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RESUMEN

Se reprodujo la teniasis por Taenia solium en el modelo
experimental del hamster dorado (Mesocricetus auratus) con el fin
de obtener tanto pardsitos como muestras de heces para desarrollar
un método inmunoenzimatico (ELISA) aplicable en el diagnéstico de
teniasis en el ser humano, Asimismo se colectaron muestras de
materia fecal humana de individuos sanos, con teniasis y con otras
parasitosis. Se empled un ELISA de doble anticuerpo homélogo
acoplado al sistema biotina-avidina peroxidasa para la deteccién
de antigenos de tenia en heces. Como primer anticuerpo de captura
se usdé inmunoglobulina G (IgG) sérica de un conejo inmunizado con
extracto crudo de tenias obtenidas de los hamsters, estz misma IgG
conjugada a biotina se empled como anticuerpo de revelado. El
método tuvo un limite de resolucidén de 25 ng/ml para el antigeno
de T. solium en solucién y de 100 ng/ml para el mismo antigeno en
sobrenadante de heces humanas y de hamster. Se detectaron antigenos
en las heces de los hamster desde la segunda semana de infeccion,
por lo que fue posible descubrir la parasitosis en ¢l periodo
subclinico; los resultados se negativizaron cuando el pardsito se
eliminé. La sensibilidad y especificidad del método en el modelo
experimental fue del 100%. El ELISA también detectd a todos los
portadores de tenia y no se registraron falsos positivos en
pacientes con parasitosis intestinales por protozoarios, otros
platelmintos (Hymenolepis nana) o nem&todos. El ELISA fue mas
sensible en la identificacién de individuos tenidsicos que los
estudios coproparasitoscépicos, sin embargo, tampoco fue posible
diferenciar entre las dos especies de Taenia que parasitan al
hombre. En conclusién, es posible aplicar el ELISA con alta
eficiencia en 1la deteccién de coproantigenos en individuos
tenidsicos.




I. INTRODUCCION

Taenia selium (Linnaeus, 1758), es un pardsito de cuerpo
aplanade que en su ciclo de vida parasita a dos hospederos
mamiferos y ademas presenta un estadio de vida libre. La

.clasificacién zoolégica de este pardsito es la siguiente (Cheng,

1978) :
PHYLUM Platyhelminthes
CLASE Cestoidea
SUBCLASE Cestoda
ORDEN cyclophyllidea
FAMILIA Taeniidae
GENERO Taenjia
ESPECIE Taenia soliupm (Linnaeus, 1758).

Los pardsitos de la familia Taeniidae, tienen una amplia
distribucién en el mundo y tienden a presentar una prevalencia
mayor en los paises en vias de desarrollo. Esta subclase de
céstodos es importante por encontrarse en ellas varias especies
zoonéticas que provocan dafioc a la salud del hombre asi como
pérdidas en su economia debido al decomiso de ganado parasitado
por estas especies. De esta manera tenemos que la Taenia saginata,
T. hydatigena, T. ovis y T. sgolium ocasionan el decomiso de ganado
vacuno, ovino, caprino y porcino respectivamente (Gemmell y cols.,

1983; Aluja y cols., 1987).



La teniasis es una enfermedad causada por el establecimiento
de las formas adultas en el intestinc delgado del hospedero. La
cisticercosis es una parasitosis causada por el establecimiento

del metacéstodo o larva en el tejido del hospedero intermediario.

1. MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA.

En forma natural la Taenia solium adulta habita inicamente en

el intestino delgado del ser humano, en donde logra sobrevivir
hasta 25 afios (Aluja y cols., 1987). Este céstodo hermafrodita se
alimenta del contenido intestinal del hospedero por carecer de
aparato digestivo propio, la captacién y asimilacién del alimento
se lleva a cabo en el sincicio celular del tegumento, el cual
absorbe por difusién o transporte activo y probablemente también
por endocitosis moléculas organicas de bajo peso molecular (Noble

y Noble, 1976).

El cuerpo de la tenia adulta es aplanado dorsoventralwmente y
es de color blanco, se divide en tres regiones: el escélex u érgano
e fijacién en el extremo anterior del cuerpo, el cuwal esta
perfectamente adaptado para unirse a la mucosa intestinal del
hospedero especifico, para de esta manera poder sobrevivir en su
medio ambiente, en el cual los movimientos peristdlticos del
intestino y el paso directo de la comida digerida, hacen un
requisito indispensable el poseer una forma eficiente de anclaje

{Smyth y McManus, 1989). El escélex es de forma piriforme y mide



de 1 a 2 mm, posee un rostelo formado por dos coronas concéntricas
de ganchos en nmero de 22 a 32, estos ganchos son de diferentes
tamafios, los largos miden 160 a 180 um y los cortos 110 a 140 um
{Cheng, 1978); ademis posee cuatro ventosas musculares gue también
sirven como érganos de fijacién. El escélex sufre un adelgazamiento
para dar origen a la segunda regién, el cuello, es un fdrea no
segmentada y poco diferenciada, es la porcidén germinal donde se
origina la tercera porcién o estrébilo, el cual llega a medir
hasta 8 m de largo (Aluja y cols., 1987). El estrobilo que
constituye la mayor parte del cuerpo, estd formade por una cadena
de 800 a 1000 segmentos pequefios llamados proglétidos, los cuales
constituyen entidades de reproduccién individual. Existen
proglétidos inmaduros, gue son los mas cercanos al cuello y no
tienen 6rganos sexuales diferenciados. Los siguientes son ya
sexualmente maduros donde se aprecian los 6rganos sexuales
diferenciados, finalmente se encuentran los proglétidos grévidos,
los cuales se encuentran llenos de huevos (Cheng, 1978; Noble y
Noble, 1976). cada proglétido gravido contiene aproximadawmente
50,000 huevos en distintos grados de madurez (Heath, 1982); los
proglotidos gravidos se desprenden periédicamente del resto del
cuerpo, permitiendo asi la salida de los huevos del hospedador

mediante sus desechos fecales (Cheng, 1878).

Los huevos de T. solium miden de 30 a 40 um de diametrao,
poseen varias envolturas que le permiten al embrién sobrevivir en

el medio ambiente. La capa mas externa que rodea al huevo es una



membrana delgada hialina conocida como vitelo que usualmente se
pierde en las heces; la siguiente envoltura es el embriéforo denso
formado por pequefios bloques de queratina unidos entre si por un
cemento que le da a los huevos su aspecto radiado caracteristico
y resistencia en el medioc ambiente; finalmente se encuentra la
membrana oncosferal que rodea directamente a la oncosfera o embrién
hexacanto (Laclette y cols., 1982). La oncosfera estd formada por
un epitelio delgado con extensiones citoplasmicas, un complejo
sistema muscular que opera los tres pares de ganchos, un par de
glandulas que le ayudan a penetrar dentro del hospedero, células
germinativas a partir de las cuales se desarrollard el siguiente
estadio larvario y un sistema nervioso primitivo (Smyth y McManus,
1989) . El huevo es el Unico estadio del pardsito que estad expuesto
al medio ambiente, por 1lo que la desecacién y las altas
temperaturas son factores que disminuyen su sobrevivencia, no
obstante, en estudios hechos con huevos de T. hydatigena y T.
saginata se observé que pueden permanecer viables e infectantes en
aguas negras, rios o pasturas por semanas o meses (Gemmell y cols.,

1983).

Tanto el hombre como el cerdo adgquieren cisticercosis por
comer huevos de T. solium provenientes de materia fecal humana
contaminada. La eclosién del huevo de T. solium ingerido por el
hombre y el cerdo ocurre cuando es afectado por el jugo gastrico
y posteriormente por el jugo intestinal (Cheng, 1978). En la

primera fase de la eclosidén del huevo, el cemento que une a los



blogues del embridforo es digerido por las enzimas proteoliticas
intestinales y ocasiona la disgregacién del embriéforo
restableciendo de esta manera la comunicacién de la oncosfera con
el medio exterior (Laclette y cols., 1982). Las oncosferas aGn
rodeadas por la membrana oncosferal se mantienen inactivas, no se
observan movimientos en ellas, pero si se les adiciona Jjugo
ducdenal humano o jugo intestinal artificial comienzan a moverse
activamente los ganchos, el cuerpo se contrae o expande en forma
alternada hasta lograr liberarse de la membrana oncosferal
(Yoshino, 1933). Con ayuda de sus ganchos y posiblemente por sus
secreciones enzimdticas, penetran a través de la pared intestinal
hasta alcanzar capilares linfaticos y sanguineos por cuya corriente
son transportadas a cualquier tejido del organismo (Yoshino, 1933).
En el cerdo, la oncosfera requiere de 60 a 70 dias para convertirse
en un cistiqerco completamente desarrollado, el cual puede
sobrevivir varios afios en los tejidos del hospedero, e inducir una
reaccién inflamatoria granulomatosa (Yoshino, 1933). En el hombre
Yy en el cerdo los cisticercos se localizan principalmente en el
sistema nervioso, misculo esquelético y ojos (Schenone y cols.,

1982).

El cisticerco de T. solium es una vesicula ovalada,
transparente que mide de 0.5 a 2 cm de didmetro, con un escdlex
invaginado dentro de la vesicula. Al igual que la tenia adulta, el

escélex del cisticerco posee cuatro ventosas y un rostelo con doble



corona de ganchos en namerc de 22 a 32 (Aluja y cols., 1987). La
superficie de la pared vesicular estd cubierta de unas estructuras
denominadas microtricas (Ramirez~Bon y cols., 1982). A través de
esta superficie ocurre el intercambio metabdlico entre el hospedero
intermediario y el pardsito, ya que tampoco tiene sistema digestivo
(Lumsden y cols., 1982). En los cisticercos de T. taeniaeformis las
microtricas también le sirven como mecanismo de proteccién contra

la respuesta inmune del hospedero (Williams y cols., 1982).

El ciclo bioldgico de este par&sito se completa cuando el ser
humano ingiere carne de cerdo cruda o insuficientemente cocida que
contiene cisticercos vivos. En el estémago, el cisticerco viable
con su esc6lex invaginado es activado por las enzimas digestivas
pepsina y tripsina, asi como las sales biliares, lo gue ocasiona
la evaginacién del escélex y posteriomente este se fija a la pared
intestinal, convirtiéndose paulatinamente en una tenia adulta

(Cheng, 1978).

2. ASPECTOS CLINICOS.
2.1. Teniasis.

La teniasis tiene un curso clinico benigno, o es asintomatica,
aunque se cuenta con un reporte clinico de perforacién del
intestino delgado por T. saginata (Lenoble y Dumontier, 1988).
Cuando llega a manifestarse esta parasitosis, los sintomas pueden

consistir en dolor abdominal, anorexia, n&ausea, indigestién



crénica, periodos ‘alternos de diarrea y constipacién, sintomas
nerviosos de origen téxico y eosinofilia moderada del 10% al 12%.
Este cuadro leve hace dificil el diagnéstico y asi, la parasitosis
puede pasar desapercibida por muchos afios (Chester y col., 1986).
En estudios realizados en individuos parasitados con T. saginata,
se reportaron ademds anormalidades en la actividad secretoria de
la mucosa gastrica e hipoclorhidria en un 57.7% y 49.7%
respectivamente; al realizar cortes histolégicos de biopsias de los
pacientes tenidsicos con hipoclorhidria se encontré menor cantidad
de células parietales y un infiltrado de células mononucleares,
posterior al tratamiento cestocida, se cobservd regeneracién de la
actividad secretoria, disminucidn en el infiltrado celular y
aumento en el nuamero de células parietales en la mayoria de los
pacientes (Stefaniak, 1989). La teniasis también puede ocasionar
apendicitis (Panzeri y cols., 1965) y pancreatitis (Plane y cols.,

1980) .

2.2. Cisticercosis.

Debido a la complejidad clinica de 1la cisticercosis en
humanos, se han realizado varios trabajos con el objetivo de
agrupar y clasificar esta enfermedad. En el ser humano la
cisticercosis mas frecuente es la cerebral, debido al
establecimiento de la larva en el sistema nervioso central (SNC).
Las manifestacione clinicas dependen del nGmero y localizacién de
las larvas, del tiempo de evolucion y de la extensidén y gravedad

de la respuesta inflamatoria del hospedero (Rabiela-Cervantes y



cols., 1982; Zenteno-Alanis, 1982). La neurocisticercosis cursa
principalmente con epilepsia, meningitis e hipertensién
intracraneal con sus signos de cefalea, ndusea, vémito y vértigo
(Estafiol y cols., 1989; Rabiela-Cervantes y cols., 1982; Zenteno~
Alanis, 1982). Cabe sefialar gue la cisticercosis del SNC puede
cursar en forma asintomidtica, se han reportado entre un 25% y 80%
de casos asintomdticos en hallazgos de autopsias (Albores y
Altamirano, 1971; Rabiela-Cervantes y cols., 1982).

La oftalmocisticercosis se debe al establecimiento de los
pardsitos dentro del globo ocular o detrds de la retipa, le sigue
en frecuencia a la neurocisticercosis, mientras que la
cisticercosis espinal, la subcutdnea y la muscular se encuentran
con menor frecuencia (Schenone y cols., 1982). La localizacién
intraocular del parasito vivo o muerto produce una reaccién
inflamatoria, que puede ocasionar la pérdida de la visién (Cardenas
y cols., 1989). Los cisticercos en el tejido subcutdneo y mGsculo
estriado provocan trastornos ligeros de dolor y debilidad muscular
o bien, pueden pasar desapercibidos (Zenteno-Alanis, 1982). En el
continente asidtico la cisticercosis muscular es muy frecuente y
debido al gran namero de parasitos puede ocasionar

pseudohipertrofia muscular (Zhi-biao y cols., 1985).

En el cerdo el cisticerco se distribuye practicamente en todo
el tejido muscular, también puede localizarse en el SNC, en corazén
y en ojos (Vargas y cols., 1986; Aluja y cols., 1987). Por lo

general no se observan alteraciones clinicas en los cerdos



parasitados. La ausencia aparente de sintomas ‘en los cerdos puede
deberse a que los animales son sacrificados en.el primer afio de
vida, cuando la parasitosis  tiene poco 'tiempo de haberse

establecido (Gemmell y cols., -1983)

3. INMUNOLOGIA.

El estudio de la respuesta inmune en diversas relaciones
hospedero-parasito ha demostrado ser de gran utilidad, no solo para
ayudar al diagnéstico de 1a enfermedad, sino también para
determinar los componantes del pardsito que inducen una respuesta
protectora, los componentes del sistema inmune que confieren
inmunidad y los mecanismos responsables, asi como las acciones gue
emplean los parasitos para evadir al sistema inmune. Esta
informacién permite en muchos casos tomar medidas de control que
alteren favorablemente el egquilibrio de la parasitosis y proveer

mayores datos sobre la historia natural de la enfermedad.

La informacién que se tiene sobre inmudidad y teniasis, se ha
obtenido de la infeccidén por T. saginata principalmente. En el
sueroc de los individuos portadores de 1la forma adulta de T.
saginata se ha observado incremento significativo de
inmunoglobulinas (Ig) E y A, los niveles de IgE se tornan normales
después de la eliminacién del pardsito. Aunque esta aumentado el
nivel de inmunoglokulinas, éste incremento no se ha asociado con

especificidad de los anticuerpos anti-tenia (Gemmell y cols.,



1983). Se ha detectado una respuesta inmune celular en pacientes
infectados con T. saginata mediante ensayos de inhibicién de 1la
migracidén de leucocitos y macréfagos, por otro lada, se observéd
disminucién de la reactividad de los linfocitos a la estimulacién
con fitohemaglutinina; una vez gque el pardsito fue expulsado, la

respuesta volvié a la normalidad (Gemmell y cols., 1983).

El hecho de que la cisticercosis sea una parasitosis que
afecta a varios mamiferas, ha permitido realizar estudios y ensayos
experimentales con el propdsito de evaluar si se puede inducir
inmunidad contra esta parasitosis (Aluja y cols., 1987); 1los
trabajos realizados con varias especies de Taenia y de sus
hospederos, asi como diferentes protocolos de inmunizacién
empleados, indican que si es factible evitar que se produzca la
cisticercosis experimental con eficiencia variable, y reducir el
nimero de cisticercos implantados a través de métodos inmunolégicos
(Flisser y cols., 1979). En ratas y ratones infectados con T.
taeniaeformis y conejos con ‘I. pisiformis se ha demostrado que la
respuesta inmune humoral, especificamente los anticuerpos de clase
IgG y el sistema del complemento, son capaces de proteger a los
animales de la infeccién (Musoke y Williams, 1975; Németh, 1970).

Algunos estudios in vitro han demostrado que el complemento es

capaz de dahar al parasito por via alterna, esto es, aun sin la
cooperacidn de la respuesta especifica (Conder y col., 1983). Por
otra parte, en trabajos recientes se ha visto que las células T

cooperadaras juegan un papel importante en la resistencia de los

10



ratones-a- la’ infeccién con cisticercos de T. taeniaeformis, 1a
‘eliminacié'n de estas células provoca que no se forme el infiltrado
celular por eosinéfilos alrededor del cisticerco y por ende no haya
mortalidad en los cisticercos (Lentoja y cols., 1988). En borregos
parasitados con T. hydatigena, se ha visto también la
participacién de células CD4+ y esondéfilos en los infiltrados
celulares que rodean al cisticerco, en higados de animales con una
infeccidn secundaria (Meeusen y cols., 19%0). Ante la existencia
de uno o varios cisticercos en los tejidos del hospedero, se crea
una respuesta inmune especifica gue le protege en contra de una
segunda infeccién; sin embargo, los cisticercos establecidos en la
primera infeccién no son afectados por la respuesta del hospedero
Yy logran sobrevivir por largos periodos (Flisser y cols., 1979;

Willms y cols., 1982).

