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RESUMEN

SOLIS BRAVQ LUIS ENRIQUE., Inmunodiagnéstico da la cisticercosls porcina por
ELISA, avaluando el pape) filtro como contenedor da la aangre.

ASESORES: M. en C. AGUSTIN PLANCARTE CRESPO Y M.SC. ALINE S. DE ALUJA.

€n la estandarizacién del ELISA para la busgqueda de anticuerpos anticisticerco
en cerdo se emplearon traes sistemas: peroxidasa, bilotina-streptoperoxidasa y
fonfatapa alcalina. Ss procesargn musstras con suero y elulde de papel. Hube
diferencias de sensibilidad en los tres sistemas y en la forma de procesado.
Se utilizaron 62 cerdos cn.total, de los cualas se tenidn 47 muestras de sangre
impregnadas en papel filtro y 61 muastras de suero: de estas,!7 muestiras fuerdn
de la comunidad de °Los Sauces® Guerrero, con la presencia de la larva en
lengua y 8 provenientes del rastro de Ecatepec. Para los controles negativos a
cisticercosis se utilizaron 23 cerdos, 4 del rastro de Ferreria y 19 de una
granja técnificada y para los controles positivos se utilizaron otros 15 suaros
que fueron usados en axperimantos antariorss de clltlcaécosxl porecins.

Se determindé el siatema més adecuado para el procesamiento de las muasstras con
los grupos provenientes de zonas rurales (I11 y IV)t Para el papel filtro, con
la elucién B (2ml/3circ,) se tuvé una sensibilidad del 76.47% en el sistama
peroxidasa, el 2o.lugar lo obtuvo el sistema fosfatasa con un 78X y al mds bajo
correspondié al de biotina-streptoperoxidasa con un 18.18%. En suero con los
grupos Il y IV a una dilucién da 1:100 results el mejor sistema el de
biotina-streptoperoxidasa con un 27%, seguido del 12.25% para peroxidasa. Las
diferencias de sensjbilidad con los grupos de cerdes hiperinmunizados vy
tratados con prazicuantel (VI y VII) con respecto a los anteriores fueron desde
un B1.81% & un 93X con la dilucién 1:1@8, no habiendo difarencias
significativas entre ol usd de lug/ml 6 10ug/ml de antipeno en ests sistema.
Dabido a la obtencion de valores bajos de absorbancia en loe grupos infectados
naturalmante con cisticercosis se sospecha da un mecanismo de evasidn inmune
presente en estos animales, por lo que se recomisndan mdas esstudios de este

tipo.



INTRORUCCION

La cisticercosis humana y porcina son parasitosis producidas por las, larvas de
1a Jaenia solium. El ciclo bioldgico de este céstodo consiste en que los huevos
infectantes provenientes de los progldtidos gravidos son ingeridos por los
huéspedes intermediarios cerdo, perro, hombre y otros (38) penetrando la pared
intestinal ubicandoss principalmente en el sistema nervioso (2,19,2),39,
41,52), ojo (20,46), taJldb muscular (2) y menoa frecuentamente an corazén (34)
y tejido subcutaneo (12,34),

El ciclo se continua cuando el hombre consume carne de cerdo mal cocida o cruda
infectads con las larvas. Estas llegan al intestino y por accién enzimdtica
evaginan y se adhieren a la pared del niano..desurrollundoae en al gusano
adulto que puede llegar a medir hasta 7 metros, y permanecer en su huésped por
varias décadas. Cuando se separan los Ultimos segmentos eatos son expulsados
junto con las heces fecalea, contaminando al medioc ambiente y cerrandose as{i el
ciclo biolégice (2,13,38).

La cisticercosis prevalsce principalmente en paises en vias de desarrollo como
Africa donde el 1% de su poblacién humana presanta ests enfermedad (33), En
Asia es la segunda csusa de lesiones cerebrales (33), al igual que en la India
donda entre las afecciones expansivas del craneo as la segunda enfermedad de
importancia despies de la tubesrculosis y de las principales causas de
epllepsia, (1). En 8 paisas de Latinodmerica su rango de incidencia varia esntre
@.4% a 2.0% (33,39,41,42).

Se sabe que en México desde hace aproximadamente 40 afios la frecuencia de esta
parasitosis era de alrededor del 3.6% (15). Estudios posteriores (23) y
recisntes, como una serie da casos de autopsias analizados en el Centro Médico
Nacional en 4250 cadaveres de los cuales 135 (3,2%} presentaron larvas de I,

soliym en el cerebro (39,41), demostraron qus las condiciones para que se



desarrolle asta enfermedad no se han modificades en casi medio siglo an nuastra
pais.

Las manifestaciones clinicas de la neurocisticercosis son extremadamente
variadas: cefaleas, hipertension endacraneana, edema cerebral, entre otras
$21,39,50) y se explican de scuerdo con la localizaclén, tipo, tamafio y nimero
de las larvas asi como el estado svolutivo de las mismas (21,59).

La ceguera es la principal complicacién cuando se localize en ojo (46,52). A
excepcién de la cluilcerco;LI ocular de cimara anterior las demds son dificiles
de diagnosticar por compartir 1los mismos sintomas con otras anfermedades
neurclégices, lo cual hace dificil el manejo adecuado de estos pacientes {(23),
€n apoyo a la comunidad médica para disgnosticar esta enfermedad se han
desarrollado diverses técnicas, entre las més utliles y recientas se cuentan la
tomografia sxial computarizada, y la resonancis magnética nuclear, asi como los
procedimtentos serolégicos {17,21,26). El tnconveniente de usar las técnicas
radiolégicas, es el alavado costo de su uso y al existir pocos sitios gue
cuentan con sl aguipo, por otro lado las técnicas serolépicas son més baratas y
existen varios sitios que las emplean de rutina,

Tambidn 1a cisticercosis porcina 8s un gran problems porgue ademds de ser el
cerdo el huésped intermediario mas tmportante para la salud publica (1,2) se
tienen fuertes pérdidas econdmicas por el decomiso de la carne parssitada. Esta
enfermedad fué bien conocida en el siglo pasado en Eurcps Central, de donde
desaparecid lentementie gracias & la mejoria en las condiciones de salud piblica
{33). Sin embargo en Africa la cisticercosis estd muy propagsda en todo el
continente, por ejemplo en Zaire el B8X de los cerdos sacrificados tienen
cisticercosis (1), La frecuencia de cisticercosis en cerdos sacrificados en
sels rastros de Centroamérica entre 1959 y 1861 fue del 2.13% de un total de
643 672 cerdos (22).

En los Estados de la Repiblics Mexicana es comin sncontrar los cerdos en



libertad, donde tlenen acceso directo al consumo de excretas humanas y basuras,
con lo cull se provean des proteinas necesarias para subsistir (3,31), asi como
a la presencis de letrinas mal construidas con desaguas cercancs a los corrales
y por la defecacién al aire libre por parte de los habitantes (4@).

En una encussta en México llevado a cabo en 75 rastros de 22 astados del pais,
se ancontré que la frecuencia global de cisticercosis porcins para 1980-1981
fue del 1.52% (4), y los estados gue presentaron una mayor incidencia da la
enfermedad an rastros lua;on Michoacén 10X, Guanajuato 19%, Chihuahua 3.32%,
Colima 2.4%, Coahuila 2.37%, ODurange 2.21% (3). Otros estados igualmente
afectados por esta parasitosis, son 6Guerrero, Oaxaca, San Luls Potos{ y
lacatecas (31),

Entre los rastros del valle de México y las plantas de tipo inspeccidn federal
(TIF) fuerén sacrificados an el perlodo 1874-1978y 3* 805, 716 cerdos, de los
cuales el indice promedio de decomisoc por cisticercosis porcina fué del 0;20!
{31), Sin unsargo la pravalencia de la cisticercosis estimads a partir de las
cifras de cerdos que llegan s los rastros, debe de tomarse con raservas ya que
los animales en su mayoria provienen de granjas tecnificadas donde
principalmente los animales son alojados an locales higiénicos y alimentados
con mezclas comercisles, a diferencia de los criados rusticamente, que
frecuentemente son sacrificados sin ninguna inspeccidén sanitaria, siendo el
destino de la carne el consumo familiar o bien la venta directa en pusstos de
mercados  y calles (4), Esta forma de comercislizacién reprasenta
aproximadamente a1 35% de consumo de carne de puerco en algunas &reas del paia
(2,4), Ademds del problema de la matanza clandestina, axiste el de la
inspeccién sn canal del cerdo que tiene deficiencias o no se llava a cabo
(5,40,51,52}).

