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RESUMEN

Rodriguez del Rosal Eduardo. Determinacién de antigenos del metacéstodo de
Taenia solium encerdos (Bajo la direccién de: Héctor Quiroz Romero, Maria Dolores
Correa Beltrin y Ramén Bautista Garfias).

Laimplementacion de medidas de control que impidan la transmisidn de la cististicer-
cosis y la teniasis por Taenia solium requiere, entre otras cosas, del diagndstico
antemorten preciso de la cisticercosis porcina. Se han realizado algunas investiga-
ciones sobre métodos inmunoldgicos que permiten la determinacién de anticuerpos
anti-cisticerco en el suero de cerdos infectados. Sin embargo, la presencia de
anticuerpos circulantes significa solamente que los animales han tenido contacto con
este u otro pardsito antigénicamente similar, y no necesariamente que estdn infectados.

Por lo anterior, el primer objetivo de 1a presente tesis fue estandarizar un método para
determinar antigenos circulantes en el suero de cerdos infestados naturalmente; el
método empleado fue el ensayo inmunoenzimdtico (ELISA) de doble anticuerpo,
utilizando 4 sistemas de anticuerpos diferentes (dos monoclonales y dos policlonales)
todos ellos reactivos con el metacéstodo de T. solium. Elsegundo objetivo de 1a tesis
fue valorarlos cambios enladeterminacién de antigenos, porel mismo método, cuando
los porcinos son tratados con praziquantel.

Los resultados obtenidos mostraron que: A) el ELISA para la deteccidn de antigenos
circulantes delcisticerco de T. solium puede daruna sensibilidad de alrededor del 80%
para el diagnéstico antemortem de cerdos infestados naturaimente. B) no todos los
sistemas de anticuerpos especificos son \tiles para detectar antigenos en suero. Debe
evitarse el uso de anticuerpos especificos contra antigenos inmunodominantes en la
infeccidén narural, asi como contra antigenos que no sean de excrecién/secrecidn.
Asimismo se sugiere el empleo de anticuerpos preparados en una especie distinta a
aquella donde ocurre la infeccién natural. C) debido al tratamiento de los cerdos con
praziquantel, hubo unincremento en el nimero de cerdos que fueron positivos con uno
de los sistemas de anticuerpos empleados. Esto indica que durante el tratamientc hay
una liberacién mayor de antigenos por el parédsito.



INTRODUCCION

Taeniasolium esunplatelminto delorden Cyclophyllidae, de lafamilia Taenidae, cuyo
unico huésped definitivo natural es el ser humano. LaT. solium , para su estudio se
divide entres porciones, el escélex ocabeza, que mide un milimetro aproximadamente,
provisto de cuatro ventosas y una doble corona de ganchos; el cuello, a partir del cual
se producen los proglétidos o segmentos; y elconjunto de proglétides, que unidos entre
si, forman una cadena denominada estrébilo. Los progldtidos mds cercanos al cuello
son los mds jévenes e indiferenciados seguidos por progldtidos que contienen 6érganos
sexuales y los mds distales contienen un gran nimero de huevos (50,000 c/u) por lo
que se les denomina grividos; estos dltimos se desprenden espontdneamente del gusano
adulto (4 a 5 por dia) y son evacuados con las heces del huésped (4). En el medio
ambiente, la descomposicién de los proglétidos gravidos permite 1a liberacién de los
huevos, los cuales pueden infectar tanto al hombre como al cerdo porlaingesta directa
de las heces y de alimentos o aguas contaminadas o 1a presencia cercana del portador
de la tenia (36). Se han propuesto otros mecanismos de transmisién como la
autoinfestacién interna por reflujo de proglétidos grdvidos al estémago (62) y la
transmision de huevos por vectores insectos en comunidades donde se practica el
fecalismo al aire libre (25,26, 41). En el bo digestivo del huésped intermediario, las
enzimas digestivas activan a la oncosfera o embrién hexacanto contenido en e} huevo,
penetrando posteriormente a la pared intestinal hasta alcanzar capilares para llegara
los diversos 6rganos y tejidos. El embrién requiere de 10 semanas para convertirse en
metacéstodo, larva o cisticerco (33, 56), que estd formado por una bolsa Hena de fluido
dentro de la cual se encuentra el escélex invaginado. El ciclo de vida se completa

cuando el ser humano ingiere carne cruda o poco cocida de cerdos cisticercosos:



3
nuevamente debido alas condiciones gdstricas e intestinales, (bilis, jugos gastrointesti-
nales) el cisticerco se activa, evaginando, y se fija a la pared intestinal para posteri-

ormente desarrollarse en pardsito adulto (7).