En ensayos realizados con cerdos, se observd una disminucién
en el nGmero de cisticercos iwmplantados, asi como una reacciédn
inflamatoria mas intensa y mayor numerec de cisticercos infiltrados
por eosinéfilos en animales gque fueron inmunizados con extracto
crudo del parasito y desafiados posteriormente con huevos (Molinari
y cols., 1983a). De la misma manera, se logrd un aumento en Jla
intensidad de la reaccién inflamatoria contra los cisticercos, en
cerdos intectados naturalmente e inmunizados con antigeno crudo del
parasito, ésta reaccién se hizo mas intensa c;nforme transcurrieron
las semanas postinmunizacién (Molinari y cols., 1983b). Esta

informacién es alentadora para continuar estudies acerca del
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desarrollo de posibles vacunas para esta parasitosis (Aluja y

cols., 1987).

La respuesta inmune humoral en el ser humano se ha estudiado
mas ampliamente; se ha visto que los pacientes con
neurocisticercosis tienen anticuerpos contra el paréasito.
utilizando la técnica de inmunoelectroforesis (IEF), se caracterizé
inicialmente la respuesta inmune humoral, se enfrentd un extracto
crudo del parasito con los sueros de los pacientes y se determind
que la respuesta era heterogénea, ya que los sueros reaccionaron
con un nimero y tipo variable de antigenos, (Flisser y cols.,
1980). Mediante IEF se pudo clasificar a los antigenos del
cisticerco de acuerdo a su movilidad electroforética; de esta
manera se han definido ocho antigenos denominados con las primeras
letras del alfabeto. El antigenc mas reconocido en el suero de los
pacientes fue el denominado antigeno B (AgB), éste antigenho es una
proteina de secrecién del parasito, formada por dos subunidades de

95-105 KDa (Guerra y cols., 1982; Laclette y cols., 1987).

La secrecidn del AgB es congruente con el hecho de que sea el
antigeno mds reconocido por los sueros de pacientes pues éste entra
en contacto con el sistema inmune del hospedero. A pesar de ello,
la respuesta especifica anti-B es incapaz de dafar al cisticerco
por estar dirigida contra un antigeno que se libera (Laclette,
1985) y no permite la interaccidén de los anticuerpos anti-B con el

pardsito.
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Los anticuerpos presentes en el suero y liquido
cefalorraquideo (LCR) de los pacientes con neurocisticercosis se
analizaron por medio del ensayo inmuncenzimatico (ELISA), en donde
se establecié que la IgG es la mas frecuente, seguida por la IgH
e 'IgA. También se encontraron anticuerpos de la clase IgE
unicamente en un suero y un LCR que provenian de distintos
pacientes. De manera sim{lar gue en la IEF, también se encontraron
anticuerpos IgG contra el antigeno B tanto en el suero como en el
LCR en la mayoria de los pacientes (Espinoza y cols., 1986).
Recientemente, con la aplicacién de la inmunoelectrotransferencia
enzimdtica (IET) para el diagnéstico de la neurocisticercosis
humana, se corroboré la heterogeneidad de la respuesta inmune de
los pacientes (Tsang y cols., 1989; Feldman y cols., 1990), en
ambos trabajos se wusaron como antigenos glicoproteinas del
cisticerce de T. solium purificadas por cromatografia de afinidad
con lentil-lectina, el ensayo tiene una sensibilidad del 98% y 1la
especificidad es del 100%. Se identificaron siete glicoproteinas
del parasito que son reconocidas por e} suero o ILCR de los
pacientes con neurocisticercosis confirmada (Tsang y cols., 1989).
Cuando se usé la IET en saliva y suero de enfermos con
neurocisticercosis, la sensibilidad del método fué de 100% para el
suero y de 70% en saliva; en ambos liquidos los anticuerpos
reconocieron las siete glicoproteinas del parasito (Feldman y

cols., 1990).
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ILa respuesta inmune celular en los pacientes con
neurocisticercosis ha sido pobremente caracterizada pues sélo se
cuenta con datos escasos. Esta respuesta se evaludé por medio de la
reactividad de 1los enfermos hacia el PPD (derivado protéico
purificado de Mycobacterjum tuberculosis); por ensayos de
transformacién blastoide de linfocitos de sangre periférica con
los mitéygyenos fitohemaglutinina, concanavalina 2 y fitolaca
americana; por medio de la cuantificacién de subpoblaciones de
linfocitos T y la relacién T4/T8. El promedio de los valores, tanto
de reactividad a PPD como de transformacién blastoide con los tres
mitdgenos, estan disminuidos en los enfermos con
neurocisticercosis. Ademds resalta la gran elevacién en 1la
poblacién de linfocitos T8 supresores/citotdxicos y la relacién
T4/T8 mucho mas baja si se compara con la de los individuos
normales. También se detecté en los enfermos con cisticercosis,
mayor susceptibilidad a padecimientos asociados con una mala

regulacién de la respuesta inmune (Flisser, 1987).

4. EPIDEMIOLOGIA.

La teniasis-cisticercosis es una parasitosis ampliamente
distribuida en paises en vias de desarrollo donde predominan las
malas condiciones higiénicas y una incipiente industria porcina,
ademas de una deficiente educacién. Es endémica en el sureste de
Asia no islamico, la parte central y sur de Africa y en América

Latina (Schenone y cols., 1982 y Mahajan, 1982) y son México y
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Brasil los paises mas afectados en el continente americano (Sarti,
1989) . Las caracteristicas propias de esta enfermedad hacen que se
considere un problema severo para la salud publica y la economia
ganadera de estos paises (Aluja y cols., 1987; Acha y Szifres,
1986), ya que los costos de hospitalizacién, atencién médica,
cirugia, medicamentos y la pérdida de la produccién laboral que
ocasiona la neurocisticercosis son muy elevados; por ejemplo, en
1982 se reportd que el cuidado de un paciente con esta enfermedad
en nuestro pais era de 2,173 dbélares y la erogacién anual en los
pacientes con neurocisticercercosis ascendia a 255 millones de

délares (Velasco-Sudrez y cols., 1982).

Stoll (1947) estimd que en el mundo existian cerca de 39
millones de personas infectadas por T. saginata y 2.5 millones con
T. solium. Acha y Szifres (1986) suponen que desde entonces el
nGmero de individuos tenidsicos ha aumentado con el crecimiento de
la poblacién humana y animal, por su parte, Cook (1986) reporta que
existen aproximadamente tres millones de personas infectadas por
T. solium, sin embargo, no se puede precisar con exactituad la
incidencia de tcniasis por esta especie, debido a que no se han
realizado estudios longitudinales para determinar la frecuencia de
esta parasitosis (Correa, 1991); por otro lado, los exdmenes
coproparasitoscopicos que se utilizan rutinariamente para su
diagnéstico son de baja sensibilidad y especificidad (Schantz y
sarti, 1989). La informacién disponible se basa en estudios

aislados de algunos sectores especificos de la poblacién, se estima

15



‘que.la prevalencia dé teniasis en México ser encuentra entre el 0.1%
y 1.5% {(Aluja y cols., i987). Tay y cols. (1976), reportaron
frécuencias de teniasis sin definir especie, que oscilaron entre
el 0.1% a 4.5% y una frecuencia en la poblacién total estudiada de
1.52%. Por otro lado, los casos de teniasis se han notificado en
- forma irregular a la Direccién General de Epidemiologia de 1la
Secretaria de Salud, sin embargo éste organismo informé que 1la
prevalencia de teniasis varié de 0.5% al 6% durante el Gltimo
lustro (Sarti, 1989).
»

La neurocisticercosis humana se ha reportado en 18 paises de
Latincamérica con una tasa de 0.43% en autopsias. Brasil, Chile
Pera, El Salvador, Guatemala y México registran las tasas mas altas
de morbilidad en el continente (Acha y Szifres, 1986 y Schenone y
cols., 1982}. La frecuencia de neurocisticercosis en México es
alta comparada con la reportada para otros paises de latinocamérica.
Las tasas de prevalencia e incidencia de neurocisticercosis se han
calculado a partir de estudios hechus en pacientes hospitalizados
y en series de autopsias de algunos hospitales (Schenone y cols.,
1982; Velsco-Suarez y cols., 1982); esta informacién presenta
sesgos en la eleccién de la muestra estudiada lo que no permite
aceptarlos como una medida real de la enfermedad, sélo brindan una
idea aproximada de la magnitud del problema, debido a que 1la
poblacidn analizada no puede considerarse representativa del total,
por tratarse de casos que requirieron y tuvieron acceso a un

hospital (Correa, 1991); ademids debe tenerse presente el gran
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porcentaje de casos asintématicos en la neurocisticercosis y la
localizacién del pardsito en otros tejidos del hospedero (Rabiela-
Cervantes y cols., 1982; Zenteno-Alanis, 1982). Los estados de la
Repliblica Mexicana que registraron las frecuencias mas altas de
neurocisticercosis durante los afios de 1983 a 1985 fueron Guerrerc
(24.4%), Michoacdn (12.7%), Estado de México (12.0%), San Luis

Potosi (7.8%) y Puebla (7.1%) (Sarti, 1989).

Ootra fuente de informacién para el conocimiento de esta
parasitosis, proviene de los registros de la inspeccién sanitaria
de la carne que se efectGa en rastros, mataderos y frigorificos.
Desgraciadamente esta informacién no es lo suficientemente
confiable, ya que los métodeos usuales de inspeccién sanitaria
basados en cortes hechos en los lugares de localizacién preferente
del parédsito, no desgubren la totalidad de las canales infectadas,
ademds que no todos 1los cerdos son sacrificados en rastros
oficiales (Vargas y cols., 1986; Vergara, 1970; Aluja y cols.,

1987) .

En latinocamérica, el pais con mayor tasa de infeccién por
cisticercosis porcina es Brasil, con un 0.83%. Tasas menores se
observaron en México, Chile, Colombia, Panamd& y Honduras. En
suddfrica esta por debajo del 1.5%. También se encuentra presente
en paises del continente asidtico como China, India, Tailandia e
Indonesia (Mahajan, 1982). En Europa, la cisticercosis porcina ha

desaparecido (Acha y Szifres, 1986; Gemmell y cols., 1983). En
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México, al estudiar la frecuencia de cisticercosis porcina
registrada en 75 rastros de la RepGblica en el afio de 1980 y primer
semestre de 1981, se observé un promedio nacional de 1.55%, con un
rango del 0.005% al 10%, destacando los estados de Guanajuato y
Michoacan con 10% de prevalencia (Aluja, 1982). En 1981 se
decomisaron 264 mil canales y las pérdidas econémicas que ocasiond
21 decomiso de cerdos cisticercosos fué de alrededor de 43 millones

de dblares (Acevedo-Hernandez, 1982).

5. DIAGNOSTICO.
5.1. Teniasis.

El diagndstico de teniasis se hace habitualmente por 1la
observacién de proglétiodos eh tamizados de heces o por la
observacién de huevos en examenes coproparasitoscépicos de
concentracién o flotacidn donde solo se identifica hasta género,
ya que no pueden diferenciarse morfolédgicamente los hucvos de T.

solium y T. sagi

(Cheng, 1978 y Gemmell y cols., 1983). Debido
a que la eliminacién de proglétidos no es cotidiana y a que las
técnicas carecen de especificidad y la sensibilidad es cercana al
50% (Schantz y Sarti, 1989), es necesario repetir los examenes si
los resultados fueran negativos, asimismo es aconsejable utilizar
varias técnicas para lograr un mejor diagnéstico (Straka y cols.,

19873; Gemmell y cols., 1983).
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Recientemente se ha impulsado el desarrollo de métodos mas
sensibles y especificos para el diagnéstico de teniasis humana,
Flisser y cols. (1988a), desarrollaron un método de hibridacién
directa utilizando sondas de DNA marcadas radiactivamente, mediante
el cual pudo detectarse hasta un huevo del parasito y diferenciar
entre dos especies de Taenia; y en colaboracién con parasitélogos
de la Escuela de Medicina Tropical en Liverpool, G.B. desarrollamos
un método inmunoenzimdtico para la deteccién de productos
antigénicos de 1la tenia en heces de hamsters infectados
experimentalmente, y también se determinaron 11 casos de teniasis
humana por T. selium o por T. saginata (Allan ¥y cols., 1990); 1la

presente tesis forma parte de este trabajo en colaboracién.

5.2. Cisticercosis humana.

El diagnéstico clinico de la cisticercosis humana a2s dificil
de realizar debido a que los signos y sintomas corresponden a
varios cuadros clinicos. Las pruebas inmunodiagnésticas y el uso
de procedimientos imagenolégicos pueden apoyar el diagnéstico en
los pacientes sintomdticos (Aluja y cols., 1987; Flisser, 1988b).
La cisticercosis subcutdnea se determina mediante una biopsia de
los nddulos o en el material de autopsia donde se demuestra la
presencia del parasito (Gemmell y cols., 1983); la cisticercosis
ocular puede evidenciarse por medio del oftalmoscopio (Acha y

Szifres, 1986).
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Los estudios de tomografia axial computarizada y la resonancia
magnética nuclear son de eleccién para lograr un diagnéstico
preciso de la neurocisticercosis (Aluja y cols., 1987), estos
métodos hacen posible la deteccién de la larva y se pueden
correlacionar con las manifestaciones clinicas de la enfermedad
(Rodriguez-Carbajal y cols., 1989). Los exdmenes inmunolégicos en
LCR permiten confirmar el diagnéstico clinico e imagenolégico
(Alarcén de Noya y cols., 1989). Se han utilizado diversas pruebas
para la bisqueda de anticuerpos anticisticerco tanto en el suero
como en el LCR de los individuos con cisticercosis. En México se
emplea la técnica de fijacién de complemento (FC} en LCR desde 1948
(Nieto, 1956). En 1975, se estandarizé la inmunoelectroforesis en
suero de pacientes con nheurocisticercosis. También se utilizan
otras pruebas como la hemaglutinacién pasiva (HA), la
inmunofluorescencia (IF), la doble inmunodifusién (DID) y mas
recientemente el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) Y la
inmunoelectrotransferencia (IET) (Flisser y cols., 1979; Aluja y
cols., 1987; Espinoza y cols., 1986; Tsang y cols., 1989). Estas
dos Gltimas pruebas han mostrado buenos resultados, pues sus
niveles de sensibilidad son del orden del 90% y 98%
respectivamente; en cuanto a la especificidad, ésta es del 100%

para IET (Tsang y cols., 1989)

En cuanto a los antigenos empleados en las pruebas
inmunodiagnésticas, en la mayoria de los estudios realizados se

usan extractos crudos de cisticercos extirpados de cerdos. La
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presencia dé diversos componentes proteicos u otras macromoléculas
en los extractos crudos, puede interferir o bloquear las reacciones
antigeno-anticuerpo, lo que ocasicna gue disminuya la sensibilidad
Yy especificidad de las pruebas (Aluja y cols., 1987). En la
actualidad se esta trabajando en la obtencién de antigenos puros
con objeto de disminuir las reacciones cruzadas que frecuentemente
se presentan entre el cisticerco de T. sglium y otros helmintos

(Schantz y Sarti, 1989).

La sola presencia de anticuerpos en los fluidos orginicos no
es demostracidén de la presencia del agente causal, sino solamente
indica que el individuo ha estado en contactoc con este u otro
organismo de reaccidn cruzada. Ante este hecho, se han empezado a
describir métodos que informan de la presencia de antigenos del
pardsito, la sensibilidad de los mismos oscila entre 70 y 90%
(Tellez-Girén y cols., 1987; Correa y cols., 1989). Sin embargo,
ninguno de ellos estd estandarizado para realizarse en suero
humano, sino soclamente para LCR y en ningin caso se han analizado
las reacciones cruzadas con otros parasitos o incluso con otros

agentes infecciosos (Correa, 1991).

5.3. Cisticercosis porcina.

El diagnéstico de la cisticercosis porcina puede realizarse
en el cerdo ante-mortem por medio del examen visual y palpacidn de
las caras lateral e inferior de la lengua. Con este método se

detecta de un 40% a 70% de los animales parasitados (Vergara, 1970;
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Vargas y cols., 1986; Aluja y cols., 1987). En los rastros donde
se realiza la inspeccién sanitaria, el diagnéstico de esta
parasitosis se hace en el cerdo ya sacrificado; se efectfia un corte
doble en los mGsculos triceps y ancéneo derecho, evidenciando de
esta manera la presencia del pardsito en la masa muscular
{(Contreras, 1989). La eficiencia de este método de inspeccién
sanitaria varia del 70 al 85% (Vargas y cols., 1986); por otra
parte, en un estudio realizado en 1000 cerdos negativos a una
primera inspeccién, se observé que el 1.1% eran positivos a
cisticercosis en una segunda inspeccién, lo que pone de manifiesto
que mediante esta técnica las infecciones leves pasan

desapercibidas (Vergara, 1970).

Se han ensayado diferentes pruebas inmunodiagnésticas para la
cisticercosis porcina como son: fijacién de complemento,
hemaglutinacidn indirecta, intradermoreaccién, inmunodifusién en
gel y precipitacidn capilar; los resultados obtenidos son variables
y no satisfactorios (Proctor y Elsdon, 1966; Aluja y cols., 1987).
En trabajos recientes se ha aplicado el ELISA y IET para el
diagnéstico de esta parasitosis; y, al igual que en la
cisticercosis humana, la IET muestra una senbilidad alta, en cambio
el ELISA es menos sensible y especifico (Torres, 1990). En cuanto
al desarrollo de pruebas inmunolégicas gue detecten la presencia
del pardsito en el sueroc de cerdos infectados, existe un reporte

en donde se usaron anticuerpos monoclonales a través de un sistema
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inmunoenzimitico, por este método se detecté al B0% de los animales

parasitados (Rodriguez del Rosal y cols., 1989).