Oébido a que en el cerdo 1a localizacién del cisticerco es predominantemente

muscular (51,52), para su deteccién en los rastros, se realiza un solo corte

4



profundo en los misculos del lade derscho que se sncuentran inmediataments por
arribas de la articulacién del codo (misculo triceps) (45,51). La eficiencia de
este método varia del 70 st 85% (5,32,51,52), por 1o que de cada 3 cerdos
cisticercosos detectados, pasarian | a 2 cerdos parasitados como sanos vy si
cada cisticerco es potencialmente capaz de desarrollarse en una tenia y cada
proglétido contiene alrededor de 50,000 huevos es légico observando los datos
anteriores explicarse que la incidencia de esta parasitosis no ha cambiado en
México dasde los afios 48's hasta la fecha (15),

No obstante que se han desarrollado diversos métodos da laboratoric para este
fin come son, fijacidn de complemenio (42), hemaglutinacién indirscta (42),
precipltacién en agar (28), e inmuncelectroforesis (25), desgraciadamente no se
han obtenido resultados gue eleven la confiahilidad obtenida por la inspeccién
sanitaria, ésto podris dabsrse en parte a que todas estas técnicas tienan una
sensibilidad muy baja (42). Herndndez y col. (27), en San Luis Potosi,
cbservaron en la revision fisica una frecusncia del 4.6% da cisticercosis en
canales de cerdo, mismo gque se elevd a un 24%, a8l efectusrse pruesbas
inmunolégicas de diagnéstico, como fué la fijacidn de complementc, sin embargo
una sepunda ravisién para comprobar la sensibilidad y especificidad de la
pruaba no se realizd, por lo cual este aumento de sensibilidad no es confiable.
Con respecto a la inmunoelectroforasis, Gutiérrez analizé B4 cerdos infectados
masivamente, y solo detectd el 15% de animales con anticuerpos precipitantes
(25).

>R;clentenente las técnicas  imnumoenzimAticas como el [ Enzyme-Linked
fnnunoabnurhent Assay (ELISA)] han tenido una samplis aceptacién no solo para
el diagnéstico de diversas parasitosis sino también en endocrinologia,
lnnunopaiolog&a, hematologia, microbiologia entre otros (7,8,17,30,37,47),

El ELISA fue propuesto ean 1971 por Engvall, Perlmann y por Van Weemen, Schurs,
y su principio basico esta fundado en la reaccién antigenc-anticuerpo, que

finalnente es visualizada con la ayuda de enzimas (6,17,47,49,53),



Inicialmente el ELISA empleaba tubos de ensaye como soportes sdlidos
(macroelisa) (53), posteriormante se disefo el microelisa con la flnallaad de
reducir la cantidad de muestra raguerida para analizar y hacerla mis sensible,
para este fin se usan microplacas, hechas de nylon, poliestireno, polivinilo y
polipropileno (8,26,52,54), Con estos materiales el antigenc se une
honogen‘ﬁnen!e. por lo gue lo hace reproducible (49,53), l.as uniones del
antigeno a la fase sdlida se realizan mediante interacciones hidrédfobas {(26),
posteriormente se ls agrega la muestra bioclégica & analizer y despies el

d o4

conjugade. La sensibilidad de la técnicas i zimdticas dep en gran

parte de la preparacidn del los conjugados enzima-anticuerpo (53}, ya que rno
obstante al tratamjento drastico que se emplea para prepararlos, ténto la
enzima como al anticuerpo mantienen una eficaz funcicnalidad. El procedimiento
finaliza agregando el suslrutol adecuado para la enzima elagida y los casos
positivos seran aguellos en donde se halla revelado el color del sustrato en
comparacién con los negativos que son incoloros,

El ELISA ha sido usado para la deteccién de anticuerpos en suers contra
Irichinella spiralis en seres humancs y en cerdos, siendo mas efectivo en la
deteccidén de larvas de Y, spiralis que el clasico diagnéstico con el
trigquinoscopio (3@), El ELISA es usado actualmente por los paisse bajos en
~rastros para detectar la presencia de la larva de 1. 3pfiralis en cerdos
infectados. El método ha sido mecanizado y en condiciones praesentes se pusden
analizar 4000 sueros diariamente por la prueba de microelisa (3@).

Los resultados obtenides con ELISA indirecto han sido satisfactorios para las
tripanosomiasis, tanto la africans (mal del suefio) como la americana
{enfermedad de Chagas), segun lo informa Voller y col. {54), Busnos
resultados se han obtenido con el ELISA para la deteccidn de anticuerpos contra
hidatidesis (54, mientras en la enfermedad causada por Coxjells burnetii

{fiebre Q) se compard el ELISA indirecto contra otros métodos como fuéd la



tijacién del complemento y 1a  inmunofluorescencia teniendo una mayor
sensibilidad en los estudios sercepidemiolégicas que los métodos anteriores
(37),

La experiencia con ELISA indirectc en infacciones por filarias, onchocercosis,
toxoplasmosis, han sido veriablas debido tal vez a la obtencidn y praparacién
dal antigeno asi como & las raaccionss cruzadss entre estos pardsitos con
otros, dando problemas para su deteccién (37).

En México, el Instituto .d- Investigaciones Biomédicas ha estandarizado el
método de ELISA indirecto para la detecciédn de cisticercosis cershral en seras
humanos. La prueba tiene una sensibilidad del 98% para liquido cefalorraquideo
y un 85X para las muestras de suero con una especificided del 96X (17). Eatas
técnica se ha empleado también en estudios epidemiolégicos para conocer
diversos aspectos biolégicos de esta relacién huesped-parasito, por sjemplo,
cuales han sido loas diferentes contactos que haya tenido una poblacién con el
uu;-éuto.

Débido a que el cerdo es el huésped intermediario de la Isgnisa aelium, es
conveniente snalizar su repuasta inMune para completar los estudios
epidamiolégicos. En un estudio inicial en que se analizd la eficacia del
prazicuantel en la cisticercosis porcina, se empled el ELISA para monitorear su
respuesta tnmune humoral (18), sin embargo un problema fué la dificultad para
tomar muestras sanguineas ya que para esto hay que derribar al animal para
puncionar las venas yugulares con la ayuda de dos o més personas,depandiendo de
su talla, en las comunidades rurales, no es ficil que los dusfios acepten gue
sus cerdos sean maltratados por la técnica deacrita., Otro de los inconvenientas
es el transporte de las muestras que deben estar en refrigeracién y las
distancias que con frecuencia se deben recorrer para ser procesadas en sl
laboratorio, Por lo descrito anteriormente, sa buscard el procedimiento que

permitird la tomas de muestiras faciimente y en gran numero, asi como su
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conservacion inalterable hasta su analisis.

€l uso del suero colectado en papsl filtro para pruebas serolégicas fué
descrito por Stepp y Bercks en 1948, El papel filtro saturado con sangre
completa fué utilizado pars la deteccién de anticuerpos en la encefalitis
equina del este sn la Estados Unidos de América (7). También en el Reino
Unido, este procedimiento se ha utilizado para el diagndstico de la enfermadad
de fAujeszKy, El procedimianto consiste en la impregnacién directa del papel
filtro (Whatman no.!) conlllngrn completa, obtenida de las venas auriculesres
axtsrnas que uns vez seca s transportado al laboratorio para su procesamiento
(7). Cosio y col. estudiaron la conservacién de anticuerpos para sl virus de
ia enfermedad de Neuwcastle en papel filtro, obteniendc buenos rasultados (14).
Las mueatras en papel filiro pueden soportar condiciones de medic ambiente
tropical gor un minimo de 2 semanas sin que haya pérdida de mserorsaccién, en

tamp. de -20°C, un afio (14,54)) también pued ser alr das en bolaas de

plastico a 4°C dursnte SO semanas conservando la seroreaccién (7).