Lacisticercosis humana es un problemade salud publicaen Lationoamerica y Asia (41,
55), debido a su prevalencia y a la severidad de las lesiones que puede causar. Crea
ademds. un serio problema econémico por conceptos de hospitalizacidn, tratamiento,
incapacidad en el trabajo, etc. (60). En México, la frecuencia de la neurocisticercosis
ha sido determinada en estudios de autopsias en diversas instituciones hospitalarias,
donde se informa de frecuencias que oscilan entre un 1.2% y un 3.6%; muchos casos
pueden ser asistomdticos (2, 23, 42, 49, 50). Ademds, es la parasitosis mds frecuente

delsistemanerviosocentral, originandoel 27.3% de las lesiones cerebrales (42,49,51).

La transmisién de esta enfermedad puede ser prevenida por medio de la identificacién
y tratamiento del huésped definitivo de la Taenia solium . Sin embargo, la teniasis
humana presentadificultades para su deteccién, ya que generalmente presenta un curso
asintomatico; los huevos son encontrados ocasionalmente en exdmenes coproparasi-
toscépicos y solamente en algunos casos se pueden encontrar segmentos de la tenia en

las heces, y que generalmente no se hace un examen detallado para detectarlos.

Lacisticercosis porcina es frecuente en nuestro medio: con datos obtenidos de 34 rastros
delpais durante 1980y 1981, se encontré una frecuencia del 1.5%, con variaciones que
iban desde 0.005% hasta 10% (3). Otro estudio realizado por medio del andlisis de la
lengua de cerdos en pie, proporciond valores que oscilaban entre 6.4% y 30.8% (61).
La cisticercosis porcina produce grandes pérdidas econdmicas al pafs; en 1982 se

calculd que las pérdidas por decomiso de carne de cerdo con cisticercosis fue del orden



de los mil millones de pesos (1). La consecuencia mds grave de esta parasitosis es que
el consumo de came de cerdo contaminada con metacéstados perpetiael ciclo vitalde
Taeniasolium,y los individuos portadores de latenia, ademds de producirnuevos casos

de cisticercosis porcina, causan la cisticercosis humana.

Puesto que el ser humano es el tnico huésped definitivo natural de T. solium, la
prevelencia de la teniasis/cisticercosis depende del vinculo que el hombre establece con
los animales y en particular con el cerdo. Este es un padecimiento frecuente en México
y otros paises en donde existe miseria, ignorancia y condiciones higiénico - sanitarias

deficientes (2, 9, 41, 55).

Uno de los aspectos que mds se han estudiado en la cisticercosis es el inmuno

diagnéstico (21), lo que se debe principalmente a que la cisticercosis cerebral humana
se manifiesta con tal diversidad de sintomas, o no se manifiestan, que hacen dificil el
diagnéstico clinico. Se han estandarizado varios métodos inmunoldgicos para el
diagndstico de la cisticercosis humana, como la fijacién de complemento (43,44), la
inmunoelectroforesis (IEF); (18,20), lahemoaglutinacién (35) y el ensayo inmunoen-
zimdtico (14,18,35) (ELISA); estas pruebas han sido de gran utilidad, ya que el
resultado seroldgico positivo aunadoa lasintomatologfa y actualmente a latomograffa

axial computarizada (39,52) pueden proporcionar un diagndstico definitivo.