6. TRATAMIENTO.

En el tratamiento de teniasis se han usado drogas cestocidas
con resultados satisfactorios. El albendazol, el praziquantel y la
niclosamida son los medicamentos de eleccién en esta parasitosis

(Gemmell y cols., 1983; Escobedo, 1989).

El tratamiento de la neurocisticercosis humana puede ser
quirGrgico o© medicamentoso. El quirirgice depende de la
localizacién y caracteristicas anatomopatolégicas de la
cisticercosis del sistema nervioso; &ste consiste en reducir la
hipertensién intracraneal o en 1la extirpacién del cisticerco
{Escobedo y cols., 1982; Escobedo, 1989). También se pueden
administrar medicamentos anticonvulsivos, analgésicos, esteroides,
diuréticos y psicodrogas para controlar la sintomatologia de los
pacientes (Escobedo y cols., 1982; Flisser, 1988b). Un avance
importante en el tratamiento de la cisticercosis son las drogas que
atacan al paréasito. Los antiparasitarios utilizades son el
praziquantel y el albendazol (Escobedo, 1989); estos medicamentos
son eficientes contra los parasitos vivos localizados en el
parénguima cerebral y en posicién subaracnoidea (Sotelo y cols.,
1984; Vasconcelos y cols., 1987; Escobedo, 1989). Sin embargo la
droga no se usa cuando los cisticercos estén en los ventriculos o

en el ojo (Flisser, 1988b).

23



Entre los medicamentos probades en la cisticercosis porcina
se encuentra el albendazol, el flubendazol, el mebendazol y el
praziguantel (Chavarria y cols., 1978; Téllez-Girén y cols., 1984;
Aluja y cols., 1987; Escobedo, 1989); la eficacia de éstas drogas
para destruir a los parasitos es variable. Estudios recientes
hechos con praziquantel muestran que los cisticercos musculares se
destruyen mas rapidamente que los cisticercos cerebrales (Flisser

Yy cols., 1990; Torres, 1990).

7. CONTROIL..

Todo programa de control gue intente lograr la erradicacién
de la teniasis-cisticercosis en humanos y en animales debe tener
presente que el hombre es el Gnico hospedero del parasito adulto
Y es la fuente de cisticercosis tanto para el hombre como para el
cerdo (Aluja y cols., 1987). Recientemente se postula que existe
otro mecanismo para adquirir la cisticercosis, el cual consiste en
ingerir formas embrionarias muy jovenes (posoncosferas) de T.
solium que se encuentran en el tejido muscular de cerdos con
cisticercosis (Salazar-Schettino y cols., 1984). Las medidas de
control deben ser dirigidas en primer lugar al diagnéstico y
tratamiento de la pobklacién humana infectada con el pardsito adulto
de T. solium. La eliminacién de cerdos cisticercosos no lograra
resolver el problema mientras existan personas portadoras de la
tenia y mientras se practique el fecalismo al aire libre (Gemmell

y cals., 1983).
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Estudios epidemiolégicos recientes muestran una asociacién
entre el individuo tenidsico y 1las personas con evidencias
clinicas o serolégicas de cisticercosis (Sarti y cols.,  1988; Diaz
Yy cols., 1990). Sarti y cols. (1988), al estudiar la prevalencia
de teniasis humana y cisticercosis humana y porcina en: una
comunidad rural del Edo. de Hidalgo encontraron que la distribucién
de individuos teni&sicos, de personas con evidencia clinica o
seroldgica de cisticercosis y de cerdos infectados sugieren una
transmisién intradomiciliaria. Por su parte, Diaz y cols. (1990),
al realizar un estudio epidemiolégico cuye objetivo era determinar
el problema de salud que representa la teniasis-cisticercosis en
una comunidad del Estado de Sinaloa, observaron que en las familias
con portadores de T. solium la seropositividad a cisticercosis
aumentaba 4 veces con respecto a la seropositividad de toda la

poblacién.

Finalmente, las medidas de control y prevencién que deben
seguirse para que los cerdos no se infecten y en forma andloga el
hombre tampoco enferme, estdn dirigidas principalmente al
mejoramiento de la higiene y al conocimiento de este problema. Una
estrategia alternativa para la prevencion de la cisticercosis
consiste en la identificacién y tratamiento de los individuos

portadores de la forma adulta de T. solium, lo que requiere de

métodos diagnésticos mas eficientes y confiables para poder

interrumpir el ciclo de vida de este parasito.
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II. ANTECEDENTES.

El diagnéstico de las parasitosis gastrointestinales en los
hospitales y laboratorios de andlisis clinicos se hace en forma
rutinaria mediante examenes coproparasitoscdpicos, donde se puede
observar al pardsito en sus diferentes estadios de desarrollo segin
el método empieado. Estos examsnes tienen baja sensibilidad, razén
por la cual se recomienda practicar exédmenes coproparasitoscépicos
seriados, sin embargo, la sensibilidad madxima alcanzada oscila
entre el 50-70% (Rosoff y Stibbs, 1986; Schantz y Sarti, 1989;
Deplazes y cols., 1990) y se ve aGn mas disminuida en las
infecciones crénicas (Rosoff y Stibbs, 1986; Del Muro y cols.,
1987). Por otro lado, la aplicacién de pruebas inmunolégicas para
el diagnéstico de las enfermedades parasitarias se viene realizando
desde hace varias décadas, en un principio se puntualizé en el
desarrollo de pruebas que determinaran unicamente la presencia de
una respuesta inmune del hospedero, sin embargo, la interpretacién
de Jos resultados se tornaba dificil debido a la baja sensibilidad
y especificidad de los métodos, asi como a la falta de antigenos
bien caracterizados (Bidwell y cols., 1976). El esfuerzo de
diferentes laboratorios de investigacién y el avance tecnolégico
han permitido el desarrollo de pruebas inmunolégicas mas sensibles
y especificas para el diagnéstico de agentes infecciosos. En este
contexto, las pruebas inmuncenzimaticas (ELISA) tienen un fuerte
impacto, se han usado ampliamente tanto para la deteccidn de
antigenos como de anticuerpos en diferentes fluidos del organismo

(Viscidi y cols., 1984); las caracteristicas de alta sensibilidad,
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reproducibilidad, estabilidad y larga duracién de los reactivos,
la lectura de resultados de manera cuantificable o directa, y la
automatizacién, hacen de este ensayo una pueba versatil para el

diagnéstico de las parasitosis intestinales (Voller y cols., 1976).

La deteccidén de antfgenos de parasitos intestinales por medio
del ELISA se logré a finales de la década dec los setentas. Root y
cols. (1978), aplicaron este método para la deteccién de
coproantigenos de Entamoeba histelytica en humanos, estos autores
reportaronn que el ELISA fue dos veces mas sensible que la
microscepia en el diagnéstico de amibiasis en la poblacién
mexicana. Posteriormente Randall y cols. (1984), probaron este
mismo método en la ciudad de San Francisco, California y observaron
que la microscopia fue mucho mas sensible gue el ELISA para el
diagnéstico de amibiasis: de 12 muestras positivas por microscopia,
solo 5 fueron positivas por ELISA y no hubo ninguna que fuera
positiva en ELISA y negativa en la microscopia; sin embargo, anbas
pruebas concordaron en un 93%, en este estudio se discuten posibles
diferencias etiolégicas y técnicas como posible explicacion a la
disparidad de resultados. Del Muro y cols. (1987), desarrollaron
una prueba diagnéstica para la amibiasis intestinal por medio del
ELISA y con el uso de un anticuerpo monoclonal dirigido contra la
membrana de la amiba. La sensibilidad del ensayo fue de 100 ng de
antigeno de membrana y de 10 trofozoitos/ml, al comparar el ELISA
con microscopia e historias clinicas, al igual que en el estudio

de Roots y cols, se observd que el ELISA fue dos veces mas sensible
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que la microscopia; en cuanto a la especificidad, no hubo reaccién
cruzada con otras especies de Entamoeba, ni con protozoarios y
nemdtodos intestinales; adicionalmente, mediante este ensayo
pudieron detectarse quistes o trofozoitos del parésite. En ese
mismo afo Grundy y cols. (1987), desarrollan un ELISA para el
diagnéstico de E. histolytica, utilizando dos diferentes
anticuerpos policlonales para captura del pardsito; la sensibilidad
del método fue de 20 ng/ml, y aunque se determind un namero pequeiio
de falsos negativos, no hubo reactividad cruzada significativa con

otros pardsitos como E. pnana, Hymenolepis nana, E. c¢oli, Giardia

lamblia, Strongyloides, Trichomonas, Ascaris y E. hartmanni; sin

embargo, una muestra (6%) positiva a Iodamoeba, pero negativa a E.
histolytica en microscopia se detectdé como positiva en el ELISA.
Por su parte Baumann y Gottstein (1987), reportaron haber obtenido
una sensibilidad y especificidad del 93% en muestras de pacientes
con amibiasis y otras protozoosis, pero este ensayo solo detecté

el estadio de trofozoito de la amiba.

Otra protozoosis muy estudiada es la giardiasis, el
coproinmunodiagnéstico de esta parasitosis se logré desde 1382 por
métodos no inmunoenzimaticos (Craft y Nelson 1982) . Posteriormente,
Ungar y cols. (1984), establecieron el inmunodiagnéstico de
giardiasis mediante el ensayo inmunoenzimidtico en heces humanas;
por medio del ELISA pudieron detectar entre 37 y 375 trofozoitos
de G. lamblia en cultivo y de 12.5 a 125 quistes en heces. Se

obtuvieron 39 muestras de individuos con giardiasis, de los cuales
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36 (92%) fueron positives por ELISA, los falsos negativos
correspondieron a muestras de individuos con pocos pardsitos en el
excremento; la especificidad fué del 98%. Green y cols. (1985)
‘estandarizaron otro ELISA para la detecci6én de coproantigenos de
giardia en humanos; la sensibilidad del método excedié el 98% y su
especificidad fué del 100% tanto por colorimetria come en
interpretacién directa visuval. Las investigaciones en el
inmunocdiagnéstico de esta parasitosis continuaron, Rosoff y Stibbs
(1986) identificaron un antigeno especifico de G. lamblia de 65 Kd
en el excremento de individuos con giardiasis, esta proteina se
detecté en el 90% de los casos clinicos analizados y en el 11% de
individuos con diarrea crénica, gquienes fueron negativos en la

observacién microscépica.

En cestodiasis, se tienen informes del desarrollo de métodos

inmunoenzimaticos para deteccién de coproantigenos para H.

dimiputa, Taenia hydatigena, T. solium y para T. saginata. Allan
y Craig (1989), reportan un ELISA para la deteccién de

coproantigenos de Hymenolepis diminuta en ratas infectadas

experimentalmente; el ensayo detecté 400 ng de proteina de H.
diminuta/ml de sobrenadante de heces y 30 ng/ml de antigeno en
solucién; los niveles de antigenos comenzaron a detectarse desde
los 7 dias y presentan un maximo a los 20 dias postinfeccién.
Posterior al tratamiento «c¢on praziquantel, se presenté un
incrementc en los niveles de antigenos, el cual decrecié hasta

valores normales en el dia 7 postratamiento. Cuando se probaron
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sobrenadantes de heces de animales parasitados con H. microstoma,
H. g¢itelli, D. ditrenum, Necator americanus, Strongyloides rati y
Nematospiroides dubjius, todos resultaron negativos en el ELISA.
Por su parte Deplazes y cols. (1990), desarrollaron un ELISA para
la deteccidén de antigenos solubles de T. hydatigena en heces de
perreos, utilizaron un anticuerpo policlonal dirigido contra
antigenos de excrecién y secrecién del parasito para la captura
del antigeno; el ensayo permitié detectar 200 ng de antigeno de T.
hydatigena por gramo de heces. El ELISA se compard con la
observacién al microscopio de huevos y/o proglotidos del parasito
en animales infectados experimentalmente; mediante ELISA se
detectaron los animales infectados a partir del dia 18, mientras
que por microscopia, unicamente desde el dia 57 postinfeccién. Al
eliminar al parasito mediante drogas cestocidas, la deteccidn de
antigenos se negativizé en el sexto dia postratamiento. La

especificidad del ensayo se evalud probando antigenos de excrecidn-

secrecidén de T. taeniaetormis, T. soljum, T.
crassiceps, granulosus, E. multilocularis,

Mesocestoides corti, Dipylidium caninum, Diphyllobothrium Jlatum,

Toxocara canis, Salmonella typhimurium y Escherichia coli; hubo

reaccién cruzada con las cuatro especies de Taenia, dicha reaccién
no se presentd con antigenos derivados de E. granulosus, E.

multilocularis, D. caninum, M. corti, D. latum, T. canis y

antigenos de enterobacterias; en muestras de perros infectados

naturalmente con Trichuris yulpis, T. gcanis y acantocéfalos tampoco

hubo reaccidn cruzada; adicionalmente, estos autores informaron que
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los antigenos en las heces no permanecen inmunoldgicamente estables
por  mas 'de 5 dias cuando el excremento se mantuve a +25°C 6 °4°C

‘(Deplazesy cols., 1990).

En cuanto al inmunodiagnéstico de la teniasis por T. éoll‘uxﬁ,
‘'Allan y cols. (1990), estandarizaron un ELISA utilizando éi 'm'or'lé:lo“
de teniasis en el hamster dorado, se demostrd gque mediante este
ensayo se pudo detectar productos antigénicos de la .tenia-en 1las
heces de los animales desde el décimo dia pestinfecc‘ién.‘ Al probar
el ELISA en once individuos con teniasis confirmada, se vidé que el
método también sirvidé para detectar los casos de teniasis humana,
dos de estos portadores fueron sometidos a tratamiento cestocida,
se volvieron negativos en el ELISA a los ueis dias de haber
recibido el tratamiento. Sin embargo, mediante este métrdo no fue
posible distinguir entre ambas especies de Taenia. Recientemente
se publicd un trabajo de deteccidn de coproantigenos de T. saginata
en humanos, por medio del ELISA; se probaron muestras de heces de

23 personas parasitadas con I. saginata, 40 de individuos sanos y

100 muestras de personas con otras parasitosis intestinales. El
ensayo detecté 70 ng del antigeno de T. saginata en solucién y 140
ng/ml del mismo en heces; la sensibilidad y especificidad del
método fue del 87% y 95% respectivamente, hubo falsos positivos en
cuatro muestras libres de helmintos y en una mas con huevos de

Ascaris Jlumbricoides y Trichuris trichiura; por microscopia, la

teniasis se diagnosticd en el 62% de los portadores (Deplazes y

cols., 1991).
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En nuestro pais no se han desarrollado pruebas inmunolégicas
que detecten antigenos en heces para identificar a los portadores
de la T. solium, dada la importancia que tiene la identificacién
temprana de los individuos tenidsicos para el control Yy/o
erradicacién de esta parasitosis, es imperativo desarrollar pruebas
confiables para poder diagnosticar a los portadores de la forma

adulta de T. solium con alta eficiencia.
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I1I. HIpoTEsis, .
1. .- La “teniasis  por' T. solium se puedé mantener énrelrhamétet

dorado. por tiempo pfolongado mediante el uso de.esceréidesﬂ

T2, En el modelo experimental con T

se pueden detectar copidantigé

en el ser humano.

Iv. OBJETIVOS

1. Reproducir la teniasis por T. solium en el hamster dorado y

evaluar su duracién con o sin estercides.

2. Estandarizar y evaluar el ensayo inmuncenzimdtico para 1la
deteccidén de coproantigenos de T. golium en hamsters infectados

experimentalmente.

3. Aplicar y evaluar el ensayo inmunoenzimatico para la deteccién

de antigenos de T. solium en el humano.
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v. MATERIALES Y METODOS.

1. OBTENCION DEL MODELO EXPERIMENTAL DE TENIASIS POR T. soljum
EN EL HAMSTER DORADO.

La teniasis inducida por Taenia solium en el presente trabajo
fue realizada en el hamster dorado (Mesocricetus auratus) y se
siguié el procedimiento descrito por Verster (1971) con algunas
modificaciones. Se emplearon 56 machos y 43 hembras de 7 a 38
semanas de edad, los cuales fueron previamente desparasitados con
un tratamiento con mebendazole y praziquantel por via oral mediante
cdnula durante tres dias consecutivos con dosis de 20 mg y 30 mg/Kg
de peso respectivamente. Desde el momento de su recepcién y hasta
el final del experimento los animales se mantuvieron en Jjaulas
lavadas meticulosamente que contenian un colchén de aserrin
esterilizado en autoclave, su alimentacién consistié en agua
destilada acidificada y alimento comercial balanceado para

roedores.

1.1 Obtencidn de cisticercos de T. solium.

Los cisticercos de T. solium se extrajeron por diseccién del
misculo esquelético de cerdos cisticercosos recién decomisados por
el Departamento de Inspeccidn Sanitaria del rastro de Ferreria de
la ciudad de México, D.F. y del Rastro Municipal de Morelia, Mich.
Con los cisticercos se formaron dos grupos, uno se empled para la
infeccién de los hamsters y el segundo grupo se sometid a la prueba

de evaginacién jn vitro utilizando 25% de bilis de bovino en RPMI
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(Gibco) segiin técnica adaptada por Correa y cols; (1987), para

cuantificar la proporcién de cisticercos viables.

