loa otros doa 

•hhfllaa(cuadro.16>. La aenaibilidad del eluido de eete ai1te111a fúe igual que 

con 11 11ate"a de peroxidaaa (79.001> y con reapecto al suero fu6 30% 111enor 

<cuadco 17-19 y figo. 16-17 ), 

La 1enaibilidad de loe trea 11l5te111aa uhlizadoa en ELISA, ad co1110 au!I 

cofl!par-acionea, ee observan en la cuadro 19. 

CUADRO 15 Valor de abaorbancia a 405 n111 1 de gal'l1•u!lglobul1nae co!'lo controles 
pa11Uvo1 y neg1Uvo1 a dUerentea diluciones. 

6MlllA6L08ULINAS 15.,g/.,¡ 
llUESTM CONJUGADO CERDO VS CERDO VS CONEJO AL8UllINA IX 
lg6 FOSFIHASA E+P lg6 HUllANO NORllAL 

A8SOR81\NCIAS 
1:181 1•1110 • 745 .079 0 

1:100 1 •5110 .539 .098 0 

11100 1 •11100 ,842 ,792 .185 0 

1 :200 1•1011 .658 .779 .000 0 

11101 l 11500 .589 .654 .094 0 

1 :100 112100 .699 .561 .11164 0 

11200 1•2011 .529 .369 .000 0 

1•100 l •2500 .713 .463 .106 0 

I • 100 1 •311100 . na .554 .151 0 

"100 1•4000 .343 .317 .069 0 

1 •200 l 14000 .097 .000 .000 0 

111011 l •6000 .238 .250 .11145 0 

l •21111 1 :6000 .000 .000 .000 

1•100 1 •10000 .498 .076 .000 0 
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FOSFATASA 
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¡;, ALBUMINA U 

Fl&URA.14 Volorea de de ebaorbencle • 405 "" del control poOitlvo y nogetlvo a 
un1 dilución de 1: 100, el conjugado de ut·111z6 a diferentes diluciones. 

43 



~ o 

! 
"' ~ 
~ 

O.B 

0.7 

0.6 

0.5 

0.4-

0.3 

0.2 

0.1 

o 
1000 

FOSFATASA 

2000 4-000 

DILUCIONES DE LllS GllllllAGLDBULINllS 

IZZJ lg6 CERDO VS E+P 15•gl•I 

ISSJ lg6 CERDO VS lg6 HUllANO 15"g/•I 

rn:a lg6 CONEJO 15•gl•I 

llLBUlllNll 11 

6000 

F16URA.15 Valorea de de absorbancla a 415 ""'del control positivo y negativo a 
una dilución d• 1:200, el conjugado de ut11Lzó a diferentea diluciones . 
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CUAOR0.16 Valores de ab!orbanctas a. 405 n"1 de: P.F y !ueros neo.1tivo:i así COMO 

su punto de corte: Xt3(0.S>• P.C 

G!!l1fQ ll 

ANIMAL No. 

MUESTRA CONJUGAOO 34 35 37 39 42 43 44 45 46 47 PUNTO flE 

PN'EL FOSFATASA ABSORBANCIAS COAlf 

2"1/100ul• 1:2000 .159 .083 .026 .144 .107 .131 .159 .040 .046 .089 .239 

SUERO 

1 :2000 .135 .184 .041 .060 .105 .295 

•Elusi6n B 

CUADR0.17 Valoreo da aboorbanclas a 405 "" do P.F, de loo grupo• Ill y IV 

en ELISA, con au porcentaje de eerisibilidad. 

MUESTRA 

PllPEL 

CONJUG. 

FDSFATASA 

2Ml/100uJo 1 :2000 

15 16 

!i!!llfll lll y lll. 

ANIMAL No. 

19 20 22 PORCENTAJE 

ABSORBANCIA SENSIBILIDAD 

094 ..1.1!1 .112 70,001 

CUADRO.! B Valoree de absorbancias a 405 nl'I de sueros, de los grupos lll y VII 

en ELISA, con eu porcentaje de aen&ibilidad. 

lIBl1fQ lll y llil 

ANIMAL No. 