Ahora bien, en cuanto a cisticercosis porcina, se han realizado solamente algunas
investigaciones sobre métodos inmunolégicos que permitan el diagndstico. Una de
éstas, la IEF, se usd para determinar la presencia de anticuerpos anti-cisticerco en el

suero de cerdos que iban a ser sacrificados en rastro, encontrando frecuencias que iban



desde un 30.4% hasta un 38.6% (31,53). Se compararon los resultados obtenidos entre
lainspecciénsanitaria y lapruebaserolégicay se vio que la primiera determinéun 0.4%
de cerdos cisticercosos mientras que la IEF un 25.6%; esta diferencia pudo ser debida
a varias causas: en primer lugar, los animales pueden presentar otros pardsitos que
induzcan anticuerpos de reaccién cruzada (17,45); ademds, las pruebas seroldgicas
pueden detectar infecciones leves o recientes (27), las cuales pueden noser determina-
das por la inspeccidn sanitaria en los rastros, ya que en éstos, la inspeccidn se llevaa
cabo principlamente con un corte en los misculos del brazuelo (triceps y ancé neo),

y los cisticercos podrian estar alojados en otros misculos y érganos. Por dltimo, la
presencia de anticuerpos circulantes significa solamente que los animales han tenido
contacto con este u otro pardsito antigénicamente similar, y no necesariamente que
estén infectados. Porello es importante contar con un método que permita determinar

antigenos circulantes.

Los investigadores interesados en diversas parasitosis por protozoarios y metazoarios
de importancia veterinaria y de salud pidblica, han empezado a desarrollar diferentes
técnicas para la bisqueda de antigenos (5, 6, 11,12, 13,28, 30,32 a, 40, 46,47, 54, 57,
58), debido a la importancia que pueden tener para el inmunodiagnéstico y poten-
cialmente, para el apoyo de estudios epidemiolégicos y de tratamiento con nuevas
drogas antiparasitarias. La sensibilidad varia entre un 30% y un 80% dependiendo de
la prueba empleada, siendo las de precipitacién en gel menos sensibles que las

enzimdticas o las radiactivas.

La presencia de antigenos circulantes en infecciones por larvas de céstodos ha

recibido poca atencién (11). Se han demostrado antigenos circulantes en ratones



infectados experimentalnmente con larvas de Mesacestoides corti, asi como en casos
humanos de hidatidosis porEchinoccocus granulosus (57, 12). Para la cisticercosis
humana se ha descrito una técnica de aglutinacién en latex y dos ensayos inmunoen-
ziméticos que determina antigenos parasitarios en el LCR, encontrdndose una sensibili-
dad del 77% al 90% (8, 10, 59).



JUSTIFICACION

Ladeterminacién de antigenos circulantes mds que lade anticuerpos podria ser de gran
utilidad para el diagndstico de la cisticercosis porcina ya que la positividad en esta
pruebaserfaunaindicacidn directa de la parasitosis. Ademds, es posible que el antigeno
circulante esté presente enlos grupos “falsos negativos” (animales cisticercosos queno
presentan anticuerpos o que noson detectados durante lainspeccidn sanitaria). Por otro
lado, 1a determinacién de antigenos puede ser muy \itil para monitorear el tratamiento
detratar alos animales infestados antes del sacrificio cuando sea posible, asicomopara
realizar estudios epidemioldgicos tendientes a conocer la relacién huésped-pardsito

con el propdsito de tratarla, prevenirla o erradicarla.

HIPOTESIS

1.- Los cerdos con metacéstodos de T. solium presentan antigenos circulantes

que se pueden detectar mediante el ensayo inmunoenzimdtico (ELISA).

2.- El porcentaje de cerdos infestados con el metacéstodo de T. solium positivos

al ELISA, serd mayor después de que sean tratados con praziquantel*

* Cysticid (Merck Darmstad, México)
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OBJETIVOS

Estandarizar el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la determinacién de
antigenos circulantes en el suero de cerdos infestados con el metacéstodo
de T. solium.

Determinar el porciento de positividad del ensayo inmoenzimatico en un

grupo de cerdos infestados con el metacéstodo de T. solium, antes después
de administrarles tratamiento cestocida a base de praziquantel.*

Cysticid [Merck Darmstad, Mexico).



MATERIAL Y METODOS

Sueros:

Se utilizaron muestras de suero de 33 cerdos con cisticercosis adquirida naturalmente,
los cuales fueron tratados con praziquantel (19a,b). Dichas muestras fueron obtenidas
antes y después del tratamiento, y se mantutievon a -20°C hasta la realizacién de las
pruebas. También se usaron 30 muestras de suero de cerdos no cisticercosos
provenientes de una explotacién altamente tecnificada, los cuales no presentaron

anticuerpos en suero ni pardsitos en los misculos de la lengua.