1.2 Infeccidn experimental en el hamster doradoky administracién
de esteroides.

Durante el transcurso de este trabajo se tuvieron algunas
dificultades para conseguir carne de cerdo con cisticercos, debido
a esto la infeccién en el modelo experimental se hizo con hamsters
de diferentes lotes que estuvieron disponibles en el momento en que
se consiguié el material infectante. Cinco grupos de animales se
infectaron por via oral con 5 4 8 cisticercos de T. solium, a
continuacién se les aplicd una dosis de 4 mg de acetato de metil
prednisolona (Depo-medrol, Upjohn) por animal por via

intramuscular.

1.3 Grupos experimentales y protocolo de infeccién en el modelo

teniasis~hamster dorado (Cuadro 1).

Grupo I.

El primer grupo experimental estuvo formado por 20 animales,
10 machos y 10 hembras de 13 semanas de edad, los cuales se
infectaron con cinco cisticercos por animal; se le aplicaron tres
inyecciones intramusculares de acetato de metil prednisolona, cada
una de 4 mg en los dias 1 (dia de la infeccién), 14 y 28

postinfeccién (Cuadro 1).
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CUADRO No. 1. GRUPOS EXPERIMENTALES Y PROTOCOLO DE INFECCION DE

LOS HAMSTERS DORADOS CON T.solium
Grupo No, sexo Edad Cisticercos Esteroide* Duracién
animales semanas ingeridos aplicacién dia de la
infeccidn
I 10 13 5 1,14,28 45
10 13
Iz 13 38 8 1, 14 45
3 138
10 38
8 19
.2 -7
III ‘15 g 8 1,14 40
W .6 13 8 1 100
1 23
8 13
v 6 13 : 8- - - 60
23
CONTROL Tiempo de
sacrificio
3 13 o 100
3 13
TOTAL 99
56

43

* acetato de metil prednisolona: (4 mg/animal) .
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Grupo II.

Este segundo grupo se formdé con 367animales; is:ﬁééhoé‘y 20
hembras de diferentes edades (Cuadré 1).'ﬂo§ Hamsﬁefé'gé inﬁeéﬁafon_-
con ocho cisticercos por via oral;”adehés se ies;épliéar&n dos
dosig'de esternide,'cédg.unévde 4.mg én-lsgygfgsil y_14 a§_i$.

infececidn.

Grupo IIT.

El tercer grupo de experimgn&acién se formé con 15 hamsters
machos de 9 semanas de edad, se emplearon ocho cisticercos para
infectar a cada animal y se les aplicé 4 mg del esteroide el dia

1 y la segunda dosis 14 dias postinfeccidén (Cuadro 1).

Grupo IV.

Este grupo se formé con 15 animales, seis machos y nueve
hembras de diferentes edades (Cuadro 1); estos animales también se
infectaron con ocho cisticercos por via oral y se les aplicd una
dosis Gnica del estercide (4 mg) en el dia de la infeccién (Cuadro

1).

Grupo V.

Este Gltimo grupo de animales infectados lo conformaron siete
hamsters, seis machos de 13 semanas de edad y una hembra de 23
semanas de edad; en este grupo no se aplicd esteroide, los animales
se infectaron solamente con ochos cisticercos por via oral (Cuadro

1).
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Grupeo Control.

Este grupo quedo formado por seis animales, tres machos y tres
hembras de 13 semanas de edad. Estos hamsters no se infectaron con
T. solium perco si recibieron una dosis Gnica de esteroides (4 ng)

en el primer dia de experimentacién.

1.4 Obtencién del estadio adulto de T. soljum.

Las tenias adultas se obtuvieron de animales de los grupos I
y II infectados experimentalmente en diferentes dias postinfeccién.
Los hamsters se sacrificaron en camara letal con éter, se les
extrajo el intestino delgado, se colocé en una caja de petri con
solucién salina (0.15M NaCl) amortiguada con fosfatos de sodio
(0.02M NaH,PO,, 0.0014M KN,PO;), pH 7.2 (SSAF) y se abrié a todo lo
largo para liberar a las tenias y verificar que no estuviera
parasitado con otros géneros. En la identificacién de las tenias
se consideraron las siquientes caracteristicas morfolégicas:
escblex provisto con cuatre ventosas musculares inermes, la
presencia de un rostelo armado con doble corona de ganchos, el
largc y ancho del estroébilo, y cuando fue posible se observé, la
disposicién alterna de de los poros genitales en proglétidos

sucesivos (Lapage, 1976).
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2. ESTANDARIZACION Y EVALUACION DEL ENSAYO INMUNOENZIMATICO PARA
LA DETECCION DE COPROANTIGENOS DE T. solium EN HAMSTERS DORADOS
INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE.

En la estandarizacion del ELISA para antigenos de T. solium
se siguidé el método descrito por Engvall y Perlmann (1972) con
modificaciones; la deteccién de antigenos del pardsito se hizo por
medio del ensayo de captura con doble anticuerpo policlonal. Las
heces de los animales se disolvieron en SSAF adicionrada con
detergente para soclubilizar a los antigenos. Se determind 1la
sensibilidad y especificidad dei método, asi como el efecto de la
desparasitacién en la dinamica de deteccion de coproantigenos.

2.1 Elaboracién del antigeno de T. solium.

Se prepardé un extracto crudo de tenias adultas completas,
segin técnica descrita por Espinoza y cols. (1982) con ligeras
modificaciones: las tenias adultas obtenidas del intestino delgado
de los hamsters, se lavaron cinco veces en solucién salina
fisiolégica (0.15M NaCl, SSF) y se homogenizaron con un Polytron
{Brinkman Instruments) en SSAF conteniendo cloruro de potasio 3 M
durante 1 minuto, manteniendo el extractc en un baio de hielo. Este
procedimiento se repitié hasta que 1los pardsitos quedaron
perfectamente homogenizados. El extracto se mantuvo durante toda
la noche en agitacién ligera a 4°C; posteriormente se centrifugd
(Sorvall RT6000) a 2000g durante 30 minutos a 4°C, se dializé
contra SSAF y se volvidé a centrifugar (Beckman J2-21) a 24000g

durante una hora a 4°C. El sobrenadante se almacendé a -20°C hasta
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su utilizacién. Esta misma metodologia se empled para preparar
extractos crudos de 1los diferentes pardsitos colectados. E1
contenido de proteina total de 1los extractos antigénicos se
determiné siquiendo el método de Lowry y cols. (1951), empleando

albGimina sérica bovina como esténdar.

2.2 Obtencidn de otros parasitos.

Se obtuvieron fasciolas adultas de higados de bovinos recién
decomisados en el rastro de la Ciudad de Toluca, Edo. de México,
las cuales se extrajeron por diseccién, se lavaron en SSF y se
transportaron en refrigeracién hasta el laboratorio. Se
sacrificaron hamsters infectados naturalmente con Hymenolepis nana,
se extrajo el intestino delgado y se procedié a abrirlo para
separar las hymenolepis que se lavaron con SSF. También se obtuvo
un especimen de T. saginata por desparasitacién con niclosamida de
un individuo adulto, algunas porciones de la tenia se lavaron con
SSF. Todos estos parasitos se mantuvieron en congelacidén a -20°C

hasta el momento de su uso.

2.3 Obtencidén de suero policlonal anti-T. solium.

Con el objeto de obtener anticuerpos anti-T. solium, se
inmunizé un conejo blanco Nueva Zelanda de 2 kg peso y 3} meses de
edad con extracto antigénico de tenias adultas, obtenidas de 1la
infeccidn experimental de los hamsters. Los conejos se sangraron

antes de ser inmunizados, se obtuvieron 10 ml de sangre; los que
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fueron procesados para obtener suero; se hicieron alicuotac de éste

Y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

En cada inmunizacién se emplearon 5 mg/ml de antigeno de T.
solium. La primera dosis se aplicé en el dia uno; se empled un 1
ml de antigenc y 1 ml de adyuvante completo de Freund, los que se
mezclaron perfectamente hasta formar una sola fase. El segundo
refuerzo se inyecté en el dia 15, se mezclé 1 ml de antigeno y 1
ml de adyuvante incompleto de Freund; ambas dosis se aplicaron por
via subcutdnea en varias partes del dorso. Los 5 mg de antigeno de
la tercera y cuarta inmunizacién se aplicaron solos por via
intramuscular en los dias 30 y 45. Los sangrados se hicieron a
partir del segundo refuerzo con antigeno y siete dias después de
cada inmunizacién, estos sueros también se almacenaron en alicuotas

en congelacién a -20°C.

2.3.1 ELISA para la determinacién de anticuerpos anti-T. golium en
suero de conejo hiperinmune.

Para comprobar la presencia de anticuerpos especificos contra
T. solium en el suero del conejo hiperinmunizado, se probs la
actividad del mismo por medio de un ELISA segln técnica descrita

por Engvall y Perlmann (1972) con ligeras modificaciones:

a. Acoplamiento del antigeno a un soporte sélido. Se usaron
placas para microtitulacién de 96 pozos (Inmulon I, Dynatech Labs.

Inc.). Se colocé en cada pozo de la placa 100 ul del
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antigeno de T. .sol a una concentracién de 1 pug/ml en
amortiquador de carbonatos (0.03M Na,CO;, 0.069M NaHCO,), pH 9.6.

Se incubé toda la noche a 4°C.

b. Lavado de la placa. Se lavaron los pozos tres veces con 200
ul de SSAF adicionada con tween 20 al 0.05% (SSAF-T) durante cinco

minutos cada vez.

c. Adicién del primer anticuerpo. Se prepararon dilucicnes 1:1000
en SSAF~T de las diferentes muestras de suero del conejo
hiperinmune, se adicionaron 100 ul/pozc de cada dilucién por

duplicado y se incubaron durante dos horas a 37°C.
d. Se repitidé el paso del inciso b.

e. Adicién del segundo anticuerpo. Se empled como segundo
anticuerpo el conjugado anti-IyG de conejo producido en cabra
(Sigma, cChem. CO‘.), aédpl.a.dc a .fosfatasa alcalina. Se adiciond a
cada pozo 100 gl del conjugado diluido 1:500 en SSAF-T y se incub6

por dos horas a 37°C.
t. Se repitidé el paso del inciso b.

g. Adicién del sustrato. Como sustrato se empled p-
nitrofenilfosfato disédico (Sigma Chem. Co.); se disolvieron 10 mg

del sustrato en 2.5 ml de agua y se aford a 10 ml con amortiguador
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de dietanolamina al 10% pH 9.8, se adicionaron. 100.pul/pozo del

sustrato y se incubdé durante 30 minutos a 37°C.

h. Se leyé la absorbancia de las muestras en un espectrofotémetro

para ELISA (Bio-Rad, modelo 2550) con un filtro para 405 nm.

2.4 Obtencién de IgG de conejo anti-T. solium.

La purificacién de la IgG del suerc hiperinmune, se realizé
por cromatografia de afinidad en una columna de Proteina A sefarosa
CL 4B (Sigma Chem. Co.) de 1.5x2.5 cm. Antes de correr la columna
ésta se lavd y equilibrd con SSAF, se adicionaron 2 ml de suero de
conejo y se dejé adsorber la IgG en la columna durante toda 1la
noche a 4°C; la IgG se eluyd con glicina 0.1 M pH 2.8. Se
colectaron fracciones de 1.3 ml, la densidad &ptica de las
fracciones se leyd en un espectrofotémetro (Beckman DU-65) a 280
nm para determinar la presencia de proteinas. Se graficé 1la
densidad ¢6ptica contra el nimerc de fraccién y se unieron las
fracciones correspondientes al pico de elucién que contenia el
material unido a la columna. La IgG se dializé exhaustivamente
contra SSAF, se determind la concentracidn de proteina por el
método de Lowry y cols. (1951) y se almacend en alicuotas a -20°C

hasta el momento de su uso.

2.4.1 Preparacién del conjugado de IgG anti-T. solium con biotina.
Se ajustd la concentracidén de proteina de la IgG a 1 mg/ml,

posteriormente se dializd contra bicarbonato de sodio (0.1M NaHCO;)
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pH 8.0 durante 12 horas a 4°C. Por cada miligramo de IgG se
adicionaron 200 gl de una solucién 6 mM del ester de N-
hidroxisuccinimida biotina (Pierce Chem. Co.}. La mezcla se dejd
reaccionar en la obcuridad a temperatura ambiente durante 4 horas
con agitacidn lenta. La 1gG biotinilada se dializé exhaustivamente
contra SSAF y se almacené en alicuotas a -20°C hasta el momento de

su uso.

La actividad de la IgG biotinilada se probé adsorbiendo el
anticuerpo marcado con biotina en placas de microtitulacién de 96
pozos (Inmulon I, Dynatech Labs. Inc.). Se prepararon diluciones
1:100, 1:500, 1:1000 y 1:2000 de la IgG marcada en amortiguador
de carbonatos, se adicionaron 100 pl/pozo de cada dilucién por
duplicado y se incubd toda la noche a 4°C; al dia siguiente se
lavaron los pozos con SSAF-T, posteriormente se adiciondéd 100
#l/pozo de avidina peroxidasa (Cappel Organon Tek. Co.) diluida
1:2000 en SSAF-T suplementado con albimina humana al 1% (SSAF-TA),
se incubd® por dos horas a 37°C. Finalmente se agregd el sustrato
o-fenilendiamina {Sigma Chem. Co.) en amortiquador de citratos (0.1
M) pH 4.5, conteniendo 0.4 pl/ml de peréxido de hidrégeno al 30%;
la reaccidn colorida se detuvo adicionando 50 pl/pozo de &cido
sulfurico. Los valores de absorbancia se leyeron en un lector de

ELISA (Bio-Rad modelo 2550) a 492 nm.

2.5 Toma de muestras de heces en el modelo experimental.

Durante el transcurso de las infecciones los hamsters se

44



mantuviarén-;'epaxv-ados en forma individualien jaulas para ratén, la
materia fecal de 24 horas de cada animal se tomé directamente de
la cama y”se procesd para obtener. el sobrenadante. Las muestras de
heces se colectaron diariamente, comenzando desde un dia previo a
la infeccién hasta el momento del sacrificio de los animales. Las
muestras de los grupos 1 y II fueron empleadas por el grupo de
parasitdlogos de Liverpool, G.B. y las de los grupos restantes se

utilizaron en esta tesis.

2.6 Procesamiento de las muestras de heces para el ELISA.

con el objeto de solubilizar los antigenos parasitarios
presentes en las muestras individuales de excremento, se hizo
inicialmente un ensayo en heces de hamsters Josparasitados y no
infectados (control negativo} para determinar los parametros
6ptimos de dilucién y centrifugacién; las muestras control negativo
se solubilizaron en SSAF adicionado con Tween 20 al 0.3% (SSAF-
T.3%) con diferentes proporciones peso & volumen (p/v): 1:1, 1:2,
1:3, 1:4 y 1:5, se les adiciondé 100 pg/ml del antigeno de T
solium; las heces se homogenizaron mediante agitacion manual y
posteriormente se sometieron a las siguientes fuerzas centrifugas:
2009, 950g, 1400g, 2000g y 4000g; el sobrenadante se colectd y
probd posteriormente en el ELISA. Una vez conocidos los pardametros
6ptimos de dilucién y centrifugacidén, las heces frescas de los

animales infectados se trabajaron bajo estas condiciones.
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2.7 . Estandarizacién del ELISA-para déteccién‘ de va‘ntigenos de T.
solium en heces de hamster. ' 7' ‘ »

a. Acoplamiento del primer ahticuerpo a_un'vsoporte sélido. Se
usaron placas para microtitulacién de- 86 p;azos {Costar EIA/RIA},
de fondo plano. Se diluyd la IgG anti-T. soljum en amortiguador de
boratos (0.1 M) salino  (0.07M) "pH '-8.2- (ABS)  hasta obtener
concentraciones de 20, 30 y 40 pg/ml; se cubrié.cada pozo con 100

#1 del anticuerpo por duplicado y. se inéubé toda la noche a 4°C.

b. Lavado de la placa. Se reallizaron‘ tres lavados de los pozos
con 200 sl de SSF adicionada con 'i‘wge:xi 207al 0.05% (SST) durante

cinco minutos cada vez.

c. Blogqueo de la placa. Se agregé. 200 .pl/pozo..de- SSAF~T.3%

durante 60 minutos a temperatura ambiente.
d. Se repitidé el paso del inciso b.

e. Adicién de la muestra problema. Antigeno en solucién, antigeno
en heces y muestras de individuos o hamsters infectados. Se
prepararon diluciones seriadas del antigeno de T. solium en SSAF-
T.3%, se adicionaron 100 pl/pozo de cada dilucién por duplicado y
se incubd durante dos horas a 37°C. Este mismo procedimiento se
realizdé con muestras de heces de humanos Yy de hamsters no

parasitados, adicionadas con antigeno de T. solium.
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f. Se repitidé el paso del inciso b.

g. Adicidén del segundo anticuerpo. Se realizaron diluciones
seriadas del anticuerpo biotinilado en SSAF-TA hasta obtener
concentraciones de 10, 20 y 30 ug/ml, se adicionaron 100 ul/pozo

."de cada dilucién por duplicado y se incubé durante dos horas a

37°C.
h. Se repitié el paso del inciso b.
i. Adicibn de la enzima. Se diluydé la enzima peroxidasa conjugada

con avidina (Cappel Organon Tek. Co.) 1:2000 en SSAF-TA, se

adicjonaron 100 ul/pozo y se incubé durante dos horas a 37°C.

j- Se repitid el paso del inciso b.

k. Adicién del sustrato. Como sustrato se empleé o~fenilendiamina
en amortiguador de citratros (0.1 M) pH 4.5 conteniendo 0.4 ul/ml
de perdxido de hidrégeno al 30%, se adicionaron 100 pl/pozo y se
incubé a temperatura ambiente durante 15 minutos en la obscuridad,
posteriormente se detuvo la reaccién colorida con la adicién de 50

pl/pozo de acido sulfirico (1 M).