MUESTRA CONJUGADO 15 P7 P6-5 P6-16 P 17 P47 P52 PORCENTAJE 

SUERO FOSFATASA ABSORBANCIAS SENSIBILIDAD 

1•100 1 :2000 .250 ~ .133 ~ .111 .187 ...!!Ji. ...ofil. 50.00% 
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FIGURA.16 Co1"1p1raci6n del grupo JI con loa valorea de loe grupo1 III y IV. =ie 
observa que el punto de corta en O.O.• ,239 e 415nl'I con la elución B , · 
obteniendo un 70X de Hn•lblllded. 
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FI6URA.17 Co111parac16n entre el grupo 11 con loa grupoa Ill-VII, H obaerya que 
el punto d• co,.te en O.O.• .295 a 405nrit con la dilución 1: 100, obteniendo un 
sex do 1en11bilidod. 
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CUADRO 19 Co1'1parac1onea de los porcenhJIHI de senaibilidad de los tres sutel'las 

utlltzados en el EL!SA. 

SISTEMA 11 PEROKIOASA 11 AV!DINASTREPTO 11 FOSFATASA 

GRUPOS JI 111 1 V-VI 1111-IVll Vl-Vllllll-IVl•Vl-Vllll III-IVI IIl-IVJ 

ELUIDO A: 1 : 10 11 75 

J :50 11 50 

1: 10 11 50 

1 :20011 00 

1•40011 00 

ELUIOO 81 2:'11 11 

125 

JI 

11 

11 

11 

JI 

176.47 11 

18.181 

SUERO : 1 :50 11 

1•10011 

l •80011 

JI 81.811 40 

112.25 11 

80 150 11 

• Concentración del antigeno 10ug/l'll. 

- No deterMinado. 

81.811 27 
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OISr.lJSION 

Loa "'6todoa d1agn6atlen,.. realizadoa para detectar anticuerpoa eapecificoa en 

cerdos aoapechoaos de estar infectado11 con chticercoa ee han basado 

principalP1ente en el eri1pleo del 11uero <18,25,29,42,43>. El uao del papel 

filtro cofflo una nueva l'lodalidad para el diaon6atico, ae pen116 por loa 

inconveniente1 que aur"gen en aangrar a 1011 cerdos de la1 cof'lun1dade3 rural ea. 

Este ri6todo ha probado aer r•p1do y operativo, siendo une alternativa a eacoger 

para laa pruebas 11erológica1. Loa 3 1'16todoe que ae estandaruaron pars la 

búsqueda de ant icuerpo1 ant 1-cl11t icercoaia en cer-doa l'loatraron reaul tadoa 

ai"'1lare1 entre ai en cu1nto a au eficacia global, 

Se uUlizaron doa grupoa controles negatlvoa: d6bido a que en el raatro se 

obtuv6 la sangre al l'lDrotento del deguello con lo que el papel filtro 111 i"1pregn6 

deP1a1iado y ad1P16.a por eate procedil'tiento se hel'toliz6 la aanore. por lo Que ae 

obtuvieron alto• valorea de fondo (cuadro,2). eata probablel"lente ae debió a la 

gran cantidad da enzif'laa liberadaa de loa er1trocltoa deatruldoa que reaccionan 

con 101 au1trato1. O•bido a eato ae decldi6 utilizar otro grupo de cerdea ain 

chtlcercoah, de la granja U1cnlficada de Zapotitlán O.F, en donde hub6 la 

facilidad para aengrarlaa en la yugular y tafl\bUm to111ar f'IUeatraa de aangre de 

lea venae aubl ingualee. 

La dtlucionee del papel filtro que obtuvieron una "'ejar r"eapueata en relación 

al auer"o en al ahte111a pero><idaaa fuer"on: la eluci6n e con un 76.46l de 

aens ibi U dad, 1't1entraa que con el suero a una di luc i 6n 1: 800 soló 111 tuv6 un 

50l con los grupos 111-IV y con los grupos V-VI se encontró un 80%. En el 

aiate111a fosfatasa con la l"lilll'la e lución 8 se encontró un 70X de senalbi lidad y 

un 50% en auero con la dlluc16n 1 :50. El siate111a de avldlnaetrepto los e luidos 

no tuvieron la 1''1Bflla respuesta ya que soló se obtuvó un 18.18% de aenaibllLdad 

en la eluclón A (1:10), Mientraa que con el suero hub6 un 40%, a!'lboe con los 
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orupoa IIl-IV. Con los grupos VI-VII se observó desde un 81.BIX hasta un 90% de 

aenaibilidad. 

No obstante que con los sueros eMpleado!!I coMo controles positivos (grupos VI y 

Vll) ae obtuvieron porcentajes altos de sensib!lidad, en los orupol5 III y IV 

con infeccione& naturales se obtuvieron principalMente reapuestas bejae, 

l'lediana!!I y esca!!lal'lente en 2 cerdo!!I con pro111ed1os altos. 