Antigenos:

Extrato crudo. Se preparé extracto crudo del metacéstodo de T. solium de acuerdo
alatécnica previamenteestablecida (18): se obtiene camne fresca de cerdo infestada con
metacéstodos, éstos se extraen del mdsculo, descartando el liquido vesicular y se
congelan inmediatamente. Posteriormente los escélices y paredes son lavados a4 C
durante 18 horas en solucién salina (0.15 M NaCl) amortiguada con fosfatos 0.015
M, pH 7.4-(PBS) que contiene antibiéticos (40 mg/1 de kanamicina, 4cido nalidixico
y ampicilina) e inhibidores de proteasas (0.006% de fenil-metil-sufonil-fluoruro y
0.04% de p-hidroximercuribenzoato, Sigma). Para obtener el extracto, los cisticercos
de homogenizan en una solucién de KC1 3 M y se incuban a 4 C en agitaci6n ligera
durante 18 horas. El homogeneizado se dializa 5 veces contra 10 voliimenes de PBS
con cambios cada 12 horas, a 4°C y se centrifuga a 10,000 rpm en una centrifuga
Beckman J-21 refrigerada durante 60 minutos; al sobrenadante se le determina la

concentracion de proteinas (37), y se conserva en viales a -20°C (18).
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Antigeno B (AgB). Esta proteina se purificé de acuerdo a la técnica descrita por
Laclette y cols. (32b), empleando un soporte de coldgena, ya que este antigeno tiene
afinidad haciaesta proteina (48): se pesan 6 gramos de cisticercos extraidos de misculo,
se homogenizan en 30 ml de PBS y se centrifugan a 35,000 rpm durante 15 minutos.
Se recupera el sobrenadante y se incuba con coldgena sélida de tendén de bovino
durante 90 minutos con agitacién a temperaturaambiente. Se eliminael sobrenadante,
se lava la coldgena por centrifugacion 3 veces con PBS y se incuba con 30 ml de PBS
(NaC1 0.5 M) durante 15 min con agitacién a temperatura ambiente, este PBS se
recupera ya que aqui ya existe AgB; la coldgena se pone nuevamente a incubar con 20
ml de 4cido acético 0.1 M durante 15 min con agitacién. Los sobrenadantes se juntan
y se concentran por medio de ultrafiltracién con membranas de poroque permite el paso
de moléculas de peso molecular menor a 10,000. El material concentrado se dializa
contra PBS durante toda la noche, se determina la concentracién de proteina (37) y se

conserva en alicuotas a -20°C.

Anticuerpos.

En cl cuadro 1 se enlistan los anticuerpos que se usaron para el estudio; dos de estos
son monoclonales (Moac) y dos policlonales (Poac). De los monoclonales uno estd
dirigido contraun antigeno de superficie de lalarvade T. saginata (HP10) que también
se encuentra presente en metacéstodos de T. solium (29), el otro monoclonal estd
dirigido contra un componente de fluido vesicular del metacéstodo de 7. solium
(HP12). LalIgM de los anticuerpos monoclones se obtuvo del liquido de ascitis de
ratones por precipitacién con sulfato de amonio al 50% y didlisis posteriorcontra PBS .-

Los anticuerpos policlonales son la fraccién de inmunoglobulina purificada por



cromatografia de afinidad en una columna de proteina-A sefarosa (Sigma), a partir de
suero decerdos hiperinmuinizados con antigeno B puro (Poac B) oextracto crudo (Poac
E):Una fraccién de cada anticuerpo se acopld a biotina como sigue: las gamaglobuli-
nas se ajustaron a una concentracién de 1 mg/ml y se dializaron contra una solucidén
amortiguadora de carbonatos 0.1 M, pH 8.0, durante toda la noche a 4°C. A
continuacién se mezclé 1 ml de esta solucién con 0.2 m} de una solucién de 1 mg/ml
del derivado N- hiroxisuccinimido-éster de biotina* disuelto en dimetil sulfoxido** y
se incubaron a temperatura ambiente, en obscuridad, durante 4 horas, con agitaciones
ocasionales. Después se dializé exhaustivamente contra PBS y se fracciond en

alicuotas que se congelaron a -20°C.