Sa han comparado valores de absorbancie de las musstras da suers con las da
papsl filtro, por 10 que @8 aceptabla el papel filtro como una alternativa
favorable (7,14), $in embargo no puede subsistir por completo al suero (7). La
absorcién de sangre en el papel filtro opuede destruir la reaccién de los
anticuerpos IgM. Por lo tanto para estudios seroepidamiolégicos de infecciones
en donde estas inmunoglobulinams son importantes para el dta;néntico. se tebe
usar al suero fresco (54),

El método de deteccién que se busca dehe ser de hajo costo, facil de emplaar
Que sea répido, y con capacidad para procesar un gran numeroc de muestras para
la deteccién de cisticercosis porcina (54).

El papel filtro reune las caracteristicas como contsnedor y consarvador de
sangre, necesarias para un sstudic sercepidemiolégico de cisticercosis porcina

s nivel de campo.



Se escogléd la comunidad rural “Los Ssuces” en el Estado de Guerrero por
prassntar problemas de diversos tipos, como son la carencia de letrines y de
drenaje, por lo que la gante de este pueblo defeca al aire libre. Si se tiene
presenta que las cerdos dal pusblo andan suelios, que se alimentan de hasura y
excrementa de diversos animales, incluide el de loa seares humancs, no es de
axtrafiar el 5.6X de cisticercosia porcina obtenido de un estudio
epidemiolégicos en 405 cerdos, determinande dicho parcentase por la insgeccién

de la lengua (4@),



HIPOTESLS:
El papel filtro como contenador de sanara da la misma efectividad en el ELISA

‘' que el suero.

O08JETIVOS:
Estendarizar el ELISA pera el inmunodiagnéstico de cisticercosis porcina,
empleando sl pepel filtro éono contenedor y medio de transports de las muestras

de sangre.

MATERIAL Y METODOS :

HATERIAL BIQLOSIGY:

El estudio comprendid al andlisis de los siguientes susros y papelas filtro
impregnados de sangre {cuadro 1), en cerdos que se agruparon de la siguiente
forma:

frupo §

Sueros y sangre en papel filtro (Whatman No.1), dea 4 cerdos qua en la
inspaccién sanitaria en al rastro de Ferreria, no presentaron larvas de Iasnia
solium: 30, 31, 32, 33,

Grupo II

Susros y papeles filtro (P.F) de 13 cerdos provenientes de una granja altamentes
tecnificada, propiedad de la U.N.A.M., sin la presencia de larvas de Ipgnija
80lium a la inspeccién de la lengua y sin historis de casos de cisticercosis en
los Gltimos 2 aMos: 34, 35, 36, 37, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, S y 52

Sruge 111

Unicamente P.F de 1,2,3 vy 4, de los otros 13 cerdos, ambos de la comunidad "Los

Sauces” Guerraro, se obtuvd suero y‘P.F, adamis todos presentaron cisticerco en

10



CUADRO | Sueros utilizados en la estandarizacion del EL1ISA para la dateccion

de anticuerpos especificos contra larves de I, gsolium

6rupos Origen Numero Muestra Muastra Fecha de la

con papel con suero colecclén

6rupos 1-11
Cerdas sin (8 8] Farruri. 4 4 4 Marzo ‘87
cisticercosis (Il)Zapotitlén 19 19 19 Agost.'87

Grupos III-IV
Cerdos con

cisticercosis+

1a colecta (II1)Los Sauces 4 4 4 Ene-marzo '87
2a colecta Los Sauces 13 12 13 Julio-agos '87
{IV)Rastro de 11 8 S Agosto '87
Ecatepec

Brupos V-VI-VII

Cardos Positive (V) I.I.B.** 3 - 3 1985
a la necropsias

hiperinmunizados* (VI)I.1.B."* 2 - 2 1986
Tratados con

prazicuantel (VID)I.1.B."" 1@ - " . 1966

TaTAL 59 a4 S8

¢ Cerdos sacrificados con infecciones masivas dea larvas de Isenia splium
+ Cerdos revisados en lengua con presencia de larvas de Jagnia saplium.
* Con un extracta crudo de larvas de .

“*1.1.B, Instituto de Invastigacionas Biomédicas.
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lengua: 5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

Gruce IV

Sueros y P.F de § cerdos del rastro de Ecatepec Edo. de& México, con presencia
del cisticerco en lengua: 18, 19, 20, 21, 22.

Grupgo ¥

Sueros de 3 cerdos infectados con larvas de Qusticercus cellulosas: 23, 24, 25
Grupo VI

Sueros de 2 cerdos hlp;rlnnunlxldol con antigeno crudo de Cyatigcercus
callulosae, escolextpared (E+P): P4S y P47

§ruge WII

Sueros de 1@ cerdos infectados naturalmente con larvas de I. g0liuym y que
posteriorments fusron tratados con prazicuantel: P?7, P6-13, PE-16, P17, P18,
P19-3, P19-26, P25, P31, PS2Z,

GAMMAGLOBUL INAS

A) Gammaglobulinas de cerdo anti-E+P.

8) Gammaglobulinas normales de cerdo.

C) Gammaglobulinas de cerdo anti-Igé humanas.

D) Gammagliobulinas normales da conejo.

ANTIGEND:

A)Extracto crudo de aacolex y pared (E+P) de la larva de Iaania sglium.
B)Extracto crudo de larvas de I, grassiceps.

HATERIAL EARA ELISA

A) Placas de Imulon No.! (DYNATECH LABORATORIES, INC)

8) Albumina al 25% (Lab. 5.5.4)

C) Conjugados:

Anti-Ig6 de cerdo acoplads a peroxidssa (Sigma), conjugado a,

Anti-I1g6 de cerdo acopladas a fosfatasa, conjugado b.

Anti-1g6 de cerdo acoplads & biotina (Sigma), conjugado c.

12



Biotina-Streptoavidina-peroxidasa (Amersham Internscional plc).

Ant 1~1g6 de cerdo en conejo.

0)Enzima:

Fosfatasa alcalina (Sigma).

E) Sustrato:

Ortofenilendtamina (OFD) (Sigma).

Para-nitrofenilfosfato de sodio (Sigma),

F) Eapeactofotomatro (BKD-RAD modal 2558 EIA) con filtros de 405nm y 49Znm.
€) Buffers:

Carbonatos, fasfatos, citratos, dietanolamina

Método de impragnacion dal papel liltro y de la toma da sangre:

{.~ Las muestras de sangre para el P.,F ss tomaron de la vena sublingual al
momento de la (nspeccién, distribuyendolas hunonbnqanénte en sl papel filtro
{P.F), o ne punctiond la vena yugular para impregnar el P.F y a su veaz obtener
syero, los qﬁe se congelaron a =10 C. Los papeles ase dejarén secear a la
intemperie y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso, ambos métodos
fueron utilizados con los grupos II, III y IV,

2.~ S5olo en el caso del grupo I (cerdos de Ferreria), se tomaron muestras de
sangre al momento del deguello para impregnar los P.F, asf como para la
cbhtencién de los sueros.

3.~ Los grupos V, VIl y VIl fueron sangradoa de la vena yugular para la
obtencidn del suero.