1. Los valores de absorbancia se midieron en un lector de ELISA

(Bio-Rad modelo 2550} a 492 nm.
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m. Controles empleados en la prueba. Como controles negativos se
usaron sobrenadantes de heces de hamsters desparasitados y no
infectados; los controles positivos fueron sobrenadantes de heces
de hamsters no parasitados, a las cuales se les afiadio antigeno de

T. solium a una concentracién de 100 ug/ml.

2.7.1 Determinacidn del criterio de positividad en la prueba de
ELISA.

El criterio de positividad de una muestra individual se
determiné cuando su valor de absorbancia fué igual o mayor al punto
de corte del ensayo. El punto de corte se obtuve al sumar la media
mas tres veces la desviacién estandar de los valores de absorbancia
observados en un grupo de 64 hamster libres de pardsitos

gastroentéricos y en el grupo control.

2.8 Captura de antigenos heterdlogos de pardsitos con el sistema
de anticuerpods policlonales anti-T. solium.

Con la finalidad de verificar si mediante el ensayo
desarrollado se podian capturar antigenos de parasitos diferentes
a T. solium, se probaron los siguiente extractos antigénicos: T.
saginata, T. solium, Fasciola hepatica, H. nana, Wellcomia

evoluta, Monogecocestus americana, T. cracisseps, T pisiformis,

fluido vesicular de T. hydatigena, Echinococcus granulosus, vy

Echinorhyncus gadi a una concentracién de 25 ug/ml en el ELISA.

Los cuatro primeros extractos antigénicos se elaboraron en el
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laboratorio (ver 1nciso 2 1), los restantes fueron donados por el .

Dr. Emilio Coltort]. del Centro Panamerlcano de Zoono :

2.9 Evaluacién del nimero y tamafio de las tenias y.su'i"elacién_,’_éon )

la presencia de antigenos en el ELISA.

Durante el transcurso de las infecciones expekimentales, se
sacrificaron hamsters al azar en diferentes dias postinfecci6n para
comprobar la parasitosis; se extrajo el lintestino delgade, se
procedié a liberar a los céstodos y se realizé la identificacién
de los mismos (ver inciso 1.4). Por otra parte, se registrd el
nimero de tenias implantadas en el intestino y el tamafo de las
mismas. Se colecté la materia fecal contenida en el intestino
grueso, se procesd para obtener el sobrenadante y éste se empled

en el ELISA para antigenos de T. solium.

2.10 Sensibilidad y especificidad del ELISA para deteccidén de
antigenos de T. sglium en el modelo experimental.

Los paréametros de sensibilidad y especificidad del ensayo se
determinaron en los animales de los grupos III, IV y V con teniasis
comprobada mediante necropsia o por tratamiento cestocida; también
se incluyeron a los animales del grupo control no infectado y a un
grupo extra de 13 hamsters infectados naturalmente con H. nana (ver

inciso 4).
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2.1]1 Efecto de la desparasitacién en el ensayo de deteccién de
antigenos.

La accién de antiparasitarios sobre la dinamica de deteccién
de antigenos de T. solium en el modelo experimental, se estudié al
administrar una droga cestocida por via oral. Se seleccionaron tres
animales del grupo III y seis hamsters del grupe IV, los cuales
fueron diagnésticados como teniasicos mediante el ELISA para
antigenos, se formaron tres grupos con estos nueve animales y se
les administré una sola toma de praziquantel/animal por via oral
mediante cénula a dosis de 30 mg/kg de peso, en el dia 21, 29 o el
dia 39 postinfeccidén. El excremento se colecté diariamente desde
el dia de la infeccién de los hamsters, hasta el momento en gue se
administré la droga, y en los siguientes 14 dfas después del
tratamiento; las muestras de heces se procesaron para obtener el
sobrenadante y éste se usd en el ensayo, el precipitado de materia
fecal se revisé por la técnica macroscépica de tamizado de heces.
Los hamsters se sacrificaron a los 14 dias post-desparasitacién,
se extrajo el intestino delgado y se revisé para comprobar 1la

presencia o ausencia de parasitos.

3. APLICACION Y EVALUACION DEL ENSAYOC INMUNOENZIMATICO EN LA
DETECCION DE ANTIGENOS DE T. solium EN EL SER HUMANO.
Una vez que se tuvo estandarizado y evaluado el ELISA para

antigenos de T. solium en heces de hamster, y que se probhd en
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infecciones experimentales controladas, se procedié a aplicar el

método en el hosperdero natural del parasito, el ser humano.

3.1 Toma de nmuestras en el hospedero definitivo.

Se colectaron muestras de excremento de personas gue acudieron
a los servicios de Medicina Preventiva del Hospital Infantil de la
Secretaria de Salud y al Laboratorio de Analisis Clinicos de la
Fscuela de Quimico Farmacobiologo de la Universidad Michoacana, en
la Ciudad de Morelia, Mich. durante tres meses. A todas las
personas inclufdas en este estudio se les solicité una porcién de
materia fecal correspondiente a la primera evacuacién del dia; las
muestras se procesarcn por los siguientes estudios
coproparasitoscépicos (CPS): CPS directo c¢o» solucidn salina
fisiolégica (0.15 M) y lugol, CPS por flotacién con sulfato de zinc
Yy CPS por sedimentacion con formol-éter (Salazar y De Haro, 1980).
Por otra parte, el grupo de Parasitologia de la Escuela de Medicina
Tropical de Liverpool, U.K. obtuvo 11 muestras de heces de
ciudadanos Chines recidentes de una zona endemica para T. solium.
Se trabajaron un total de 127 muestras, las cuales 5e procesaron

para obtener el sobrenadante y éste se usé en el ELISA.

3.2 ELISA para la deteccidn de antigenos en heces humanas.

El ELISA con los sobrenadantes de las muestras de heces
humanas, se hizo igual al ensayo con heces de hamsters; en el
estudio para humanos se adicionaron dos controles mas. Control

negativo humano: sobrenadante del excremento de un menor de ocho
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meses que no consumia carne de cerdo y negativo a parésitos
gastroentéricos segin los examenes CPS realjizados. Control positivo
humano: sobrenadante de heces del mismo menor, adicionado con 100
ng/ml de antigeno de T. solium. En el ensayo para humanos también
se calculd el punto de corte, daste se obtuveo a partir de los
valores de absorbancia obtenidos en el grupo de individuos
parasitolégicamente sanos (ver inciso 2.7.1); las muestras de
pacientes que fueron igual o mayores al punto de corte se

consideraron como positivas.

3.3 Sensibilidad y especificidad del ELISA para deteccién de
antigenos de T. soljium en el ser humano.

Para determinar la sensibilidad y especificidad del ELISA en
el hospedero definitive, se tomaron en cuenta los valores de

absorbancia de las muestras de materia fecal humana analizadas en

este estudio, con excepcién de la muestra del portador de Taenia

sp. que fue descartada {ver inciso 4).

4. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados obtenidos en la cuantificacién de cisticercos
viables, en la reproduccién del modelo experimental y en el tamaiio
y namero de tenias recuperadas, se organizaron y resumieron por
medio de técnicas estadisticas descriptivas (Daniel, 1987). La

evaluacién del ELISA desarrollado se realizd siguiendo 1los
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procedinmientos descritos ‘por Schwabe 'y cols. (1977)', determinando

los pardmetros de la prueba como sigue:

Sensibilidad: proporcién de enfermos que fueron positivos er-\
la prueba (verdaderos positivos); ‘obténida al dividir el ntmero de
verdaderos positivos_entre el. m’:fnéro,total de verdaderos positivos
mas el nimero de enfermos que fuercon negatives a la prueba (Cuadro

2).

Especificvidad: es' la proporcién de individuos sanos que fueron
negativos‘ a la prueba (verdaderos neqati;los), abtenida al dividir
el . ntmeroc de casos verdaderos negativos entre el nimeroc de
individuos sanos que fueron positivos a la prueba (falsos

positivos) mas el nimero de verdaderos negativos (Cuadro 2).

CUADRO No. 2 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE UNA PRUEBA

SEROLOGICA
Resultado de la Diagnéstico verdadero Total
prueba enfermos sanos
Positive a b a+b
Negativo c d c +d
Total a+ ¢ b +d a+b+c+d
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a. Animales enfermos gue fueron positivos a la prueba.

b. Animales sanos que fueron positivos a la prueba

positivos).

c. Animales enfermos que fueron negativos a la prueba
negativos).

d. Animales sanos que fueron negativos a la prueba.

a + ¢ Poblacién afectada (verdadera prevalencia).
b + d Poblacién sana (1-P).

a + b Falsa prevalencia.
a
Sensibilidad (S§) = ———— X 100

Especificidad (E) = ————————— X 100

b+ d

(falsos

(falsos

Los resultados del ELISA obtenidos en los diferentes grupos

experimentales se analizaron por medio del andlisis de varianza.

La relacién entre absorbancia con el nimero y tamafio de las tenias

se determiné mediante el andlisis de regresién lineal simple

(Daniel, 1977).
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VI. RESULTADOS.
1. OBTENCION DEI, MODELO EXPERIMENTAL DE TENIASIS EN .EL HAMSTER
DORADO.
1.1 Susceptibilidad de los hamsters a la infeccién.

La teniasis en los hamsters se confirmé mediante necropsia de
los animales, por desparasitacién con tratamiento cestocida y/o
mediante el ELISA para antigenos; debido al tratamiento con
esteroide al que fueron sometidos los hamsters hubo animales que
fallecieron y no fue posible revisar el intestino delgado para
comprobar la presencia o ausencia de tenias, por lo cual fueron
excluidos del estudio. La teniasis se implantdé en el 97% de los
hamsters utilizados; el mayor porcentaje de infeccién se obtuvo en
hembras (100%), mientras que los machos presentaron la parasitosis
en el 94% de los casos, solo tres de los machos inoculados no se
infectaron (Cuadro 3). En cuanto a la infeccién de los hamsters con
respecto a la edad, ésta se logré tanto en animales jévenes de
siete semanas como en adultos de 38 semanas, de los tres machos que

no se infectaron, dos eran de 19 semanas y uno de 38 semanas.

1.2 Efecto del tratamiento con esteroides en la obtencién del
modelo experimental.

En el Grupo I de animales infectados con tres dosis de
esteroide, la susceptibilidad a 1la infeccién y la mortalidad
obtenida a los 40 dias de experimentacién fue de 100% y 90%
respectivamente (Cuadro 3). Debido a la alta mortalidad registrada,

se decidié probar con menos dosis de estercide, para lo cual se
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infectaron cuatro grupos mas de hamsters (ver inciso 1.3). Los
resultados obtenidos mostraron que la sobrevivencia de los animales
fue mayor conforme se disminuyé la dosis del esteroide, de esta
manera tenemos que el grupo infectado sin esteroide tuvo una
sobrevivencia del 100%; al emplear una dosis de esteroide, la
sobrevivencia decrecid al 93% y con dos dosis de esteroide fue del
70 y 67% en los grupos II y III respectivamente a los 40 dias
postinfeccién. Los estercides también influyeron en la persistencia
de la parasitosis en el modelo experimental; en infecciones cortas
de menos de 40 dias los porcentajes de infeccién en casi todos los
grupos fueron del 100%, solamente el grupo II que recibid dos dosis
de esteroide mostré una infeccién del 92%, sin embargo el grupo III
que fue sometido al mismo tratamiento presentd la parasitosis en
el 100% de los animales. En infecciones gque duraron mas de 40
dias, se observé que los animales infectados sin el uso de
esteroide comenzaron a perder la infeccién a partir del dia 43 y
a los 56 dias unicamente el 14% de los animales retuvieron la
parasitosis; por otra parte, los hamsters gue recibieron una sola

dosis de esteroide mantuvieron la infeccidén hasta por 90 dias.

La implantacién de la infeccién también se vié influenciada
al administrar diferentes dosis de esteroide, a los 45 dias
postinfeccién la parasitosis se observd en el 86% de los animales
inoculados sin esteroide, con el empleo de una dosis de esteroide
la parasitosis se encontrd en el 100% de los animales infectados;

con dos dosis la persistencia de la infeccidén se vié ligeramente
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CUADRO No. 3. INFECCION CON T. solium EN HAMSTERS DORADOS

No. Esteroide(l) Infeccion(2) Mortalidad
Grupo animales aplicacién dia % %
I 10 machos 3 1,14,28 100 100
10 hembras 100 80
II 16 machos 2 1,14 81 44
20 hembras 100 20
III 15 machos 2 1,14 100 33
Iv 6 machos 1 1 100 17
9 hembras 100 o
v 6 machos 4 100 0.-
1 hembra o 100 0
Total 93 97 as
Control .
3 machos 1 1 0 .0
3 hembras 0 1]
Total 6 [+] [}

(1) Acetato de metilprednisolona (4 mg/animal).
(2) Datos tomados a los 40 dias postinfeccién.

CUADRO No. 4. VIABILIDAD DE LOS CISTICERCOS DE T. solium USADOS
EN LAS INFECCIONES DE LOS HAMSTERS DORADOS

Grupo Cisticercos . Infeccion(1)
administrados evaginacién (%)
I .5 94 100
II 8 98 92
IIx 8 90 100
v 8 66 100
v 8 S1 100
Control o] [¢]

(1) Datos tomados a los 40 dias postinfeccién.
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disminuida a un 92% en el grupo II, mientras que se mantuvo en 100%
en el grupo III (Cuadro 3). En infecciones que duraron mas de 45
dias, se observé gue los animales infectados sin el uso de
esteroides comenzaron a perder la infeccién a partir del dia 43,
unicamente el 14% de los hamsters inoculados sin esteroides
retuvieron la parasitosis durante 56 dias, mientras que el 14% de
los animales infectados con una sola dosis de esteroide mantuvieron

la infeccién hasta 90 dias.

Al analizar la mortalidad registrada en ambos sexos, se
observé que en los hamsters machos siempre fue mayor en todas las
infecciones realizadas, cuando se emplearon tres dosis de
estercide, se observé mortalidad del 100% en machos y 80% en
hembras; con el uso de dos dosis de esteroide ésta disminuyé a 44
Y 33% en machos (grupos II y III) y a 20% en hembras; con una sola
dosis de esteroide, solo hubo mortalidad en los machos (17%) y
cuando no se usaron esteroides no se registraron muertes en ningtn
sexc. Por otra parte, no se registraron muertes en los animales del
grupo control gque recibieron una sola dosis de esteroide (Cuadro

).

1.3 viabilidad de los cisticercos usados en las infecciones.
En las infecciones realizadas se usaron cisticercos de T.
solium provenientes de cinco cerdos diferentes, la viabilidad de

los mismos medida por la prueba de evaginacién in vitro mostré que

en cuatro de los cinco grupos la evaginacién fue de 90 a 98% y solo
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en un grupo fue del 66%; atn asi la infeccidn se logré implantar
en el 97% de los hamsters empleados, con excepcién de tres machos
del grupo II gue no se infectaron aunque la evaginacién en este

grupo fue la mas alta (98%) (Cuadro 4).

1.4 Tenias obtenidas en el modelo experimental del hamster
dorado.

El intestino delgado de 31 animales que recibieron 0, 1 y 2
dosis de esteroide y ocho cisticercos se revisd en diferentes dias
postinfeccién (Figura 1). Se colectaron un total de 132 parasitos,
todos presentaron un escélex con doble corona de ganchos, los
cuales estaban dispuestos en dos hileras, una de ganchos cortos y
otra de ganchos grandes, asimismo se observaron cuatro ventosas
musculares inermes en el escélex; la presencia de poros genitales
fue evidente en tenias de mas de 30 dias, en cada proglétido se
observé un poro genital lateral Gnico, con un ordenamiento
alternado en proglétidos sucesivos (Figura 2). El largo y ancho del
estrébilo se incrementé conforme avanzaron los dias postinfeccién,
el tamafio de las tenias vario de 0.2 hasta 22 cm, registrandose el
mayor incremento en la longitud en los primeros 30 dias de 1la
infeccién (Cuadro 5), en cuanto al ancho del estrébilo éste varié
de 0.5 mm en tenias de 1-10 dias a 2.5 mm en las tenias de 20-30
dias. Por otra parte, se lograron obtener infecciones con una a
siete tenias por animal, con una media observada de 4 parasitos;

no se observaron infecciones mixtas con otros céstodos.
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CUADRO No. 5. TAMANO Y NUMERO DE LAS TENIAS OBTENIDAS EN LAS
DIFERENTES INFECCIONES

Grupo Hamster Edad Dias post- No. de Tamafio de las
(semanas) infeccién tenias tenias (cm)

II Dos aplicaciones de esteroide

1 macho 5 0.5,0.7,0.9,1.1,1.2
2 macho 38 16 2 0.2,4.3
3 macho 19 17 7 0.2,4,4,4,4.8,7,7
4 wmacho kE:3 22 2 7.7
5 macho 38 22 6 7,9,10,10.5,11.6,18
6 macho a8 23 3 5.6,7.2,18
7 macho 38 23 5 4,8.9,11,13.5,18
8 hembra 38 24 1 5.6
9 hembra 38 24 3 0.2,0.2,0.2
10 hembra 38 24 5 0.5,0.5,1,20
11 hembra 19 27 5 6.4,9,11.2,18,22
12 hembra 19 27 6 5.4,11,14,15,20,22
13 hembra 19 27 7 3.5,6,9,11,12.3,20,22
14 hembra 7 28 1 7
15 hembra 7 28 4 8,11,13.5,19
III Dos aplicaciones de esteroide
1 macho ) 10 5 0.5,0.5,0.5,0.5,0.5
2 macho 9 1o 6 1,1,1,1,1,1
3 macho 9 22 3 0,5,3.5,4.5
4 macho 9 27 4 1.5,1.7,3.5,2.5
5 macho 9 29 6 1,2,3,4,7,8
6 macho 9 31 2 4.5,6
7 macho 9 31 5 1,1.8,2.8,9,13
8 macho 9 35 6 1.9,3.5,3.5,7.5,10,12
9 macho 9 43 2 3.5,12
v Una aplicacién de esteroide
1 hembra 13 7 4 0.4,0.4,0.4,0.6
2 hembra 13 20 6 1.3,3,7,9,10,11
3 macho 13 43 7 2,10,10,10,12,12.5,13
4 macho 13 67 6 0.4,0.8,1.8,2.3,15,17
v Sin esteroide
1 macho 13 10 6 0.3,0.3,0.5,0.5,0.6,0.9
2 macho 13 26 1 2.5 R
3 hembra 23 59 1 11
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Figura 1. A) Diseccidn del intestino delgado de un hamster infectado experimental-
mente con cisticercos de T. solium para liberar a las tenias; B8) 6
ejemplares de T. solium obtenidas a los 22 dias de infeccidn, los escdli
ces-se encuentran en el extremo izquierdo,
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2. ESTANDARIZACION Y EVALUACION DEL ELISA PARA LA
DETECCION DE COPROANTIGENOS DE T. solium EN HAMSTERS

INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE.