ELISA,

Las condiciones dptimas para el ensayo en cuanto a la concentracién del primer
anticuerpo, la dilucién de los sueros y la concentracidn del segundo anticuerpo, se
determinaron por medio de experimentos de dosis respuesta utilizando diferentes
concentraciones de antfgeno. En el caso de los anticuerpos anti-AgB, se utiliz6 el

antigeno puro y en el caso de los otros anticuerpos se utilizg extracto crudo.

*  NHS - biotina (Sigma)

** DMSO (Merck)
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La técnica empleada fue la de doble anticuerpo, que a continuacién se detalla:

a) Las placas de ELISA (Inmulén I Dynatech), se incuban toda la noche a 4°C con
100 pl/pozo de los anticucrpos monoclonales o policlonales no marcados,
diluidos en solucién amortiguadora de boratos 0.15 M, pH 8.5.

b) Se realizan 3 lavados de 5 minutos cada una con tween 20 al 0.05% en NaCl
0.15 M. (NaCl-tween).

¢) Se bloquean los sitios que quedan libres con 100 pl/pozo de albiimina humana *
al 1.0% en NaCl-tween durante 1 hora a temperautra ambiente.

d) Se repiten los lavados como en el inciso b

e) Se colocan las muestras de suero a estudiar, diluidas en PBS-tween, 100 pl/
pozo, y se incuban durante 2 horas a 37°C.

f) Se repiten los lavados como en el inciso b

g) Se colocan 100 pl/pozo del primer conjugado que consiste en el anticuerpo

monoclonal o policlonal homélogo al de recubrimiento (inciso a) acoplado
a biotina, y diluido en PBS-tween; se incuba a 37°C durante 2 horas.

h) Se repiten los lavados como en el inciso b.

i) Se icuban los pozos durante 2 horas a 37°C con 100 pl/pozo del segundo conju-
gado que consiste en estreptoavidina acoplada a peroxidasa (Amersham), diluida
1:2000 en PBS-tween.

j) Se repiten los lavados como en el inciso b.

k) Se incuban los pozos durante diez minutos a temperatura ambiente con 100 pl/
pozo del sustrato, el cual consiste en 0.4 mg/ml de O-fenilendiamina (Sigma)
disuelta en solucién amortiguadora de citratos 0.1 M, que contiene 0.4 ul/ml de
H202 al 30% (Sigma).

1) Se para la reaccién con 50 pl/pozo de dcido sulfirico 1.0 M y se leen las placas
con un lector de ELISA a 492 nm.

* HSA (Gerencia General de Biolégicos y Reactivos, §5a)
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Andlisis estadistico

Para determinar si las diferencias encontradas entre el grupo testigo y el grupo de
animales parasitados, o las encontradas entre los animales parasitados antes y después

del tratamiento con praziquantel eran significativas, se utilizé lapruebade "t" de student
(38).
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RESULTADOS

Durante la estandarizacién del ELISA se probaron, para cada sistema de anticuerpos,
diferentes concentraciones de los anticuerpos de recubrimiento (anticuerpos mono y
policlonales nomarcados), que iban desde 10 hasta 100 ug/ml, y diferentes diluciones
de los anticuerpos acoplados a biotina desde 1:250 hasta 1:2000; para ello se hicieron
curvas utilizando concentraciones de antigeno que variaron entre 0 y 100 ug/ml. De
estas pruebas se escogieron las condiciones 6ptimas para cada anticuerpo: paralosdos
anticuerpos monorlonales se encontré que el anticuerpo de recubrimiento debia estar
a 100 ug/ml y el acoplado a biotina diluido1:2000; en el caso de los policlonales se

usaron a 25 ug/ml para la primera etapa de latécnica y diluidos 1:500 como conjugado.