Técnica da ELISA para la deteccion de antjcuerpos (figura 1):

La realizacién de esta técnica estuvd en funcidn de la utilizada para el
'dlnqnéatlco de la cisticercosis en seres humanos (17), con algunas
mod{ficaciones:

a) Preparacidn del antigano:

13




) (

1. SE UNE EL ANTIGENO A LA FASE
- SOLIDA §

2. SE AGREGA LA MUESTRA PROBLEMA h

3

3. SE AGREGA EL. CONJUGADO Qé
ANTICUERPO - ENZIMA

4. SE AGREGA EL SUBSTRATO ‘sl o

FIGURA.1 Método indirecto para la deteccién de anticuerpos
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Se utilizé un extracto crudo de (E+P) de larvas de Jaesnia soliuym. Los
cisticercos fueron ohienidos del misculo esquelético de cerdos infectados,
provenientes de canales decomisadas en varios rastros, se colectaron sain
liquido vesicular , se pusieron en hjelo seco y se almacenaron a —190 *C.
Posteriorente se homogenizaron en un Polytron (Brinkmann Instruments), con 3M
de KC1 y solucién de fosfatos (PBS) en una proporcién de Sml  de solucién por
gramo de larvas (peso humedo) y se dejaron en agitacidn toda la noche a 4°C.
Al dia sigulente el homogenado se centrifugd a 20,000 rpm durante 45 min a 4°C,
se dializd con PBS para eliminar el exceso de sales, al final de la didlisis se
centrifugd a 20,000 rpm por una hora a 4 °C se determiné la concentracién de
proteina por BIO-RAD (1@) ajustandose a 1S mg/ml {(figura 2).
b) Preparacién del conjugado empleando fosfatasa alcalina, segun al método de
Avrameas y col. (6):
gbtencidn de Jot de corde
Sml  de suera de cerdo normal se incubé en una colunna de sefharosa 48B-
proteins-A (resina) Sigma, (lcmxBcm) tods la noche, posteriormente ésta se lavd
con PBS exaustivamente para eliminar lo que no reacciond con la resina y por
diferencia de pH se obtuvieron las IgG's. Su pureza oe analizd por medio de
geles de poliacrilamida. La enzima fosfatasa alcalina tipo VII de intestino de
borrego Sigma, se centrifugd a 5000 rpm durante 20 min, el precipitado se
resuspendid en solucién salina al 8.5% ph 6.8, dializadndola después contra la
misma, toda la noche.
El método de conjugacidén de la anzima con el anticuerpo fué el siguiente: a la
- enzima, se la agregd glutaraldehido al 25% (Sigma) a una concentracién final de
9.02%, se incubd 2 hrs a temperatura ambisnte. Se le agregd inmunoglobulina de
cabra, antilgé de cerdo, que previamente fué dializada conirs una solucién
salina pH 6.8. La concentracién del reactive fue de Img de Ig por 2.5 da

enzima. Se dejaron incubande por 2 hrs a temperatura ambiente. El conjugado
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Obtener cisticercos del misculo de cerdoe
!
{
Homogenizar con KC1 3M en PBS
'
|
Agitar toda la noche a 4°C
!
t
Dializar exhaustivamenie con PBS a 4°C
1
|
Centrifugar a 1200 rpm
|
|
Daterminar concentracidn y ajustar proteina a 15 mg/ml
|
|

fAlmacenar en alicuotas a ~20°C

FIGURA,2 Produccitn de extracto total de la larva da Taenia solium, tomado de

la referencia (17).
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resultante se dializé contra una solucidén amortiguadora de Tris base 0,0SM pH
8,8 (6). Posteriormente se probé el conjugade con diluciones de 1:208 hasta
1:6000

Realfzacién del EL1SA (cuadrae 2).

1.~ 5¢ 1inicié adsorbiendo durante toda la noche a &4 °C entre 102pg/100 ul y
1802pQg/ 12 ul por pozo por duplicadoe de E+P praviamente dializedo en buffer da
carbonatos.

2.-Al dia siguiente cada p;zo se lavd con 200 ul de PBS-T por tres veces con un
intervalo de 5 min cada vez. Estos lavados siempre se realizaron pravismente a
la incubacién de cualquiera de los diferentes reactivos que se emplearon en los
diferentes pasos dal método.

3.~ Para evitar el pegado inespecifico se agregd 202ul/pozo de albumina al 1%
en PBS-T, durante lhr a 37°C.

4, lncubacién con el lfer anticuarpo.

‘Cuando se utilizé suero se realizaron diluciones desde 1:102 a 1:820 en PBS-T.
Al utilizar el P,F se cortarén 3 circulos de Smm de dismetro que fuerén
depositados an un tubo de ensaye para eludir los anticuerpos, con 25@¢ ul
(elucton A} & 2ml (elucién 8) an buffer de PB5-T a 4 °C toda la nocha
posteriormente se hicieron diluciones de 1:10 hasta 1:400 con la elucién Ay
ningina con la elucién B, Da cada una da las musstras provenientes de papal o
asueroc se tomaron 10Pul/pozo y se incubaron por 2 hr a 37°C.

S.~ Incubacién con el 20 anticuerpo (conjugades a, b, y ¢).

Se probaren diluciones de los conjugados & y b desde 1:100 hasta 1:10,002, y
del ¢ fué 1:1000, para el conjugado ¢ que reguirid un reactive adicional,
biotina-streptoavidina~peroxidasa, éste se probd sdlo a la dilucién 1:2800.

6.~ Sustrato:

4 ng de ortofenilendiamina (OFD) se usaron para los conjugado a y ¢, el OFD se

disolvié en 18 ml de buffer de citratos mas 4 ul de peréxido de hidrégeno,

17



100ul de esta mezcla se utilizaron por pozo.

Para-nitrofenilfosfato fué para el conjugado b, 28 mg fueron disusltos en Gml
de agua y se agregé |5 ml de buffer de dietanolamina, por pozo también se
usaron 109 ul.

7.- Lecturas de las muestras.

Un espectofotdémetro para placas de ELISA con filtros do 405 nm para fosfatasa y
492 para peroxidasa, En el ciatema de paroxidasa las lecturas se tomaron cuando
se obtenian claras difere'ncua colorimétricas entre los controles positivos y
negativos no excediendo un tiempo maximo da 30 min y previamente parando la
raaceién con 4Qul/pezo a | N de 4cido sulfurico, esta incubacién se desarrolld
a temperatura ambiente y protegida de la luz. En el sistema de fosfatasa
alcalina una vaz que se agregd 100ul/pozo del sustrato se tncubd por Gltima vez
a 379C por 38 min e inmediatamente se leyd.

8.- Punto de corts.

Se ohtuvo de sumar al promedio de los valores de ahsorbancias de los cardos
nagativos, tres veces su desviacién estandar ¢ X + 3 (D,5) = pguptp de corte?

(2,53,

18



Cuadro.2

Diferencias antre

los 2

cisticercosis porcina por ELISA,

sistemas

utilizados para

la deteccién de

Pasos

Yipos ge enzimas

Concentracién de
antigeno de E+P
en la microplaca

3 lavados con
200 ul de

Albumina al 1%e

Incubar | hr a
379,

3 lavados con
200 ul de

Diluciones
suero

1:50 a 1:800
Elucion papel
A: 1:1@ a 1:400
B: 2ml

Lavados con

Conjugados
de cerdo,

Lavados con
20 conjugado
de cerdo,
Lavados con

Preparacion
del sustrato

Incubacion
final.

Lectura con el
espectrofotometro

Peroxidasa Fosfatasa
lug/t@ml fug/10m]
buffer de buffer de
carbonatose carbonatos
PBS-T= PBS-T c/azida

de sodio *
81 no
si no
PBS-T PBS-T con
azida de sodio
10@ul/pozo 10@ul/pozo
10@ul/pozo 10@ul/pozo
r 2hcy a4 37 L.
PE5-Ts PBS-T c/azida
anti-Ig6 anti-Ig6
Peroxidasa Fosfatasa
2hra a 37 €.

PBS-T PBS-T c/azida

Ingubar 2 hry a 37 L.
buffer de buffer de
citratose dietanclamina¢

4 mg de OFD 1@mg parani-

4ul de H202

Parar la
reaccidn segtn
la coloracion
entre positivas
con H2504.