Esto podria explicarse en varias forr1aa: loa cerdo!!I reaccionaron de Manera 

ineapecHica al ab!!lorberse algún coMponente de au !!langre 6 auero a lo!!I pozos de 

b1ulon (cuadro Hi>, por lo cu.U loa controles negativos tuvieron un fondo alto, 

de 0.2 de abaorbancia, que influyó pera obtener el punto de corte. Con ea te 

Mis1110 EL ISA utilizado para la detección de anticuerpos huMenos, se pueden 

obtener valorea de fondo tan bajos col'lo .05 6 inclusive 0 ( 16), 

Otra explicación podr"ia se,. que no obstante que en la cisticercosis porcina es 

l'IUY col'lún encontrar gran cantidad de par8aito!I en un aolo cerdo, quiz8 para 

l'lantener eata peculiar relación hu8aped-par1hito aea neceee.rlo el dhMinuir la 

reepue!!lte in111une del hu•aped, por lo que !!le encuentran entonces l'lenor cent idad 

y calidad de anticuer"poa anti-ciaticerco. 

Loa r11aultados obtenidos en el auer"o con el ELISA son perecidos a los 

encont,..adoa por" Kuf'lar col.(29), que reportaron de!!lde un 75% hasta un 95X de 

Hntlbl l idod un 96.21 do e!!lpecificidad con cerdoe infectados 

experil'tental"ente, con diferencias de sensibilidad. Esto probebleMente ae deba 

a que ee tuvó un contr"ol f'lejor de lee var"iables COMO son alil'lentac16n, l'lanejo, 

cliMa, étc, así col'lo la cantidad de huevos de L Wl.J.u1 ut i 1 izados par"a 

infectarlo!!I. 

Si bien hubo diferenciae en cuantó al nU111ero de cerdos detectable!!I con la 

infección, no hubo gran diferencia en relación a eus valores de absorbencias 

obtenido& a 450nl'I ya que hubo valores de!!lde .1 ha!!lta • 460 0,0 en cerdos con 

chticercosis, presentendoae valorea igualMente cercanos a .1 de los cerdos no 
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infectados, sin haber utablecido un punto de corte, por lo que el núMero de 

cerdos detectables a cisticercosis fué alto y no tanto por unai t11ayor detecc16n 

de emtlcuerpo& contra el cuticerco ya que las absorbanclas tanto de KuMar 

<29), col'lo lo!I resulhdoa de eate trabajo fueron generalf'\ente bajas, por lo que 

si se hubiera eatablecido el punto de corte, au sensibilidad aeria ru!!lnor. 

Una explicac16n "'ªª seria en terl'linos de evaai6n if'\une, por ejeMplo en bovinos 

infectados con ~ Wi.Ull, se ha inforl'lado que este páresito produce 

auatanc1as tól(ic:as para loa llnfocito5 1 lo cual l!IUQUl.ere que ~!Itas pueden 

proteger el par•isito de la reapuesta inl'lune del hu•!lped. Te!'lbién ae ha 

inforMado que las fatciolaa liberan gran cantidad de antlgenos que quizas 

consu"'en loa anticuerpos dhponibleus, forl'lendo col'lplejos inl'lunes que s.on 

d9poa1tadoe en el hlgedo y que causan leal.one!I inMunopatológlc1?u~. Parece eer 

que efectival'lente en la faaciolasia operan riecenUl'los de evasión que aon 

reapon1able1 de la per!'lanencia!I prolongada de fasciolaa en !lua huthpedea, col"lo 

ea el caao de loa ovinos, que pueden encontr-arse fasciolati de 8 y 11 años de 

duración deapuea de la infestación única (56 ). 

Otro inforr1e que epoya la presencia de l'\ecaniaf'los de L~111unosupreelon ea el 

hecho de que en inhataciones por la.e forl'ln Jovenea de E..Ali.1W. ~ de 6 

serta.nas la reacci6n e!I fuerte contra au tegu!'lento, rtLentrati que progr-eeLvafl\ente 

ea f'láa d•bil con el tegul"tento de faaciolati adultas. Eato auguiere que la 

renovación de tejidos en la auperficie del tegut'lento, es un f'lecanhl'lo 

inl'lunoprotector,utilizado por la& fasciolas ante& de que lleguen e loa 

conducto!! b1liaret1 <35 >. 
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COllCLIJS 1 UNES 

El papel filtro eluido tuvo unl!I Mejor re15puesta en la detección de anticuel""pos 

anli-chtlcer-coa con el !ihtel'la peroxtdasa con los grupos lll y IV que el Miel'lo 

auero, Uendo la eluci6n 8 h Mejor forfl'U!I de eluido pl!lra el papel filtro. 