Otro factor que influye en los resultados de la optimizacién de la prueba es la dilucién
de la muestra problema. Por ello, se llevaron a cabo experimentos en los que se
probaron diferentes concentraciones de antigeno disuelto en suero de cerdo sano

diluido desde 1:3 hasta 1:27. La mejor dilucién de trabajo fue 1:9.

Enlas figuras 1y 2 se pueden observar curvas dosis respuesta para cada sistema de
anticuerpos en sus condiciones Sptimas; la figura 1 muestra la curva correspondiente
al sistema Moac HP10 con su antigeno homdlogo. Como puede apreciarse, el sistema
de Moac HP10 di6 una reaccién de valores altos, resultando tener una sensibilidad de
10ng/ml. Enlafigura?2 se puede observarque las curvas obtenidas con el monoclonal
HP12contraantigenode fluido vesicularde T. soliumo los sistemas policlonales fucron
considerablemente menores (nétese que el eje de las ordenadas estd en una escala

menor).
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Habiendo determinado las condiciones 6ptimas de trabajo para cada sistema de
anticuerpos, se procesaron las muestras de todos los cerdos. En las figuras 3ala 6 se
muestran los valores de absorbancia individuales obtenidos para cada animal de los
grupos normales y cisticercosos antes y después del tratamiento con praziquantel.
Como puede observarse, sélo se encontraron diferencias visibles entre los grupos

cuando se utiliz6 el sistema de monoclonales HP10 (Figura 3).

En el cuadro 2 se muestran los resultados de porciento de positividad con todos los
sistemas de anticuerpos para cada uno de los grupos analizados, tomando como punto
de corte la media mis tres veces la desviacidn estdndar de los valores de absorbancia
del grupotestigo (38). Con el sistema de anticuerpos HP10 se obtuvo una sensibilidad
cercanaal 80% y este valor se incrementé a 90% cuando los cerdos fueron tratados con
praziquantel. Ninguno de los otros sistemas de anticuerpos fue capaz de demostrar la
presencia de antigeno en el suero de los cerdos cisticercosos ni antes ni después del
tratamiento. Sélo hubo un falso positivo cuando se utilizaron los sistemas de

anticuerpos policlonales.
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DISCUSION

Uno de los muchos problemas del control de la teniasis/cisticercosis por Taenia solium

es la falta de un diagnéstico antemortem de la cisticercosis porcina.

Apesar de que se utilizaron 4 sistemas diferentes de anticuerpos, se observé, desde que
se comenzd laestandarizacidn de la prueba, que el sistema monoclonal HP10 (dirigido
contra un componente superficial y de secrecién de la larva (29), fue el que mejor
reaccion did. El hecho de que el Moac HP10 haya sido el dnico que detectara este
antfgeno en el suero de los cerdos, puede ser debido a que ademas de ser de superficie/
secrecion probablemente este antigeno no estd induciendo la respuesta de anticuerpos
durante 1a infeccién natural de tal manera que el epitopo que reconoce el anticuerpo

monoclonal estd libre en el suero de los cerdos.

El leve aumento en la deteccidn de este antigeno en los sueros de cerdo después del
tratamiento con praziquantel, pudo deberse a una destruccién o dafio de los pardsitos
causado por la droga en algunos de los animales tratados, de tal manera que hubo una
liberacién momentdnea mayor. En favor de esta hipdtesis existen los datos recientes
en cuanto a la determinacién de anticuerpos anti-cisticerco en suero de cerdos por
ELISA, para estudiar el efecto del tratamiento con praziquantel: se observé que los
niveles de anticuerpos son mdximos al final del perfodo de 15 dias de tratamiento con
la droga, y después van disminuyendo hasta llegar a niveles bajos a los 60 dias
postratamiento (19b). En ese trabajo se sugiere que hay una liberacién sibita de
antigenos como consecuenciadel tratamiento y que es esto lo que induce la produccién

de mayores titulos de anticuerpos (19b). Mds aun, Garcia (24) encontré que la
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incubacién de cisticercos durante tiempos cortos con praziquantel iz vitro, induce un

aumento notorio en la cantidad de proteina liberada al medio de cultivo.