492nm

fenil fosfate

30 minutos

405nm

Biotina-streptoperoxidesa

lug 6 1@ug/18ml
buffer de
carbonatos

PBS-T

no

no

PBS-T

100ul/pozo

1Q0ul/pozo
PBS-T

anti-1g6
Biotina

PBS-T

antilgb
acoplada con
Streptoavidina

PBS-T

buffer de
citratos,
4 mg de OFD
4ul de H202

Parar la
reaccién segQuin
la coloracién
antre positivos
con H2S04.

492nm

* Consultar el apéndice
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RESULTADOS

En la astandarizacién del ELISA para la busgueda de anticuerpos anticisticarcos
en cerdas se emplearon tres sistemas: peroxidasa, biotina-streptoperoxidasa
y fosfatasa alcalina.

Sistema peroxidasac

Los resultados obtenidos para buscar la minima concentracién detsctable de
anticuerpos as{ como conp;obar que todos los reactivos estuviesan en éptimas
condiciones estan resumidos en el cusdro.3 y en la figura 3, en donde se
q;tectb hasta 15@ng/pozo cuando se diluyd el ler anticuerpo 1:13002, Sin
embargo asta dilucién no fué la que se empled en las subsecuentas
detarminaciones ya que todos los controles positivos (grupos V y VI) se
volvieron negativos en estas condiciones. Fueron las dilucién da 1:102 - 1:800
en suerc y 1:10 - 1:400 en el eluido de papel filtro (elucidn A) los que
manifestaron mejores sefiales.

Con las muestras del grupo III procedentes de "Los Saucas" Guarrero, se chtuvd
una sensibilidad del 9-7SX con P.F (cuadro Sy fig.4), estos rangos estuvieron
an funcién da la dilucidén que se aempled, Para el control en suero fue
utilizado el grupo V y grupo VI, con un 80X de sensibilidad (cuadro 6 y fiQ.5),
Para las siguientes determinaciones en ELISA peroxidasa se incluyeron un mayor
nimero de sueros y P.F. tanto negativos como positivos. Grupo II negativa: Al
obtener el punto de corte en suero, éste no ses modificd practicamenta con
respecto al grupo 1 (cuadro 4), pero en el P.F. hubé el doble de diferencias
en los valores de densidades éptica en 1:1@0, hasta el cuaddruple en ta elucién
B (cuadre 7).

Con respecto a los grupos positivos III1 y IV, la sensibilidad fué dal 76.47% al
emplear la elucién B y tan baja, como 25% a1 emplear la dilucidn 1:102 (elucién

A), con el suero 1:100 fué de 12X y con la dilucién 1:80@ fué 50% (cuadro B y

fi1gs.6,7,8 vy 9)
20



CUADRC 3 Valores de absorbancta a 492 nm de gammaglobulinas como controles
positivo y negativos a diferantes diluciones,

Dilucidn del conjugado peroxidasa 1:2000
Ig6 normales de conejo y cerdo a 1Smg/ml

HUESTRA  POSITIVA NEGATIVA
1g6 CERDO CONEJO
ABSORBANCIAS

1110 .621 A7
11100 455 170
1:500 532 .e81
11000 .607 .054
1:1500 .569 .e32
1:2000 503 °
112500 618 )
1:3000 .516 °
1:6000 436 0

13110000 627 [

CUADRC 4 Valores de sbsorbancia a 4392 nm de P.F y suerce negativos asi como
su punto de corte con la siguiente férmula: X ¢ 3(D.5)= P.C

§RUPQ L

ANIMAL No.
MUESTRA  CONJUGADO 30 3 32 33 PROMEDIO 0.5 PUNTO DE
PAREL PEROXIDASA ABSORBANCIAS CORTE
1:10 1:2000 .430 .408 446 433 42925 13663 468
1150 112000 .377 .285 31t L300 .31828 .835152 .423
1:100 1:2000 .273 .291 300 .291 .28875 009807 315
11200 1:2000 .243 .320 .253 243 .2B47S .032158  .3Ge
11400 1:2000 .37 .278 254 L2588 ,29075 045246 .43

2m1/10@uls 1:2000 .364 .519 L8443 .495 45525 .059415  .832
SUERD

1:800 1:2000 .128 13 144 132 121175 .059415 .298
#Los 3 elrculos de los papeles filiro se eluyeron en 2ml de PAS-Tueen, toda la

noche y al siguiante dia, se tomaron 19Qul y se depositaron en los pozos sin
diluir (elucién B)
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ABSORBANCIAS

PEROXIDASA

0.7

0. i

0.5

0.4 -
0.3 4

0.21

T T T — 1 t U t
100 500 1000 1500 2000 2500 3000 6000 10000
DILUCIONES DE LAS GAMMAGLOBULINAS
O 1g6 CERDD VS E+P iSmg/ml
+ 1g6 CERDO VS IgE HUMAND 15mg/ml

Fi6URA.3 Valores de de ahsorbancia a 492 nm del control positivo y negativo a
diferentes diluciones, el conjugado de utilizé 1:2000
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CUADRQ.S Valores de absorbancia a 492 nm de P.F positivos, del grupo III

en ELISA, con su porcantajes de sensibilidad

6RUPQ 111

ANIMAL No. PORCENTAJE
MUESTRA  CONJUGADO 1 2 3 4 SENSIBILIDAD
PAPEL PERQOXIDASA ABSORBANCIAS
1:10 1:2000 ' .542 2753 2813 .297 75.00%
1:80 1:2000 +438 1520 .337 .298 59.00%
1:1008 1:2000 .273 1493 £3589 .253 50.00%
11200 1:2000 .278 - 255 - 2a.00%
1:400 1:2000 .228 . 345 333 .245 00.00%

CUADRO.G Valores de absorbancia & 492 nm de sueros positivos, de los grupos IV

y V en ELISA, con su porcentaje de sensihilidad.

GRUPOS V ¥ VI

ANIMAL No. PORCENTAJE
MUESTRA  CONJUGADO A 24 [+ P45 P47 SENSIBILIDAD
SUERD PEROXIDASA ABSORBANCIAS
1100 1:2000 .291 .393 176 685 .830 - -
t:600 1:2000 4330 .376  .286 1,342 1.350  ©@.00%
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CUADRO.7 Valores de absorbancia a 432 nm de P.F y sueros negativos, el conjugado se utilizéd 1:2000. EL punto de corte,

se realizo con la siguiente formula: X + 3(D.S)= P.C

ERuPD I1

ANIMAL No.
MUES TRA 38 35 35 37 38 39 40 41 42 43 44 45 45 47 48 43 S@ 5| 52 PROMEDIO D.S PUNTO DE
PAPEL ABSORBANC1AS ’ CORTE
1:109 .179 .229 .221 .iB9 .i52 .158 .154 .1S7 .201 .194 .150 .134 .192 .140 .192 .178 .250 .181 .1B3 .17745 .0323 273

2mi/100ule .195 .228 .184 .179 165 .168 .159 .154 .202 .191 .224 .187 .169 .163 .232 .223 .219 .212 183 .16771 .0183 .22}

SUERO
1:100 129 - - 234 ,226 .27% - - .170 - .068 .168 .058 .877 - - .214 .139 - .16654 .070 376
1:800 L1790 .183 .169 .144 .143 ,139 ,129 148 .157 .149 .144 137 .142 .156 .170 .223 .201 .16 - L15815 042 .285

* Elusion B
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CUADRO.8 Valores de absorbancia a 492nm de sueros y P.F positivos, de los grupos III y IV en ELISA, con su

porcentaje de sensibilidad, el conjugado se utilizé 1:2000.