2.1 Estandarizacién del ensayo.

Los valores de absorbancia obtenidos al probar las diferentes
concentraciones del antigeno, asi como del primer y segundo
anticuerpo se presentan en el Cuadro 6 y en la figura 3. En todas
las combinaciones de anticuerpos usadas se observd una relacién de
la absorbancia directamente proporcional con respecte a la
concentracién del antigeno utilizadoe. No hubo diferencias
estadisticas significativas en 1las lecturas de absorbancia
registradas en los 9 grupos ensayados (P>0.005). Con base en estos
datos se decidié emplear el ELISA en lo sucesivo con 20 ug/ml del
anticuerpo de captura (ler anticuerpo) y 20 ug/ml del anticuerpo

conjugado a biotina (29 anticuerpo) (figura 4).

En cuanto al procesamiento de las muestras de heces para ser
usadas en el ensayo, se observé que la mejor dilucidn del
excremento se presentd en la proporcién 1:4 (1 gramo de heces: 4
ml de SSAF-T.3%), cuando se emplearon proporciones 1:1 y 1:2 hizo
falta amortiguador por 1lo que no se pudo disolver la muestra; en
la proporcién 1:3 el sobrenadante obtenido fue escaso e
insuficiente para probarse en el ELISA, finalmente, las heces
dilufdas 1:5 mostraron valores de absorbancia menores a los

obtenidos en la proporcién 1:4. En lo que se refiere a la fuerza
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Figura 3. Valores de absorbancia obtenidos en el ELISA para las
diferentes concentraciones de anticuerpos usados. A)
primer anticuerpo 20 ug y anticuerpo biotinilado a 10
(.), 20 (+) y 30 (*) pg. B) primer anticuerpo 30 ug y
anticuerpo biotinilado a 10 (.), 20 (+) y 30 (*) ug. C)
primer anticuerpo 40 pg y anticuerpo biotinilado a 10
(+)r 20 (+) ¥y 30 (*) ug.
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T. solium).

Se agregé el antigeno de T. solium
en solucién, en sobrenadantes de
heces o las heces de las personas

o hamsters infectados.

Se afladié el anticuerpo bioctinilade
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acoplada con biotina).

Se colocd avidina-peroxidasa 1:2000.

Finalmente se agregd el sustrato.

Figura 4. Diagrama que ilustra el ELISA para coproantigenos de
T. solium. (Tomado y modificado de Voller y cols., 1976).
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centrifuga aplicada, los mejores resultados se obtuvieron cuando

las muestras se centrifugaron a 1400g.

2.2 capacidad del ELISA para detectar concentraciones conocidas
de antigeno de T. solium en solucién y en sobrenadantes de heces.

La sensibilidad del ensayo para detectar cantidades conocidas
de antigeno se probé mediante la titulacién del antigeno mezclado
con SSAF-T.3% o con sobrenadantes de heces humanas o de hamsters
no infectados (Figura 5); se partié de una concentracién inicial
de 100 ug/ml del antigeno, de la cual se prepararon diluciones
seriadas al doble por cuadruplicado. Los valores de absorbancia
obtenidos mostraron una relacidén directamente proporcional con la
concentracién del antigeno empleada, con excepcién de los valores
registrados al probar las concentraciones de 100 pg/ml del antigeno
en heces humanas y de hamsters, donde se observé una disminucién
en la densidad o6ptica (Cuadro 7). El punto de corte para los
valores de absorbancia de SSAF~T.3%, de sobrenadantes de heces
humanas y de hamsters sin antigeno fueron de 0.146, 0.170 y 0.163
respectivamente; el limite de resolucidén del ELISA para detectar
concentraciones del antigeno de T. solium, se determind como el
valor de absorbancia inmediatamente superior al punto de corte del
diluyente. De esta manera, el ensayo tuvo un limite de resolucién
de 25 ng/ml para el antigeno en SSAF-T.3% y de 100 ng/ml del

antigeno en sobrenadante de heces humanas y de hamsters.
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CUADRO

No. 7. TITULACION DEL ANTIGENO CRUDO DE T. golium EN
SOLUCION Y EN SOBRENADANTES DE HECES POR MEDIO DEL ELISA

Absorbancia a 492 nm

ug/ml del antigeno SSAF-T.3%  HECES HAMSTER HECES HUMANAS
5} 0.122 0.145 0.132
0.025 0.169 0.168 0.156
0.100 0.279 0.209 0.265
0.400 0.399 0.300 0.345
1.56 0.568 0.392 0.458
6.25 0.818 0.569 0.619
25.0 i.071 0.765 0.846
100 1.327 0.609 0.714
Punto de corte 0.136 0.170 0.163
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curvas de titulacién del antigeno de T. solium en
solucidn (.); o mezclado con heces humanas (+) o
heces de hamster (*).
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2.3 Dinémica de. la deteccién de antigenos en el modelo
experimental.

Se procesaron muestras de heces de 107 hamsters: 37 animales
infectados con ocho cisticercos de T. solium y diferentes dosis de
esteroides (grupos III, IV Y V), los seis hamsters del grupo
control que no se infectaron y que recibieron esteroides y un grupo
mas de 64 animales sin parédsitos gastrointestinales. La teniasis
se comprobd en los animales mediante necropsia o por

desparasitacién.

Las muestras de heces de los 64 animales no infectados se
usaron para determinar el punto de corte de la prueba y de esta
manera poder diferenciar entre un animal no parasitado y el
teni&sico, el valor del punto de corte fue de 0.170. Todos los
hamsters teni&sicos fueron positives en el ELISA para
coproantigenos a partir de la segunda semana postinfeccién, cuandoe
los valores de absorbancia obtenidos fueron superiores al punto de
corte, mientras que las absorbancias del grupo control siempre se
mantuvieron por debajo del punto de corte a lo largo de toda la
investigacién. El andlisis estadistico mostré diferencias
significativas en los valores de absorbancia de los grupos de
animales infectados y el control a partir del dfa 11 (P<0.005). En
la figura 6 se muestra la media de todos los valores de absorbancia
acumulados cada cinco dias de todos los grupos analizados (III, IV,

V y control).
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DinAdmica de la deteccién de coproantigenos de T. golium
en el modelo de hamsters que recibieron dos dosis de

esteroide (.}, Grupo III; una dosis de esteroide (*),

Grupo IV; o sin estercides (O), Grupo V, asi como en el
Grupo control no infectado (x). )
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2.3.1 Infeccicnes con dos dosis de esteroide (Grupo III).

La infeccién de este grupo de animales se mantuvo durante 40
dias, la presencia de teniasis se verificd mediante necropsia de
los hamsters o por desparasitacién con una droga cestocida. Durante
el transcurso de éste y los demds experimentos se colectaron
diariamente las heces de 1los animales y se procesaron para
ensayarse en el ELISA, los valores de absorbancia obtenidos de cada
cinco dias se agruparon y se calculé la media y desviacién
estandar. En la figura 6 se muestra exclusivamente la grédfica de
medias y en la figura 7 se incluyen las desviaciones estandar. Los
valores de absorbancia mostraron un incremento paulatino conforme
transcurrieron los dias postinfeccidén, se registraron valores de
absorbancia por encima del punto de corte a las dos semanas
postinfeccion y se mantuvieron en ascenso hasta el dia 40. La
desviacién estandar mas amplia se registré a los 15 y 25-35 dias.
El grupo control sin infeccién siempre se mantuvo por debajo del
punto de corte y su desviacién estandar fue pequefia en todas las
observaciones realizadas (Figura 7 y Cuadro 8). La parasitosis se
comprobé en 11 de los 15 animales, en nueve de ellos se hizo
mediante necropsia y en los otros tres por tratamiento cestocida;
los tres animales restantes fallecieron durante el transcurso del
experimento y no fue posible revisarlos para verificar la presencia
del pardsito, sin embargo las densidades épticas en éstos animales
fueron similares a las obtenidas en el grupo donde se comprobd la

teniasis.
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CUADRO No. 8. VALORES DE ABSORBANCIA OBTENIDOS EN EL GRUPO II
QUE RECIBIO DOS DOSIS DE ESTEROIDE Y EN EL GRUPO CONTROL

Dias Dos dosis esteroide(1) Control
postinfeccién media desv. estandar media desv. estandar
-1 Preinfeccion
(dia 0) 0.111 0.024 0.097 0.018

1-5 0.153(2) 0.046 0.101 0.025
6~10 0.177 0.050 0.133 0.021
11-1§5 0.269 0.172 0.129 0.027
16-20 0.265 0.063 0.135 0.022
21-25 0.344 0.176 0.136 0.024
26~30 0.392 0.166 0.125 0.029
31-35 0.369 0.154 0.129 0.024
36-40 0.437 0.116 0.137 0.025

(1) 4 mg en el dia de la infeccién y refuerzo a los 14 dias.

(2) Promedio de las lecturas a 492 nm hechas durante 5 di

14
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Figura 7. Dindmica de la deteccién de coproantigenos de T

. soljum

en el modelo experimental del hamster a los que se les

administraron dos dosis de esteroide (Grupo III) (*).

Cada punto representa el promedio de cinco dias de

observacién. Grupo control (.); desviacién estan
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2.3.2 Infecciones con dosis Gnica de esteroide (Grupo 1IV).

Este grupo experimental quedé formado por 15 animales, 1la
teniasis se comprobé mediante tratamiento con praziquantel de seis
hembras; por necropsia en cuatro animales (dos machos y dos
hembras), en otros cuatro animales (tres machos y una hembra) se
les dejé que desecharan las tenias por si sclos y el animal
restante fallecié y no se revisd. Los valores de absorbancia
obtenidos durante esta infeccidn mostraron variaciones que hicieron
que se formaran varios picos a lo largo de la curva de deteccién
de antigenos, en los primeros 20 dias del experimento el aumento
en las densidades 6pticas fue moderado y a partir de esa fecha se
hizo mas marcado, hasta presentarse el primer pico de absorbancia
a los 40 dias, posteriormente hubo un descenso que se frend en los
50 dias, volviendo a presentarse un incremento a los 55 dias,
nuevamente se presenté una disminucién en las densidades &pticas
que durdé hasta los 70 dias, hubo una recuperacién en las
absorbancias que dié origen al tercer pico en los dias 71 a 75 y
a partir de esa fecha comenzd el descenso total en la curva de
deteccidén de coproantigenos hasta alcanzar valores inferiores al
punto de corte en el dia 95 y se mantuvo asi hasta el final del
experimento a los 100 dias. Al igual que en la infeccién anterior,
la desviacién estandar fue menor al inicio de la curva, se
incrementd en la parte media y volvié a ser menor en los Gltimes
15 dias del experimento (Figura 8 y Cuadro 9). Se analizaron los
valores de absorbancia entre machos y hembras hasta el dia 30

postinfeccién, no se encontraron diferencias estadisticas
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CUADRO No. 9. VALORES DE ABSORBANCIA OBTENIDOS EN EL GRUPO IV
QUE RECIBIO UNA SOLA DOSIS DE ESTEROIDE Y EN EL GRUPO CONTROL

Dias Una dosis esteroide Control
postinfeccién media desv. estandar media desv. estandar

-1 Preinfeccién

(dia 0) 0.097 0.024 0.097 0.018
1-5 0.131(1) 0.048 0.101 0.025
6-10 0.185 0.054 0.133 0.021

11-15 0.239 0.061 0,129 0.027

16-20 0.287 0.074 0,135 0.022

21-25 0.481 0.244 0.136 0.024

26-30 0.626 0.165 0.125 0.029

31-35 0.779 0.225 0.129 0.024

36-40 0.994 0.105 0.137 0.025

41-45 0.844 0.201 0.137 0.016

46-50 0.659 0.136 0.128 0.031

51-55 0.790 0.268 0.130 0.026

56-60 0.640 0.273 0.135 0.025

61-65 0.605 0.251 0,128 0.025

66-70 0.548 0.285 0.136 0.020

71-~75 0.650 0.325 0.129 0.022

76-80 0.408 0.295 0.112 0.030

81-85 0.316 0.291 0.140 0.017

86-90 0.218 0.146 0.116 0.028

91-95 0.159 0.036 0.122 0.026

96-100 0.131 0.009 0.140 0.019

(1) Promedio de las lecturas a 492 nm hechas durante 5 dias
continuos.
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Figura 8. Dindmica de la deteccién de coproantigenos de T. solium
en el modelo experimental (Grupe IV). Cada punto
representa el promedio de cinco dias de observacién e
incluye machos y hembras: grupo que recibié esteroide
(*): grupo control (.); desviacién estandar (I).
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significativas (P>0.005); posterior a esa fecha solo queddé una
hembra y cinco maches, las densidades 6pticas de la hembra fueron
muy similares a las obtenidas en el grupo de machos, la diferencia
en ambos se presenté a los 60 dias, cuando la hembra mostré un
franco descenso en la densidad Sptica hasta alcanzar los valores
del grupo control a los 70 dias, mientras que el descenso en los
machos se inicié hasta los 80 dias, cuando uno de los tres animales
mostré valores iguales a los del grupo control y fué hasta los 95
dias cuando todos los machos alcanzaron valores por debajo del

punto de corte.

2.3.3 Infecciones sin esteroide (Grupo V).

En este grupo no se empleo esteroide alguno, la duracidn de
este experimento fue de 60 dias. Al igual que en las infecciones
anteriores, las densidades ¢pticas también mostraron un incremento
paulatino conforme trancurrieron los dias, el cual se detuvo al
llegar a los 21-25 dias postinfeccibn y permanecid constante hasta
los 30 dias, a partir de los 35 dfas hubo una disminucién en las
absorbancias del grupo hasta registrarse valores iguales a los del
grupo control a partir del dia 50 y se mantuvo asi hasta el final
del experimento (Figura 9). Durante el transcurso de esta infeccién
se sacrificaron tres animales para comprobar la presencia de
teniasis en el grupo, al finalizar el experimento se sacrificaron
los cuatro animales restantes, de los cuales solo la hembra estaba
parasitada con una tenia (Figura 10). Las desviaciones estandar més

amplias en el grupo se obtuvieron a los 30-35 dias de infeccién y
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CUADRO No. 10. VALORES DE ABSORBANCIA OBTENIDOS EN EL GRUPO
INFECTADO QUE NO RECIBIO ESTEROIDE Y EN EL GRUPO CONTROL

Dias Sin esteroide Control
postinfeccién media desv. estandar media desv. estandar
-1 Preinfeccién

(dia 0) 0.114 0.020 0.097 0.018
1-5 0.116(1) 0.030 0.101 0.025
6-10 0.188 0.043 0.133 - 0.021
11~-15 0.20 0.023 0.129 0.027
16-20 0.249 0.073 0.135 0.022
21~25 0.380 0.085 0,136 0.024
26-30 G.389 0.114 0.125 0.029
31-35 0.334 0.104 0.12¢ 0.024
36-40 Q.208 0.069 0.137 0.025
41-45 0.181 0.018 0.137 0.016
46-~50 0.157 0.007 0.128 0.031
51-55 0.149 0.006 0.130 0.026
56~60 0.136 0.003 0.135 0.025

(1) Promedio der las lecturas a 492 nm hechas durante 5 dias.
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Dindmica de la deteccién de coproantigenos de T. solium
en el modelo experimental sin el uso de esteroides. Cada
punto representa el promedio de cinco dias de observacién
e incluye machos y hembras: grupo infectado (QO); grupo
control (.); desviacién estandar (I).
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Figura 10. Escélex de una T.
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solium obtenida a los 59 dias de

infeccién de un hamster que no recibié esteroides. Vv,
ventosa; R, rostelo; Gc ganchos cortos; Gl, ganchos

largos.
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al jigual que en los demds grupos experimentales, la desviacién
estandar al inicio y al final del experimento fueron menores

(Cuadro 10).