Ninguno de los otros sistemas de anticuerpos detectd antigenos circulantes en los
cerdos; esto no pudo deberse a que no reaccionaran con su antigeno homaélogo, pues
aunque con baja sensibilidad, los tres dieron reaccién positiva con el extracto crudo, o
antigeno B, segtin el caso (Figura 2). La explicacién para la falta de reaccidn en los
sueros puede ser diferente paracadauno de ellos; el monoclonal HP12 fue seleccionado
porque reconoce una estructura presente en el fluido vesicular del metacéstodo de 7.
solium; esto podria ser muy importante pues probablemente esta molécula no esta
siendo excretada o secretada por el pardsito ni siquiera después del tratamiento con
praziquantel. Otra explicacién, aplicable también a los otros dos sistemas es que este
antigeno sea una molécula que esté induciendo anticuerpos y forme complejos
immunes; paraelcaso del antfgeno B se cuentaconevidenciaen favorde estahipétesis,
pues este antigeno es un componente inmunodominante, esto es, que induce respuesta
inmune en la mayoria de los animales inmunizados o infectados, experimentalmente,
asi como en los seres humanos infectados naturalmente (22). Probablemente este
antigeno si se encuentre en la sangre, pues recientemente se demostré que es un
componente de secrecién (34), pero con seguridad estd formando complejos inmunes

solubles 6, incluso, depositadosen los tejidos, ya que tiene afinidad porlacoldgena (48).

Paraambos sistemas de policlonales existe una explicacién adicional para su absoluta
negatividad: ios anticuerpos utilizados son de cerdos inmunizados conelextractocrudo
o el antigeno B; dado que estos antigenos se estdn buscando en el suero de cerdos

infectados, probablemente hay competencia entre los anticuerpos naturales y los del
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suero en cuestion por epitopos idénticos, dado que ambos son de lamismaespecie. En
favor de esto se informé recientemente que estos mismos anticuerpos de cerdo anti B
y anti Extrato crudo dieron sensibilidades del 17% y 48% respectivamente cuando se
utiliza LCR de seres humanos (10); estoindica que cuando se usa un sistema heterélogo
probalemente estos anticuepos detectan epitopos que dejan libres los que reconocen los
anticuerpos de laespecie a diagnosticar. De hecho Tellez Giron y cols. (59) observaron
en el LCR de humanos que se puede detectar hasta un 75% de casos si se utilizaun

anticuerpo policlonal contra extracto crudo de solium preparado en conejo.

Para la determinacién de antigenos en sueros de cerdos seria recomendable el uso del
monoclonal HP10; sin embargo, la disponibilidad de este anticuerpo esta limitada ya
que como se menciong anteriormente, fue una donacidn; por ello, se sugiere producir
anticuerpos monoclonales que detecten productos de secrecién poco inmunogénicos en
el huésped natural, o bien utilizar anticuerpos policonales pero preparados en especies

heterélogas como conejo, cabra o cuye.
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CONCLUSIONES

La aplicacién del ELISA para la deteccion de antigenos circulantes del
metacéstodo de T. solium da una sensibilidad de 80% para el diagnéstico
antemortem de cerdos infectados naturalmente.

No todos los sistemas de anticuerpos especificos son utiles para detectar
antigenos en suero. Debe evitarse el uso de anticuerpos especificos contra
antigenos inmunodominates en la infeccién natural, asi como contra
antigenos que no sean de excrecién/secrecion. Asimismo se sugiere el
empleo de anticuerpos preparados en una especie distinta a aquella donde
ocurre la infeccién natural.

Después del tratamiento, los cerdos infestados con el metacéstodo de T,
solium sufrieron un incremento en positividad de un 80% a un 90%;
algunos animales que habian resultado negativos a la prueba antes del
tratamiento, se convirtieron en positivos con el sistema de anticuerpos
HP10. Esto suglere que durante el tratamiento hay una liberacion

mayor de antigenos por parasito, aunque debido a las caracteristicas del
método utilizado, no se pueden determinar cambios cuantitativos o cualita
tivos finos.
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Figura 1. Curva dosis respuesta del sistema de anticuerpos monoclonales
HPI0, dirigido contra un componente de secrecién ecxcrecidn del cisticerco
probado con extracto crudo del cisticerco.
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Figura 2. Curvas dosis respuesta del sistema de anticuerpos monoclonales HP12,
dirigido contra un componente del fluido vesicular del cisticerco (+), y de los sistemas
de anticuerpos policlonales contra el extracto crudo (x), o el antigeno B (tridngulos)
probados con extracto crudo del cisticerco (+ y x) o AgB puro (tridngulos).