6RYPQ 111-1V

ANIMAL No. PORCENTAJE
MUESTRA s & 7 8 3 1@ 11 12 13 14 15 16 17 18" 19 20 21 22  SENSIBILIDAD
PAPEL ABSORBANCIAS
1:100 181 182 .232 .227 .259 .206 ,342 .247 .272 .265 ,704 ,456 - - - - - - 25.00%
2ml/100ule ,292 .143 .184 .383 333 - ,726 .7S6 756 .464 .631 .474 - .258 .30l .188 ,253 .227  76.47%
SUERD
1:100 23 - - - .57 - - - - .329 .426 - .19% - 307 .324 - 133  12.25%
1:800 .152 176 .211 ,291 ,309 .250 ,4QQ ,341 .279 .298 .41§ .5@3 .196 .211 .303 .157 ,356 .279  50.00%

» Elusién B
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ABSORBANCIAS
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PAPELES FILTRO DEL GRUPQ III
FIGURA.E Comparacidon entre el grupo Il con el prupo’ II1 se observa que el

punto de corte an D.0.= .273 a 492nm con la dilucién 1:100, obteniendo
un 25% de sensibilidad.
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ABSORBANCIAS
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PAPELES FILTRO DEL 6RUPO 111
FIGURA.7 Comparacién entre el grupo Il con el grupo III, se observa

que &l punto de corte en D.0.=.215 & 4@5nm con ia elusidén 8,
obteniendo un 76.47% de sensibilidad.
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FIGURA.9 Comparacién entre sl grupo Il con los grupos III-IV, se obsarva que el
punto de corte en D.0.= ,273 a 492nm con la dilucién 1:800, obteniendo un 50%

de sensibilidad.
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SISTEMA B1OTINA~AVIDINASTREPTOPEROXXMASA

En este l‘l‘.ﬂﬂ..l punto de corte (P.C) para las mussiras de suero fud casi 2
vaces menor compsrandolo con el aSstenn. de peroxidasa {cuadro 9}, no fué
posible tenar la comparacién con los eluidos en los dos sistemas por no contar
con las diluciones similares, paro con las que si se efectuaron, el P.C en el
sistema de biotina, resultd el mads bajo de todos l;u valores {cuadro 10).
Cuando se compararon las dos concentraciones de antigenc en este mismo sistema
no existieron diferencias significativas {(cuadro 13}, Los grupos IIly IV
tuvieron una sensibilidad similar a la ohtenida con el sistema peroxidasa
cuando se anslizeron las muestres de suero (cuadro 11 y fig.10), perc con las
muestras provenientes de los eluidos {cuadro 12 y fig.11), la diferancia entre
amboas es ampliamente significativa siaendo mAs elevada en el sistema de
peroxidasa. EL grupo VII resulté el mas amplismente positivo (cuadro 12-14 y

fig. 12-13).

CUADRD 9 Diferentas puntos de corte de los sistemas paroxidasa vy
biot ina-strepto-peroxidasa.

PEROXIDASA BIOTINA-STREPTOPX . EQSFATASA
GRUPQ 1 GRUPQ 1L GRUPQ I-I1 ERUPQ 11

P.C e.C p.C P.C

ELUCION A: 110 .468 - ¢, 199 -
1:100 423 w273 - -

ELUCION B: 2Zml 632 .221 - .239
SUERO: 1150 - - .258 -
1:100 - .376 21 .295

1:800 .298 .285 140 -

*sSUERD: 1:5@ .271
1:100 .205

¢ En la elusidn A no sa Incluyd el P.C del grupo I

#s Solo en este ensayo a diferencia de todos los experimentos, se utilizd el
antigeno a 1Qug/mi,

- No determinado
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CUACRO 10 Valores de absorbancia a 492nm de P.F., y sueros negativos.

§RUPD I v II
ANIMAL No.
MUESTRA 30 31 32 33 34 35 36 37 39 41 42 44 A5 A6 47 48 48
SUERO ABSORBANCIAS
1:50 .224 .984 .144 160 .207 .207 .127 .136 .135 - 118 115 -~ 140 133 .117 .168

1:100 .151 113 148 .106 .184 .184 .172 .137 .103 .@98 .122 .113 .147 .114 .128 .136 .118

1:800 .135 .@58 .Q75 .@57 .0B1 .081 .933 .245 .85 - .063 .033 - .060 .047 .102 -
PAPEL

1:10 - - - - .126 .958 .054 - .169 .248 .075 .111 @92 - - - -

PROMEDIO

1477

.1337

.0683

.9917

B.s

03708

.02642

02474

.033902

PUNTO DE

CORTE
.268
.21

1408

.193

Concentracidn del antigeno lug/ml, el ler.conjugado fue 1:100Q y el 20. conjugade 1:2000.
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CUADRO 11 Valores de absorbancias a 492nm de suerosy P.F positivos, de los grupos IIl y IV

en ELISA, con sus porcentajes de sensibilidad.

ERUPQ II1 v 1Y
ANIMAL No. PORCENTAJE

MUESTRA 7 8 9 u 13 14 15 16 17 18 20 2 22 SENSIBILIDAD

SUERO ABSORBANCIAS

1:100 - - 397 - L2068 .187 793 .33 .@55 .151 .115 .207 .60 40.00%
1:800 - - 194 .@81 .Q8@ .874 420 ,181 .p@47 .110 .0S8 .11S .057 27.00%
PAPEL

1:19 -116 .189 .126 ,36@ -~ .121 .38 - - .169 .@59 .118 .157 18.18%

La dilucién del ler. conjugade fue 1:1029y e! 2o. conjugado 1:2200.

Concentracidn del antigeno lug/ml.
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CUADRD 12 Valores de absorbancias a 492nm de sueros positivos, de los grupos

con sus porcentajes

de sensibilidad.

VI y VII en ELISA,

MUESTRA P7 PE-13
SUERO

1:50 .265 ,188

1:100  .43Q -183

1:800  .320 .138

SRUPQ VI y YII
ANIMAL No.

PE-16 P17 PI7N P18 P19-3 P19-26 P25

ABSORBANCIAS
433,499 - L3809 L30B8 ,553 (143
.284 .833 - ,338 ,243 .g7Q9 .133
358 - 4387 .43% .12@ 389 .@77

P31 P52 P45 P47

13820 - a2t .27
.30 - L.906 .75

2228 372 .073 .4@)

PORCENTAJE

SENSIBILIDAD

81.81%
81.81%

75.00%

La dilucidn del fer.

conjugado fue 1:1080 y el 2o0. conjugado 1:282@8. Concentracién del antigeno lug/ml.
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FIGURA.1Q Comparacién de los sueros de los grupos 11 (barras transparentes)

con los valores de los grupos VI-V11 {(barras con diagonales), se observan los
difersntes puntos de corte segin la dilucién utilizada a 492nm, con su
porcentaje de sensibilidad:

a) 1:50 D.0.= .288 @1.81% [ZJ]

bY 1:100 D.0,= .211  81.81%

c) 1:80¢ 0.0.= .148 75.00% (27
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FIGURA. |1 Comparacién de los suercs de los grupos I-II (barras transparentes)
con los valores de los grupos 11I-IV (barras con diagonales), s=se observan los
diferentes puntos de corte segun le& dilucién utilizeds a 492nm, con su
porcentaje de sensibilidad:

a) 1:100 D.0.= .211  40.00% 27

b) 1:800 D.O.= .140 27.00% [EXN]
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FIGURA.12 Comparacidén entre el grupol-licon el grupeslVIllse observa gue el
punto de corte en
18.18% de sensibilidad.

0.0.= ,199 a 492nm con la dilucién 1:10, obteniendo un
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CUADRO 13 VYalores de absorbancia & 492nm de P.F. y sueros nagativos.

6RUPQ 1-11

ANIMAL No.
MUESTRA 20 31 32 33 34 35 36 37 39 41 42 44 45 PROMEDIO D.S  PUNTO DE
SUERO ABSORBANCIAS CORTE
1:50 .253 159 .193 185 131 215 ,127 .136 .13 .118 .149 115 ,199 .157 .é38 27

1:100 L1920 (102 .52 .152 .120 .148 .1@1 ,QB5 145 .148 193 .082 .109 .124 .027 .205

Concentracién del antigeno 1@ug/ml, el ler. conjugado fue 1:1820 y el 2o0. conjugade 1:2000.
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CUADRD 14 Valores de aﬁsorhancxau a 492nm de sueros positivos, del grupo VI y

VIl en ELISA, con sus porcentajes de sensibilidad.

6RUPQ I ¥ YL

ANIMAL No.