El ahtel'la biot ina-atreploperoxidase tuvo la l'lejor respuesta para aueros del 

grupo 111 y IV con la dilución 1: 100 asi coMo con los grupo VI y VII, por lo 

que se reco111lenda el uso de esta dilución, 

Se recol'lienda deterf'linar el punto de corle con loa controles negativos cada vez 

que se efectuen las rutinas en EL ISA. 

La 11enaibilldo!1d de la prueba en los controles positivoa fué de un 80-90% 

(sueros hiperinfllunea cerdos con c1aticerco11ia tratados poaterlorl'lente con 

prazicuantel), sin en11bargo por haber obtenido en general una re,puezsta baja en 

titulozs de anticuerpos anti-cisticercos en lozs 3 eistel'la! de enzil'lazs, en los 

cerdos prov•niente& de un 111edio rural (cuadro 1, grupo 111 y IUh &e aoapeche 

de un fen6111eno de evasión in111une en estoa l!!Oil'lalea, que puede eetudierse en 

ex.peril'lentoa futuroa. 

La técnica de ELISA para le detección de enticuerpoa anticiaticerco prof!lete aer 

une buena alternativa col'lo herrel"liente pera utilizarla en estudio!! 

aeroepidel'liológicoa, por eua ventajas a nivel de cal'lpo que el u&o tradicional 

del auero 1 por lo algulente: 

- t1ayor facilidad, rilpidez para obtener, conservar y tranaportar la l'luestra. 

- Ea un l"létodo aceptable dei obtención de !iangre por parte del due~o. 

Por todo lo enunciado anterlorMente se recol'lienda Que zse aiQ8n re8lizando eale 

tipo de lnveatlgeciones !Sobre eata par11!!115ltos11S, 
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Buffers y reactivos ut1lizado:1 en el ELISA 

Buffe,. de carbonatos: 

No2C03 0.159g/50ol 

NoHCo3 0.293g/50ol 

NoN3 IAzldo do •odio) 0.020g/50ol 

pH•9.6 

Eu.5.,8 RACA gerqxidopo l!, 1UJllJ..DA-stregtgpcroxtd05a. 

Buffer para peroxidaea (lavados y diluciones) 

PBS-Tween-20 

NoCl 

KCl 

e.0g/I 

0. 2g/I 

No2HP04• 12H20 2. 9g/ l 

KH2P04 0.2g/I 

0.05% Tw••n pH•7,4 

41'1Q sustrato 

10r'tl de buffer de cllralo5-foshto5 pH•4.5 

4ul de H202 

La reacción se paro con H2S04 1M•S.St'll de H2S04 en 1001'11 de H20 

Buffer de citratos pard preparar el sustrato: 
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Sol. /\: 

0.IM de ác. citrico <21w para 11) H3CEi07 •H'20 

Sol. B: 

0.IM de citrato de !!lod10 (29.tlg para 11> Na3CBHS07 ·~11:?.0 

ToMar 5Ml de Sol. A r1ás 51'11 de Sol.8 y aforar a 10Ml 

ill.211 = f.Qll.o.1Au. 

Buffer para foafata!!a <lavados y di luciones) 

PBS-Tween-20 

NoCl l 6g/21 

KH2P04 0.4g/2l 

No2HP04 S,Bg/21 

KCl 0.4g/21 

NoN3 0.4g/2l 

Tween-20 i ,0Ml 

pH•7. 2 

Buffer de Dietanolal'ILna 10% 

H20 800Ml 

NoN3 0.2g 

MgCl2•6H20 100Mg 

Oietanolal'tina 971'\l 

Ajuntar el pH a 9.8 con HCl IN, guardar a 4•c, protegido de la luz. 

Preaoroctón d§.l 1.!.L.tlc.4.1.2 

31'\l de H20 desioni:;:ada 

10tt1g (2 pastilla!!!> de fosfohsa olea.lino 

71'11 de buffer de dietanolaMino (debe estar a teMperatura eMbiente y preper~rse 

la Mezcla infllediotor1ente antes de agret;;1an.e a loe pozo!!.> 
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