31

2.0 =

PHOPRPTONY L

432 am

normales pretratamiento postratamiento

Figura3. Valores de absorbanciaindividuales de los sueros provenientes de cerdos
de los tres grupos analizados, utilizando el sistema de anticuerpos monoconales
HP10, dirigiro contra un compomente de secrecién-excrecién del cisticerco.
Normales: cerdos no cisticercosos; Pretratamiento, cerdos con cisticercosis
adquiridanaturalmente, y Postratamiento,mismos cerdos cisticercosos después de
ser sometidos a tratamiento cestocida con praziquante
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FIGURA 4. Valores de absorbancia individuales de los sueros provenientes de
- cerdos de los tres grupos analizados, utilizando el sistema de anticuerpos mono-
clonales HP12, dirigido contra un componente del fluido vesicular del cisticerco.
Normales: cerdos no cisticercosos: Pretratamiento: cerdos con cisticercosis ad-
quirida naturalmente, y Postratamiento: mismo cerdos cisticercosos después de ser
sometidos a tratamiento cestocida con praziquantel.
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Figura5. Valores de absorbancia individuales de los sueros provenientes de cerdos
de los tres grupos analizados, utilizando el sistema de anticuerpos policlonales
dirigidos contra el extracto crudo del cisticerco (Poac E). Normales: cerdos no
cisticercosoos; Pretratamiento: cerdos con cisticercosis adquirida naturalmente;
Postratamiento: mismos cerdos cisticercosos después de ser sometidos a tratam-

iento cestocida con praziquantel.

postratamiento
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Figura6. Valores de absorbanciaindividuales de los sueros provenientes de cerdos
de los tres grupos anallizados, utilizando el sistema de anticuerpos policlonales
dirigidfos contra el antfgeno B (Poac B). Normales: cerdos no cisticercosos;
Pretratamiento: cerdos con cisticercosis adquirida naturalmente, Postratamiento:

mismos cerdos cisticercosos después de ser sometidos a tratamiento cestocida con
praziquantel.
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Cuadro 1

Caracteristicas de los sistemas de anticuerpos empleados para la determinacién de
antigenos en suero de cerdos infectados con metacéstodos de T. solium por ELISA.

ANTICUERPOS CARACTERISTICAS FUENTE
HP10 Monoclonal (IgM) contra antigeno M. Parkhouse
de superficie T. saginata de L.J.S.Harrison
reaccion cruzada con T. solium. Reino Unido (29)
HP12 Monoclonal (IgM) contra antigeno M. Parkhouse
de fluido vesicular del L.J.S. Harrison
cisticerco de 7. solium. Reino Unido (29)
Poac E Policlonal (cerdo) contra A. Flisser
extracto crudo del Mexico

cisticerco de T. solium

Poac B Policlonal (cerdo) contra A. Flisser
antigeno B del cisticerco Mexico
deT. solium
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Cuadro 2
Valores de absorbancia promedio y porciento de positividad para cada grupo de

cerdos y para cada sistema de anticuerpos probados.

Sistema de anticuerpo:

Grupo HP10 * HP12 PoacE Poac B

Nocisti-  Media 0.03 0.03 003 003 . ...

€ercosos n
(N =30) Puntode corte** 0.12 0.08 0.16.
Porciento
de positivos 0
Cisticer- Media 1.26
€Os0s I
Pretrata- Porciento
miento de e
(N=33) positivos 79
Cisticer- Media 129 - U002 0020 0.03
cos0s : e e e
Postrata Porciento
miento de o
(N=33) positivos 91 0 3 3

* Sélo se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001) entre los grupos de
cisticercosos pre o postratamiento y el grupo testigo cuando se utilizo el sistema de anticuerpoHP10.
* * E] puntode corte es la media mds 3 veces la desviacidn estdndar de los valores de absorbancia del

grupo testigo, para cada sistema de anticuerpos.
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