MUESTRA P7 P6-13 PE-16 PI8 P19-3 P19-26 P25 P31 P52 P47 PORCENTAJE
SUERO ABSORBANCIAS SENSIBILIDAD
1:50  ,291 ,352 L41§ .45Q .257 L47@ .116 .322 L339 739 90.00%
t:100 ,302 306 .345 328 ,22@ .SE7 .@62 ,399 .311 L622 90.00%

La dilucién del ler conjugado fue 1:122¢ y el 20. conjugado 1:20@0.

Concentracion del antigeno 1Qug/ml.
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FIGURA.13 Comparacién de los sueros de los grupes I-I1 (barras transparentes)
con los valores de los grupos VI-VII (barras con diagonales), se observan los
diferantes puntos de corte segin la dilucién utilizeda a 492nm, con su
porcentaje de sensibilidad:

a) 1:5¢  0.0.= .271 6e.00% RN

by 1:800 D.0.= .205 90.00% [TN]
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S1S1EMA FOSFATASA

En fosfatasa fueron utilizadas las pammalobulinas anti-E+P, antilg6 humanas y
Ig6 de conejo, como controles positives y neatives para probar la potencis del
conjugado (cuadro 1S y figs.14-15},

También en este sistema el punto de corte fue muy similar a los otros dos
sistemas(cuadro,16). La sensibilidad del eluido de este sistema fUe tgual que
con e} sistema de peroxidasa (7@.00%) y con raspecto al suero fué 30% menor
{cuadro 17-19 y figs. 16-17),

La sansibilidad de los tres sistemas utiltizados en ELISA, asi comoc sus
comparaciones, se observan en la cuadro 19.

CUADRO 15 Valor de absorbancia a 405 nm, dea gammaglobulinas como controles
positivos y negativos a diferentes diluciones.

GAMMAGLOBUL INAS 1Smg/ml
MUESTRA  CONJUGADO CERDO VS CERDO VS GCONEJO ALBUMINA 1%

Igb FOSFATASA E+P I1g6 HUMANO  NORMAL
ABSORBANCIAS

1:120 14122 .45 - .79 [
1:100 1:500 .539 - .098 ]
111080 1:1000 .842 792 .e8% [
1:200 1:1090 .658 .779 .000 ]
1:100 111500 .589 654 .84 Q
11100 112000 699 561 Q64 ]
1:200 1:2080 . 629 .369 .@00 [}
1:100 1:2500 .3 463 L1986 °
1:100 1:3000 .728 .554 1561 Q
1:100 1:4000 L343 317 .069 ]
1:200 114000 .97 N .000 ]
1:100 1:6@00 .238 .25e .045 []
1:208 1:6000 .00 .00 .008 [
1:100 1:10000 .498 .076 .00 Q
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o0 g6 CERDQ VS E+P 1Smg/ml
+ 1g6 CERDO VS IgG HUMAND 1Smg/mi
¢ Ig6 CONEJO 1Smg/ml
a  ALBUMINA 1%

FIGURA.14 Valores de de absorbancia a 405 nm del control positivo y negativo a
una dilucion de 1:100, el conjugado de utilizd a diferentes diluciones.
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FIGURA. 15 Valores de de absorbancia a 485 nm del control poaitivo y negativo a
una dilucién de 1:200, el conjugado de utilizé s diferentes diluciones,
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CUADRO. 16 Valores de absorbancias a 405 nm de P.F y susros negativos asi como

su punto de corte X+3{D.S)= P.C

§RUPO II

ANIMAL No.
HMUESTRA  CONJUGADO 34 35 37 39 42 43 44 45 46 A7 PUNTO NE
PAPEL FOSFATASA ABSORBANCIAS CORYE
2m1/10Bule 1:2000 .159 .83 .026 .144 .107 .13) ,159 ,040 .046 .089 .239
SUERD
100 1:20080 .135 - .184 - - - - .041 .06@ .105 .2%%

sElusién B

CUADRD.17 Valores de absorbancias a 405 nm de P.F, de los grupaos Il y IV

en ELISA, con su porcentaje de sensibilidad.

6RUPQ 111y WM
ANIMAL No.
MUESTRA CONJUG. 18 16 19 20 22 PORCENTAJE
PAPEL FOSFATASA ABSORBANCIA SENSIBILIDAD
2m1/100uls 132000 L3685 .332  ess4 L3081 .112 70,00%

CUADRD. 18 Valores de absorbancias a 405 nm de sueros, de los grupos I[Il y VII

en ELISA, con su porcentaje de sensibilidad.

GRUPO III y VIT
ANIMAL No.
MUESTRA CONJUGADD 9 {5  P7 PB-5 PG-1E P17 P47 P52 PORCENTAJE
SUERD  FOSFATASA ABSORBANCIAS SENS1BIL1DAD
1:100  1:2000  .250 313 .133 ,347 .17t .187 L4168 ,ES4 S0.00%
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PAPELES FILTRO DEL ERUPO III-IV

F16URA.18 Comparacién del grupo Il con los valores de los grupos II1 y IV, se
233 & 4@5nm con la elucién B . -

observa que el punto de corte en D.0.=

obteniendo un 7% de sensibilidad.
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FIGURA.17 Comparacién entre el grupo Il con los grupos 1I1-VII, se observa gue

sl punto de corte en D.0.= .,295 a 405nm con la dilucidn 1:100, obteniendo un
G@X de sensibilidad.
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CUADRO 13 Comparaciones de los porcentejes de sensibilidad de los tres sistemas

utilizados en el ELISA.

SISTEMA t PEROX IDASA It AVIDINASTREPTO {1 FOSFATASA
6RUPOS HOTIT § VU=Vl LII-IV3E VI-VIDNITI=IVIeVI-VITHL III-1V IID-IVY
ELUIDO Az 1110 11 75 + - 1 - 1} - | 18.181 ~ - -t
1:50 11 8@ } -~ 1 -~ -t - 1 - - -
fz1@ 14 S0 1t - |25 H - - [ |
t:zo@l!l @ | - 1t - | -~ - 1 - LR | =
1:40011 @0 ¢+ - ' - 1 - -1t = 1t -1 - i
ELUID0 B: 2ml f1 - | - [76.47 | =t - 1 - tr 70 -t
SUERO ¢ st -+ - 4 - i1 81.811 40 | 8@ -~ - i
ts1@eir ~ 1 - 112,25 {1 81,811 27 L 1} L I | se |
1:80011 - | 8@ ISQ 7 I | (R | - 1

* Concentracian del ant{geno 10@ug/ml.

- No determinado.
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DISCUSION

Los métodos diagnésticos realizados para detectar anticuerpos especificos en
cerdos sospechosos de astar infectados con cisticercos ae‘ han basade
principalmente en el empleo del suero (18,25,28,42,43). El uso del papel
filtro como una nusva modalidad para el diagnéstico, se pensd por los
inconvenientes gue surgen en sangrar a los cerdos de las comunidades rurales,
Este método ha probado ser rdpido y operativo, siendo une alternativa a escoger
para las pruebss seroldgicas. Los 3 métodos que se estandarizaron para la
busquada de anticuesrpos anti-cisticercoais en cerdos mostraron resultados
similares entre si en cuanio a su eficacia global.

Se utilizaron dos grupoas controles negativos: débido & gque en el rastro se
obtuvé la sangre al momento del deguello con lo que el papel filtro se impregnd
demasiado y ademAs por aste procedimientc se hemolizd la sangre, por lo que se
obtuvieron altes valores de fondo {(cuadro,2}, esto probshlements se debid a la
gran cantidad de enzimas liberadas de los eritrocitos destrutdos que reacclionan
con los sustratos. 0Oébido a esto se decidié utilizar otro grupo de cardos sin
cisticercosis, de la grenja técnificads de Zapotitlan 0.F, en donda hubé la
facilidad para sangrarlos en la yugular y también tomar muesiras de sangre de
las venas sublinguales.