Cuando se infectaron hamsters y se les administré una dosis
de esteroide o sin ella, se obtuvieron valores de absorbancia
similares en los primeros 20 dias de la infeccién, la diferencia
en ambas curvas se hlzo notoria a partir del dia 25 cuando las
densidades 6pticas en el grupo con esteroide se incrementaron y
comenzaron a disminuir hasta los 75 dias, observidndose valores solo
por debajo del punto de corte a los 95 dias; en cambio, en los
animales donde no se usé esteroide, el pico de absorbancia fue
entre el dia 25 y 35, registrandose valores inferiores al punto de

corte a los 50 dias (Figura 6).

2.4 captura de antigenos heterélogos de pardsitos por medio del
ELISA para T. solium

La captura de antigenos heterélogos con el ensayo desarrollado
se probd con extractos crudos de los siguientes parédsitos: T.
solium-adulto, cisticercos de T. solium, T. saginata-adulto, T.
pisiformis-cisticero, T. crassiceps-cisticerco, T. hydatigena-~
fluido vesicular, Echinococcus granulosus-flufdeo vesicular, H.
pana, F.hepatica, Wellcomia evoluta, Monoecocestus amerjcana y
Echinorhyncus gadi a una concentracién de 25 ug/ml en SSAF-T.3%;
no hubo reaccidn cruzada con W. evoluta, M. americana, E. gadi y
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E. hepatica, pero si se observé una reacciédn positiva con todos los

demds extractos de céstodos ensayados (Figura 11 y Cuadro 11).

2.5 Evaluacién del nfimero y tamafio de las tenias y su relacién
con la presencia de antigenos en el ELISA.

Se analizé si la longitud de las tenias tenfa efecto sobre la
densidad 6ptica obtenida en el ELISA, es decir, existe asociacién
entre la longitud de la tenia (variable independiente =X) y la
absorbancia (variable dependiente =Y). Para esto se considerdé el
valor de absorbancia mas alto obtenido durante cada infeccién; la
asociacién que se buscé fue de tipo lineal. El coeficiente de
correlacién de la muestra (r= 0.809) indicé que hubo una
correlacién lineal positiva, ya gque al aumentar el tamafio del
pardsito en una unidad de medida estimada, dada por a= 0.243 y b=
0.047, la densidad 6ptica tiende a aumentar (Cuadro 12). El
coeficiente de determinacién (r’=0.6545) indicé que el 65.45% de la
variacién en la densidad 6&ptica es explicada por el efecto de la
longitud a través del modelo Yi= a + BXi + €i. También se buscé si
existia alguna asociacién entre carga parasitaria y absorbancia en
el ELISA; para tal efecto, se analizaron los resultados obtenidos
a partir de la tercera semana de infeccién, se obtuvo una
asociacién lineal entre el nimero de tenias (variable dependiente
=X) y la absorbancia (variable independiente =Y). El coeficiente
de correlaciébn (r= 0.7466) indicé que también se presenté
correlacién lineal positiva, al aumentar la carga parasitaria en

una unidad de medida estimada, dada por a= 0.213 y b= 0.101, 1la
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CUADRO No. 1l1. CAPTURA DE ANTIGENOS HETEROLOGOS EN ELISA

Antigenos parasitarios(l) Absorbancia 492 nm
Taenia solium~adulto 1.009
T. solium-cisticerco 0.629
T. crassiceps-cisticerco 0.592
T. saginata-adulto 0.587
T. pisiformis-~cisticerco 0.223
T. hydatigena (fluido vesicular) 0.212
Hymenolepis nana-adulto 0.173
Echinococcus granulosus (fluido vesicular) 0.172
Fasciola hepatica 0.162
Echinorhyncus gadi 0.130
Wellcomia evoluta 0.127
Monoecocestus americana 0.127
SSAF-T.3% 0.136

(1) 25 pg/ml del antigeno en SSAF-T.3%
(2) Datos tomados a los 24 dias postinfeccién.

ANTIGENOS PARASITARIOS

Teenia aollum (A)

T. saginata (A) -
_T. pisiformia (A)
_T. hydatigena (FV) -

Echinococcus granuloaus (FV) ===
Hymenolepla nana (A} |
Fasciola hopatica(A)
Welicomla svoluta(A) -

PUNTO DE CORTE
(X + 3s)

—

Echinorhyncus gadi (A) (e
Monoscocestus americans (A) jo—=x
SSAF-T.3% “je==

T T T T T 1
o 0.2 04 08 0.8 1 1.2
ABSORBANCIA 492 nm

Figura 11. Evaluacién del ELISA para coproantigenos de I. solium.
Todos los antigenos se probaron a una concentracién de
25 pg/ml. A, adulto; €, cisticero; FV, fluido vesicular.

82



CUADRO No. 12. RELACION ENTRE EL TAMARO Y NUMERO DE LAS TENIAS
CON LA PRESENCIA DE ANTIGENOS EN EL ELISA

Largo No. tenias Absorbancia Dias
(cm) postinfeccién
0.5 6 0.284 9
1.0 5 0.304 9
4.0 4 0.637 23
5.0 3 0.303 21
6.0 2 0.436 23
8.0 2 0.477 28
10.0 6 0.798 27
12.0 6 0.679 24
12.0 5 0.993 ‘24

Modelo experimental Yi= a + BXi + €i

Asociaci6én con el largo de las tenias:

Variable dependiente: absorbancia

vVariable independiente: largo de las tenias
constante (a) = 0.243 Coeficiente de X (b) = 0.047
Coeficiente de correlacién (r) = 0,809

Coeficiente de determinacién (r) = 0.6545 = 65.45%

Asociacién con la carga parasitaria:

variable dependiente: absorbancia

variable independiente: ntGmero de tenias

constante (a) = 0.213 Coeficiente de X (b) = 0.101
Coeficiente de correlacién (r) = 0.7466

Coeficiente de determinacién (rz) = 0.5574 = 55.74%
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densidad 6ptica aumenta. El coeficiente de determinacién en esta
asociacién (r= 0.5574) indicé gue el 55.74% de la variacién en la
absorbancia se explica por el efecto del nGmero de tenias a través

del modelo lineal anteriormente descrito.

2.6 Sensibilidad y especificidad del ELISA para la deteccién de

coproantigenos de T. goliump.

-

Animales tenidsicos que fueron positivos a la prueb'a = 23

Animales tenidsicos que fueron negativos a la prueba = 0

23
Sensibilidad (S) = ——— X 100 = 100%

23 + 0

Especificidad. Se probararon sobrenadantes de heces de 13
animales infectados naturalmente con H. nana, y el excremento de
los animales teni&sicos; no hubo reacciones cruzadas positivas con
esta parasitosis (Figura 12).

Animales no tenidsicos que fueron positivos a la prueba = 0

Animales no tenidsicos que fueron negativos a la prueba = 19
19

Especificidad (E) = ~————— X 100 = 100%

0 + 19
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Figura 12. Especificidad del ELISA para coproantigenos de
T. solium en heces de hamsters sin infectar (Control);
infectados naturalmente con H. pana e infectados con
T. solivm (24 dias postinfeccidn). Media de las
absorbancias (—).
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2.7 Efecto de la desparasitacién en el ensayo de deteccién de
coproantigenos.

A los 21, 29 y 39 dias se administrd a tres hamsters una dosis
Gnica de 30 mg/kg de pesoc de prazigquantel por via oral, este mismo
tratamiento se administré a tres animales no infectados. Se
colectaron muestras de heces antes de la desparasitacién y
diariamente durante los 14 dias siguientes, las cuales fueron
procesadas para probarse en el ELISA y ademds se les realiz6 examen
CPS por tamizado. En el dia uno postratamiento se observé un
incremento pronunciado en les valores de absorbancia en el ELISA
en todos los animales infectados, el cual decrecié hasta alcanzar
los valores del grupo control al sexto dia (Figura 13 y Cuadro 13).
En el examen macroscépico por tamizado de heces se identificaron
fragmentos de estrébilo de tenias en el primer dia (Figura 14), a
partir del segundo dia postratamiento este examen fue negativo en

todas las muestras.

3. EVALUACION Y APLICACION DEL ELISA EN LA DETECCION DE ANTIGENOS
DE T. golium EN EL SER HUMANO.

Se colectaron un total de 127 muestras de materia fecal
humana, 13 muestras de individuos libres de paréasitos
gastroentéricos comprobados por eximenes CPS, con las cuales se
determiné el punto de corte de 0.163 para heces humanas. De las

114 nmuestras con diferentes parasitosis intestinales, 89
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CUADRO No. 13. EFECTO DE LA DESPARASITACION EN LA DETECCION DE
COPROANTIGENOS DE T. solium POR ELISA

Dias Dias postinfeccién
Postratamiento 21 29 31 Control
[+] 0.229(1) 0.671 0.387 0.116
1 0.653 1.081 1.387 0.132
2 0.236 0.601 1.136 0.127
3 0.131 0.283 0.927 0.108
4 0.121 0.229 0.716 0.132
5 0.141 0.121 0.231 0.126
6 0.138 0.101 0.148 0.127
7 0.132 0.129 0.085 6.130
8 0.105 0.140 a.079 0.125
9 0.129 0.116 0.092 0.104
10 0.105 0.101 ND 0.129
11 0.123 0.129 ND 0.137
12 0.135 0.127 ND 0.106
13 0.100 0.099 ND 0.139
14 0.126 0.118 ND 0.101

(1) Promedio de lecturas a 492 nm de tres animales.
ND No determinado.
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Figura 13. Efecto del praziquantel en la curva de determinacién de
coproantigenos de T. solium. Se administraron 30 mg/kg
de pesc en dosis Gnica a hamsters con 21 dias de
infeccién (+); 29 dias de infeccién (*); 39 dias de
infeccién (0O) y a un grupo control (.).
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Figura 14. Efecto del praziguantel sobre T. solium: dos horas
postratamiento.
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correspondieron a muestras con parasitosis Gnicas, 11 presentaron
mas de un pardsito y las 14 restantes fueron muestras de individuos
tenidsicos, de diferente procedencia: nueve de China y 5 de México;
la asociacién con mas de un par&sito se present® en las infecciones
con protozoarios principalmente, solo hubc un caso de asociacién
entre Endolimax nana e Hymenolepis nana. Las infecciones
parasitarias mas frecuentes en las 127 nuestras estudiadas fueron
por protozoarios con 85 casos, donde destaca la amibiasis con una
frecuencia del 20%; se presentaron nueve infecciones por nemiatodos
Y 20 casos con cestodiasis: seis personas con H. naha, siete con
T. saginata, seis con T. solium y una con Taenjia sp. (Cuadro 14).
El sequimiento clinico de los pacientes chinos lo hicieron el grupe
de parasité6logos de la Escuela de Medicina Tropical, la teniasis
en estos pacientes se comprobé mediante estudios CPS y/o por

desparasitacién.

Las muestras de las 114 personas con parasitosis intestinal
fueron analizadas en el ELISA para antigenos de T. soljium,
siguiendo el mismo protocolo que se usé con las heces de los
hamsters. Como se aprecia en la figura 15 y en el cuadro 15 el
ELISA desarrollado no dié reacciones falsas positivas con ningGn
pardsito que no pertenece al género Taenia. Asi como fue posible
descartar otras parasitosis, no fue posible hacerlo con las dos
especies de Taenia de humanos, ya que no hubo diferencias
estadisticas significativas entre los valores de absorbancia de

los individuos portadores de T. solium y T. saginata (P>0.01).
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CUADRO No. 14. PROTOZOARIOS Y HELMINTOS INTESTINALES PRESENTES
EN LAS MUESTRAS DE HECES HUMANAS

Pasasitos No. de casos Porcentaje
{coproparasitoscopia) del total
Entamoeba histolytica 26 20
Giardia lamblia 20 16
Entamoeba colj 16 13
Lodg_moebg butschlii 13 10
dolimax nana 10 8
Ascaris lumbricoides 6 5
Trichuris trichiura 2 2
Enterobius vermicularis 1 1
Hymenolepis pana 6 ]
Taenia s nata 7 6
Taenia soliunm 6 5.
Taenia sp. 1 1
Sanos 13 10
Total 127

CUADRO No. 15. ESPECIFICIDAD DEL ELISA PARA T. solium EN HECES
HUMANAS

Parasitos No. de Absorbancia 492 nm Resultado
presentes casos media desv. estandar
Giardia lamblia 20 0.065 0.040 Negativo
Iodamoeba nutschlii 13 0.067 0.029 Negativo
Endolimax nana 10 0.077 0.042 Negativo
Entamoeba n;stg lytica 26 0.088 0.036 Regativo
Entamoeba ceclji 16 0.100 0.033 Negative
Q;Lcnurig trichiura 2 0.113 0.039 Negativo
lumbricoides 6 0.116 0.033 Negativo
gnterobxus vermicularis 1 0.127 ———e Negativo
Hymenolepis pana 6 0.088 0.042 Negativo
Taenia sp. 1 0.230 —— Positivo
Taepia sa ata 7 0.241 0.074 Positivo
Taenia solium 6 0.306 0.105 Positivo
Sanos 13 0.098 0.023 Negativo
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Figura 15. Especificidad del ELISA para coproantigenos de
T. solium en casos humanos con diferentes parasitosis.
Protozoarios (.); Nemitodos (0O); céstodos (x).
Desviacién estandar (—)
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Los ex&menes CPS de los 14 individuos tenidsicos mostraron
huevos del paré&sitc en 12 casos, los dos restantes fueron
negativos; mediante el ELISA los 14 individuos fueron
diagnosticados como positivos. Se hizo el seguimiento de las dos
personas con CPS negativos y ELISA positivo, uno de estos casos
correspondié al portador de Taenia sp., un paciente masculino de
47 afios quien recibié tratamiento qguimico con albendazol, 400 mg
diarios repartidos en dos tomas durante tres dias para eliminar al
parésito, un dia después del tratamiento se observaron gran
cantidad de proglétidos en el excremento y a partir del sequndo
dia ya no estuvieron presentes éstos. A los 55 dias postrataniento
se le solicité una muestra de excremento diario durante cinco dias
consecutivos, las cuales fueron ensayadas en el ELISA y ademas se
les practicé examen CPS cualitativo segin técnica de Faust; las
cinco muestras fueron negativas en los CPS y por el ELISA cuatro
fueron positivas y solo la segunda muestra fue negativa (Cuadrc
16). A los 70 dias posteriores al tratamiento el paciente arrojé
nuevamente proglétidos de tenia. El segundo caso correspondié a una
paciente de China quien refirié haber arrojado proglétidos de tenia
dos dias antes de que proporcionara la muestra de excremento,
después del tratamiento cestocida, se comprobdé la teniasis por T.

solium en esta paciente.
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3.1 Sensibilidad y especificidad del ELISA para la deteccién de
coproantigenos de T. golium en heces humanas.
Personas con T. soljum que fueron positivos a la prueba =6

Personas con T. solium que fueron negativas a la prueba =0

Sensibilidad (S) = —~—~—————— X 100 = 100%

Personas sin T. solium que fueron positivas a la prueba =7

Personas sin T. solium que fueron negativas a la prueba =120

120

Especificidad (E) = X 100 = 94.5%

7 + 120
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CUADRO 16. RESULTADOS DE LOS EXAMENES COPROPARASITOSCOPICOS Y EL
ELISA PARA ANTIGENOS DE T. solium EN MUESTRAS DE HECES DE
INDIVIDUOS TENIASICOS.

Caso No. Procedencia CcPS ELISA Parédsito
1 HMéxico, D.F. positivo 0.164(1) T. saginata
2 Morelia, Mich. positive 0.213 T. sagipata
3 Morelia, Mich. positiveo 0.217 T. saginata
4 Morelia, Mich. positivo 0.242 T. saginata
5 Rep. de China positivo 0.213 T. sagipata
6 Rep. de China positivo 0.242 T. saginata
7 Rep. de china positivo 0.399 T. saginata
8 Rep. de china positivo 0.185 T. soljum
9 Rep. de China positivo 0.193 T. ium

10 Rep. de China positive 0.322 T. solium
11 Rep. de China positivo 0.402 T. solium
12 Rep. de China positive 0.442 T. solium
13 Rep. de China negativo 0.291 T. solium
14 Morelia, Mich. negativo 0.347 Taenia sp.
negativo 0.153(2)
- negativo 0.184
negativo 0.275
negativo 0.187

(1) Absorbancia a 492 nm.
(2) Negativo, inferior al punto de corte de 0.163.
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VII. DISCUSION

Existen diferentes reportes que muestran la utilidad del
hamster dorado como modelo experimental en infecciones
parasitarias. Verster (1971, 1974), lo empleé como modelo para
teniasis por T. solium y T. sagipata; ha sido ampliamente usado en
la infeccién por Ancylostoma ceyvlanicum (Ray y cols., 1972; Garside
y Behnke, 1988); también se ha utilizado para Necator americanus
{Rajasekariah y cols., 1987); y recientemente se ha usado en la
teniasis por T. crassiceps y E. multilocularis (Kamiya y Sato,
1989; Sato y Kamiya, 1990). En el presente trabajo se reitera 1la
utilidad del hamster dorado como modelo experimentavl para T. soljum
tanto en el establecimiento de la parasitosis, como para la
obtencién de material antigénico y para la estandarizacién del
ensayo inmunoenzimdtico para deteccién de antigenos de T. solijum

en heces.

Verster (1971), reporté que la tenia se puede implantar
experimentalmente en el intestino delgado del hamster y con la
aplicacién de acetato de metilprednisolona por via subcutdnea
increments la susceptibilidad de los animales a la infeccién con
T. solium; esto mismo sucede cuando se aplican esteroides en las
infecciones experimentales con N. americanus y T. grassiceps
(Rajasekariah y cols., 1987; Sato y Kamiya, 1990), sin embargo se
observa que al aumentar la dosis de esteroide también se incrementa
la mortalidad en los animales (Verster 1974; Sato y Kamiya, 1990).