La diluciones del papel filtro gque obtuvieron una mejor respuests en ralacién
al suero en al sistema peroxidasa fueron: la elucidn B con un TE.46% de
sensibilidad, mientras que con el suero a una dilucidén 1:800 solé se tuvéd un
60% con los grupos II1I-IV y con los grupos U-VI se encontré un 80X. En el
sistema fosfatasa con la misma slucién B se encontrd un 73% de sansibilidad y
un 50% en suero con la dilucién 1:50., E] sistema de avidinasirepto los eluidos
no tuvieron la misma respuesta ya que solé se obtuvé un 18,18% de sensibliidad

en la alucién A (1:10), mientras que con el suerc hubdé un 40%, ambos con los
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grupos 1II-1IV, Con los grupos VI-VII se observo desde un 81.BI% hasts un SC% de
sensibilidad.

No abstante que con los sueros empleados como controles positivos (grupos VI y
V1I) se obtuvieron porcentajes altos de sensibilidad, en los grupes III y IV
con infecciones naturales se obtuvieron principalmente respuestas bajas,
medianas y escasamente en 2 cerdos con promedios altos.

Esto podria explicarse en varias formas: les cerdes reaccicnaron de manera
inespecifica al absorbarse algin componente de asu sangre ¢ suero a los pozos de
Imulon (cuadro 15), por lo cudl los controles negstives tuviercn un fondo alto,
de @.2 de absorbancia, que influyd para obtener el punto de corte. Con este
mismo ELISA utilizado para la deteccién de anticuerpos humanos, se pueden
ohtener valores de fondo tan bajos como .05 & inclusive @ (16),

Otra explicacion podria ser que no obstante que en la cisticercosis porcina es
muy comin eancontrar gran cantidad de pardsitos en un solo cerdo, quizd para
mantener esta peculiar relacién huéspad-parssito sea nacesario el disminuir la
respuesta inmune del huésped, por lo Que ase encuentran entonces menor cant idad
y calidad da anticuerpas anti-cisticerco,

Los resultados obtenidos en el suero con e] ELISA son parecidos a los
encontrados por Kumar y col.(29), que reporiaron desde un 75X hasta un 95% de
sensibilidad y un 95.2% de especificidad con cerdos infectados
experimentalmente, con diferenclas de sensibilidad. Esto probablemente se deba
8 que se tuvo un contral mejor de las variables como son alimentacidén, manejo,
clima, étec, asi como la cantidad de huavos de T, soljum utilizados para
infectarlos.

Si bien hubo diferencias en cuanté al nimero de cerdos dstectables con la
infeccion, no hubo gran diferencia en relacién a sus valores de absorbsncias
ohtenidos a 450nm ya que hubo valores deade .1 hasta .460 D.0 en ceardos con

cisticercosis, presentandose valores igualmente cercanos a .| de los cerdos no
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infectados, sin haber establecido un punto de corte, por lo que =l nimero de
cerdos datectebles a cisticercosis fue alto y no tanto por una mayor deteccidn
de anticuerpos contra el cisticerco ya que las absorbancias tanto de Kumar
(29), como los resultados de este trabajo fueron generalmente bajas, por lo que
54 se hubjera establecido el punto de corte, su sensibilidad seris menor.

Una explicacién més seria en terminos de evasién imune, por ejemplo en bovines
infactados con Fasciols hepédtica, se ha informado que este parasito produce
sustancias toéxicas para los linfocitos, 1o cual suguiere que éstas pueden
proteger al parasito de la respuesta ipmune del hussped. También se ha
informado que las fasciolas liberan gran cantidad de antigenos que quizas
consumen los anticuerpos disponiblas, formando complejos inmunes que son
dépositados en el higado y que causan lesionas inmunopatolégicas. Parece ser
que efaciivamente en la fasciolasis operan mecanismos da evasién que son
responsables de 1a permanenciass prolongada de fascioclas en sus huéspedes, como
as al caso de los ovinos, gque pueden encontrarse fasciolas de 8 y V! afos de
duracién después de la infestacién unica (5B),

Otro informe que apoya 1a presencia de mecanismos de iﬁ’munosuprealon as el
hecho de que en infestacionas por las formas jovenes de Fasciola hepdtica de 6
asemanas la reaccién es fuerte contra su tegumenta, mieniras que progresivamente
es mas débil con el tegumento de fasciclas adultas. Esto suguiere que la
rencvacién de tejidos en la superficie desl tegumento, es un mecanismo
inmunoprotector,utilizado por las fasciolas antes de que lleguen a los

conductos biliares (35),
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CONCLUSTONES

El papel filtro eluido tuvo una mejor respuesta en la deteccién de anticuarpos
anti-cisticercos con el sistema peroxidasa con los grupos [II y IV que el mismo

suerc, siendo la slucién B la mejor forma de eluido para el papel filtro,

El sistema blotina-streptoperoxidasa tuvo la mejor respuests para sueras del
grupo 111 y IV con la dilucién 1:102 asi como con los grupo VI y VII, por lo

que se recomienda el usoc de esta dilucton,

Se recomienda determinar sl punto de corte con los controles negativos cada vez

que se efectuen las rutinas en ELISA.

La sensibilidad de la prusba en los coniroles positivos fué de un 80-90%
{susros hiperinmunes y cerdos con cisticercosis tratados posterlormente con
prazicuantel), sin embargo por haber obtenido en general una respussta baja en
titulos de anticuerpos anti-cisticercos en los 3 sistemas de enzimas, en los
cerdos provenientes de un medio rural (cuadro 1, grupo III y IV)} se sospecha
de un fendémeno de evasién inmune an estos animales, que puade estudiarse en

experimentos futuros.

La técnica de ELISA para ls detecciéon de anticuerpos antictsticerco promete ser
uns buana alternativa como herramienta para utilizarla en estudios
seroepidemioldgicaos, por sus ventajas a nivel de campo que el uso tradicional
del suerp, por lo siguiente:

- Mayor factlidad, répidez para obtener, canservar y transportar ls muestra.

- Es un método acepisble de ohtencion de sangre por parte del duefio.

Por todo lo enunciade anteriormenie se recomienda que se sigan realizando este

tipo de investigaciones schre esta parasitosis.
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APENOTCE

Buffers y raactivos utilizados en el ELISA

Buffer de carbonatos:

Na2C03 @.153g/50m1

NaHCo3 @.293gs50m}

NaN3 (Azida de sodio) 0.020g/S@ml

pH=9.6

ELISA para peroxidasa v bieting-atrectoperoxidase,
Buffer para peroxidasa (lavados y diluciones)
PBS-Tuean-20

NaCl 9.08g/1

KC1 9.2g9/1

NaZHPD4+12H20 2.99/1

KH2P04 9.29/1

0.05% Twesen pH=7.4

Beactivos para sustrato

4mg sustrato

tOm]l de buffer de citratos-fosfatos pH=4.5
4ul de H202

La reaccién sa para con H2504 1M=5.5ml de H2S04 en 180m] de H20

Buffer de citratos para preparar el sustrato:
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Sol. A:
@.1M de ac. citrico (21g para 11) H3CEQ7 +H20

Sol. B:
8.1M de citrato de sodio {29.11g para 11) Na3CEHG07 +2H20

Tomar Sml de Sol. A mas Sml de Sol.B y aforar a 10ml

ELISA para fosfatasa

Buffer para fosfatasa (lavados y dilucjones)
PB5-Tween-20

NaCi 16g/21

KH2PO4 0.4g/21

Na2HPO4 S.8g/21

KCl1 0.4g/21

NaN3 08.4g/21

Tuean-20  1.0ml

pH=7.2

Buffer de Dietanolamina 10%
H20 800m1

NaN3 0.2g
MgCl12«6H20  10@mg
Oietanolamina 97ml

Ajustar el pH a 9.8 con HCl IN, guardar a 4°C, protegido de la luz.

Breparacidén del sysirato
3ml de H20 desionizada
10mg (2 pastillas) de fosfatasa alcalina

Tml de buffer de dietanolamina (debe estar a temperatura ambiente y prepararse

la mezcla inmediataments antes de agregarse a los pozos)
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