En las infecciones realizadas en los c¢inco grupos experimentales

96



de hamsters, en donde se usaron cuatro dosis diferentes de acetato
de metilprednisolona por via intramuscular se obtuvieron
porcentajes de infeccién que oscilaron del 92-100%, todos ellos
superiores a los reportados por Verster que fueron del 25-80%
cuando usé 0, 5y 10 mg del esteroide (Verster, 1971; 1974). En los
diferentes grupos experimentales se utilizaron de una a tres
aplicaciones de esteroide, e incluso en el grupc que no recibid
esteroide el porcentaje de animales parasitados fue del 100%,
aunque en el grupo II donde se emplearon dos aplicaciones de
esteroide se presenté una infeccién del 92%. Al igual que en el
trabajo reportado por Verster (1974), la mortalidad de los animales
tuvo una relacién directamente proporcional con la dosis de
esteroide aplicada, en el grupo I donde se usaron tres aplicaciones
de metil prednisolona se presenté la mortalidad mas alta del 90%,
conforme se disminuyé la cantidad de esteroide, la mortalidad de
los hamsters decrecié, de esta manera tenemos que en los grupos II
y III donde se inyectaron dos veces esteroide, la mortalidad fue
de 31% y 35% respectivamente, en el grupo IV donde se aplicéd una
vez esteroide la mortalidad disminuyé al 7%, y cuando no se usd
estercide en la infeccién no se registraron muertes en los animales
(observaciones hechas a los 40 dias de infeccién). La mortalidad
observada en los hamsters es probable que se deba a la parasitosis
y/o a la acci6n anti-inflamatoria e inmunosupresora del esteroide,
gue hacen a los animales mas susceptibles a las infeccione por

agentes patégenos (Goodman y cols., 1990).

97



La importancia del usoc de esteroides radica en que en las
infecciones parasitarias permite que se implante un mayor nGmero
de pardsitos y que la parasitosis se mantenga mas tiempo
(Rajasekariah y col., 1987; Sato y Kamiya, 1990). Cuando se aplicé
1 mg/kg de hidrocortisona por via intramuscular a los hamsters en
los dias 5, 6 y 7 postinfeccién con N. americanus, se recuperé un
mayor nGmero de pardsitos a los 28 dias en comparacién con los
animales gque no recibieron estercide (Rajasekarjiah y col., 1987);
este mismo efecto se observa a los 35 dias postinfeccién en
gerbilos infectados con T. cgrassiceps, a quienes se les aplicé
butilacetato de prednisolona por via subcutinea. En el presente
trabajo la cuantificacién de par&sitos por animal se hizo en 31
hamsters de los grupos II, III, IV y V que fueron infectados con
ocho cisticercos de T. solium y gue recibieron diferentes dosis de
estercoide; se recuperaron un total de 132 pardsitos, el nimero de
tenias por hamster oscilé de una a siete, con un promedio general
de 4 tenias por hamster. La dosis de esterocide influyé en el nfmero
de tenias recuperadas, en 1los grupos que recibieron dos
aplicaciones de metil prednisolcna se obtuvo un promedioc de 4
tenias por animal, con una aplicacién de esteroide se obtuvieron
6 tenias por hamster y sin el uso de esteroide el promedio de
tenias recuperadas disminuy6 a 3. Estas diferencias obtenidas no
solamente pueden deberse a la dosis de esteroide aplicada, también
debe tomarse en cuenta que el namster dorado no es el hospedero
natural de T. solium, por lo que tratard de eliminar al parasito.

En infecciones experimentales de ratones con §. diminuta (hospedero
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no natural) se ha visto que los animales eliminan al par&sito entre
los 10-14 dias, la expulsién es wmediada inmunoldgicamente; en
infecciones secundarias la expulsién es mas rapida, se recuperan
menos parésitos y éstos se encuentran mas dafiados. Cuando se
infectan a ratones muy 3jovenes o se les aplican drogas
inmunosupresoras, se aumenta la sobrevivencia de este céstodo; pero
cuando la infeccidn se hace en ratones atimicos, é&stos no desechan
al parasito (Rickard, 1983). Por otra parte, en infecciones
experimentales de hamsters con céstodos no especificos como E.
multilocularis y T. crassiceps, se observé gque 1los hamsters
mantienen la infeccién solc con el uso de esteroides, en ausencia
de ellos el pardsito es expulsado rapidamente de su organismo
(Kamiya y Sato, 1990; Sato y Kamiya, 1991). La persistencia de
parasitos no especificos en animales tratados con esteroides es
probable que se deba a la accién de estos farmacos sobre el sistema
inmune. Se ha visto que los glucocorticoides inhiben funciones
especificas de los leucocitos; en el macréfage inhiben el
procesamiento y presentacién de antigenos, asi como la liberacién
de interleucina 1. También suprimen 1la amplificacién de 1la
imuninidad celular mediante la inhicién de la expresién del gene
de interleucina 2 y por interferencia con el receptor de esta

linfocina en los linfocitos T (Goodman, 1990).

En cuanto al desarrollo de las tenias, Verster (1971) reporta
que existe una correlacién directa entre el desarrollo genital y

la dosis de esteroide empleada, con un protocolo de inoculacién de
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3-4 cisticercos e inyecciones semanales de esteroide, obtuvo la
primera T. selium con Organos reproductores completamente
desarrcllados a los 21 dias de infeccién en un hamster parasitado
con dos tenias, que recibié dos dosis de 10 mg de metil
prednisolona; cuando disminuyé la dosis de esteroide aplicado se
incrementarcn los dias para recuperar pardsitos con las mismas
caracteristicas morfolégicas, de tal manera que 1las tenias
recuperadas de hamsters infectados sin el uso de esteroides solo
presentaron ductos genitales y testiculos a los 58 dias de
infeccién; en ninguna de las infecciones realizadas se obtuvieron
tenias con huevos del pardsito, ademds el desarrollo de las tenias
también se ve afectado por la carga parasitaria (Verster, 1971).
Por su parte, Sato y Kamiya (1990), relacionan el desarrcllo de T.
crassiceps solamente con la carga parasitaria, obteniendo mayor
nGmero de proglétidos gravidos por tenia en animales parasitados
con una a tres tenias gue cuando hay 6 o mas tenias. Al igual que
en el trabajo de Verster (1971) en las infecciones realizadas en
los hamsters no se pudieron obtener tenias con proglétidos
grdvidos, el tamafic miximo de los pardsitos se obtuvo en el
intervalo de 20-30 dias postinfeccién en animales que se infectaron
con ocho cisticercos y recibieron dos inyecciones de metil
prednisolona; la presencia de érganos reproductores se hizo
evidente en tenias de mas 30 dias, en las que se logré observar el
poro genital, el conducto deferente, la vagina y los tésticulos en
un ejemplar de 67 dias obtenido de un hamster tratado con una

aplicaciém de esteroide, con una carga parasitaria de 6 tenias. El
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desarrollo sexual incompleto observado en las tenias o solo lograr
un mayor tiempo de infeccién es probable que se deba a 1la
interaccién entre la carga parasitaria y la menor dosis de
estercide usada (Verster, 1971; Sato y Kamiya, 1990). Adenmas, debe
tenerse presente que T. solium es un pardsito que no es habitual
del hamster, y que el intestino delgado de é&ste roedor no reune las
condiciones fisiolégicas necesarias para el desarrollo completo de
la tenia y que la microtopografia propia del intestino delgado del
hamster asi como los factores nutricionales, biogquimicos vy
fisicoquimicos y el propio sistema inmune de este animal influiran
en el desarrollo satisfactorio de los pardsitos como T. solium

(Kamiya y Sato, 1989).

La viabilidad de los cisticercos usados en las infecciones se
midis por medio de la prueba de evaginacién in vitro, se emplearon
cinco lotes de cisticercos, cuya evaginacién oscild del 66-98%, los
porcentajes de infeccién obtenidos fueron del 100%, con excepcién
de los hamsters infectados con el lote de cisticercos que tuvo una
evaginacién del 98%, donde la infeccién fue del 92%. Los resultados
de evaginacién de los cisticercos e infeccién de los hamsters
obtenidos en esta tesis se contraponen a los reportados por Verster
(1974), gquien informd que se requerian cisticercos con evaginacién
superior al 90% para poder infectar a los animales; en este estudio
se obtuvieron infecciocnes del 100% con cisticercos cuya evaginacién

fue del 66%, es decir gue no se necesitaron cisticercos con
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porcentajes altos de evaginacién para peder reproducir la teniasis

en el modelo experimental.

La teniasis se diagnostica en forma rutinaria mediante
exdmenes coproparasitoscépicos, los cuales evidencian la presencia
de huevos o proglétidos del pardsito en las heces, también se
pueden obtener huevos de la regién perianal por medio del uso de
cinta adhesiva; sin embargo todos estos métodos tienen baja
sensibilidad, que oscila entre el 50-78%, por lo que se aconseja
hacer los examenes en forma seriada o realizarse mas de un método
a la vez (Hall y cols., 1981; Schantz y Sarti, 1989; Straka y
cols., 1989). Aunado al hecho de la baja sensibilidad de 1los
exdmenes coproparasitoscépicos, los huevos de T. saginata y T.
solium no difieren morfolégicamente, por lo que el hallazgo de
huevos en las heces no permite la identificacién de especie,
tornadndose ain mas dificil el diagnéstico certero de teniasis por
T. solium (Cheng, 1978; Gemmell y cols., 1983). El tratamiento
quimico con drogas cestocidas para eliminar a la tenia, en conjunto
con el examen por tamizado de heces hacen mas sensible y confiable
el diagnéstico de teniasis, aungque siqguen presenténdose problemas
de especificidad, debido a gue no todas las tenias expulsadas se
encuentran en buen estado para poder hacer el diagnéstico

diferencial de especie (Hall y cols., 1981; Schantz y Sarti, 1989}.

Por otro lado, se han desarrollado pruebas inmunolégicas que

detectan en forma eficiente la presencia de parasitos intestinales
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en heces, se tienen métodos inmuncenzimiticos para el diagnéstico
de amibiasis y giardiasis (Ungar y cols., 1984; Green y cols.,
1985; Grundy y cols., 1987 del Muro y cols., 1987); también se
tiene un ELISA para H. diminuta en ratas infectadas
experimentalmente (Allan y Craig, 1989) y uno mas desarrollado para
el diagnéstico de T. hydatigena en perros (Deplazes y cols., 1990).
En la presente tesis se desarrolldé un ELISA para deteccién de
antigenos de T. seolium en heces con la colaboracién de un grupo de
parasitologos de la escuela de Medicina Tropical de Liverpool, G.B.
(Allan y cols., 1990). Recientemente se aplicé el ELISA para el

diagndstico de portadores de T. saginata (Deplazes y cols., 1991).

Los métodos para deteccién de coproantigenos reportados
sefialan que mediante el ELISA se pueden medir concentracciones
desde 20 a 100 ng de antigeno en solucién y de 75 a 200 ng del
antigeno en sobrenadante de heces (Green y cols., 1985; Grundy y
cols., 1987; del Muro Yy cols,, 13%87; Allan y Craig, 1989; Allan y
cols.,, 1990; Deplazes y cols., 1990, 1991). En el ELISA
desarrollado para T. solium se pudo detectar concentraciones de 25
ng/ml de antigeno en solucién y 100 ng/ml de antigeno en
sobrenadantes de heces humanas y de hamsters, concentraciones de
antigeno que caen dentro de los limites de resolucién determinados
en los trabajos anteriores. Los valores de absorbancia obtenidos
en la curva de titulacién del antigeno en solucién y en
sobrenadantes de heces mostraron una relacién directa con la

cantidad de antigeno afadido, con excepcién de los sobrenadantes
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de heces humanas y de hamsters sin diluir que contenian 100 pg/ml
del antigeno, este mismo efecto se observé en la titulacién de
trofozoitos de G. lamblia en medio de cultivo (Ungar y cols.,
1984). En general, los valores de absorbancia registrados en 1la
curva de titulacién del antigeno en sobrenadantes de heces fueron
menores en comparacién con los obtenidos cuando se trabajé con el
antigeno en solucién, esta disminucién en la absorbancia es
probable que se deba a la actividad de proteasas de las heces que
pueden degradar a los anticuerpos que se encuentran unidos a la
fase s6lida o a la digestidén de los mismos antigenos (Viscidi y
cols., 1984); por otro lado, esta misma interferencia en los

valores de absorbancia se observaron en la titulacion de los

antfgenos de TI. hydatigena y H. diminuta en heces (Allan y Craig

1989; Deplazes y cols.,1990).

Los métodos inmunocenzimdticos desarrollados con anticuerpos
policlonales para detectar antigenos parasitarios, pueden capturar
antigenos de pardsitos heterdlogos (Allan y Craig, 1989; Deplazes
y cols., 1990). En el sistema que se desarrollé en este trabajo se
cbservé que solamente pueden capturarse antigenos de otros céstodos

como son: T. saginata, T. hydatigena, T. pisiformis, T. crassiceps,

E. granulosus y H. pana. La obtenecién de resultados positivos con
extractos de estos paradsitos no constituye un problema grave ya que
algunos de ellos parasitan a otras especies animales: T. hydatigena
y T. pisiformis son pardsitos de perros (Cheng, 1978} y T.

crassiceps parasita al ratén (Freeman, 1962). Por otra parte, el
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quiste de E. granulosus se localiza en 6rganos internos de seres
humanos (Cheng, 1978), por lo que es muy poco probable gque sus
proteinas se encuentren en las heces. Una mencién aparte la merecen
T. saginata e H. nana, ambos par&sitos habitan en el intestino
delgado del hombre y se encuentran presentes en la poblacién
mexicana (Tay y cols., 1976; Sarti y cols., 1988; Diaz y Ccols.,
1990; Lara-Aguilera y cols., 1990); para verificar reacciones
positivas con estos pardsitos, se hicieron los ensayos de

especificidad que se detallan en parrafos siguientes.

La deteccién de antigenos solubles de Taenja en las muestras
de heces es una buena alternativa para el diagnostico de la
parasitosis. La diné&mica de deteccién de antigenos en el modelo
experimental del hamster dorado, mostré que pueden detectarse
infecciones tempranas, desde la segunda semana postinfeccién los
animales registraron valores de absorbancia por arriba del punto
de corte y presentaron diferencias estadisticas significativas
(P<0.001) entre los grupos infectados y los animales del grupe
control sin infeccién a partir del dfa 11. Por su parte, Allan y
Craig (1989) reportan que pueden identificar a las ratas
parasitadas con H. diminuta a partir del séptimo dia de infeccién
y Deplazes y cols. (1990}, lo hacen a partir del dia 18 en la
infeccién experimental de perros con T. hydatigena, estos autores
concuerdan en que mediante pruebas inmuncenzimiticas se pueden
identificar a los animales parasitados en el perfodo subclinico de

la enfermedad, cuando todavia no es posible diagnosticarlos como
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parasitados por métodos coproparasitoscépicos; en este trabajo con
T. solium se obtuvieron resultados similares. Al respecto, no
podemos comparar los examenes coproparasitoscépicos para deteccién
de huevos con el ELISA para antigenos de T. golium en los hamsters
infectados, debido a que no se obtuvieron tenias con proglétidos
gravidos en ninguna de las infecciones realizadas, 1o que confirma
la deteccién de 1los antigenos de parasitos en infecciones

subclinicas.

Los resultados del ELISA obtenidos en los grupos III, IVy V
de hamsters infectados, mostraron un aumento paulatino conforme
avanzaron los dias de la infeccién, fueron positivos a partir de
la segunda semana Yy permanecieron asi hasta el momento en que
desecharon al pardsito (con o sin tratamiento cestocida),
posteriormente solo se registraron valores negativos en las
muestras; también se han obtenido resultados negativos en el ELISA
después de administrar drogas cestocidas especificas para eliminar
a las tenias (Allan y Craig, 1989 y Deplazes y cols., 1990). Con
respecto al grupo control, éste siempre mantuvo valores de
absorbancia por debajo del punto de corte. En la infeccién
realizada en el grupo IV, donde se usé una sola dosis de esteroide
al momento de la infeccién y que tuvo una duracién de 100 dias, se
observaron fluctuaciones en los valores de absorbancia del ELISA
a lo largo de la infeccién; estas mismas variaciones se observaron
en el trabajo realizado por Allan y Craig (1989) en el gque

utilizaron anticuerpos policlonales anti-extracto total de H.
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diminuta y en el de Deplazes y cols. (1990), en el que emplearon
anticuerpos policlonales anti-extracto metabélico (excrecién-
secrecién) de T. hydatigena. Estas variaciones se pueden deber a
que no se presentan los mismos antigenos en las heces, o a que la
concentracién de los mismos no es igual todos los dias (Allan y
cols., 1990); por otro lado, también se debe tomar en cuenta la
respuesta inmune humoral y la formacién de complejos antigeno-
anticuerpo en heces (Craig, comunicacién personal). La variacién
en los valores de densidad Optica de los animales de cada grupo
experimental se evalué por medio de la desviacién estandar, en los
primeros dias de la infeccién se obtuvieron desviaciones estandar
pequefias, esto mismo se presenté al finalizar las infecciones
cuando los hamsters desecharon por si solos a las tenias (Grupos
IV y V); a partir del dia 25 postinfeccién la desviacién estandar
se hizo mas amplia, este aumento coincide con el incremento méximo
en la longitud de las tenias, por lo que suponemos que esta gran
variacién puede deberse a) procesos de liberacién de proglétidos,
b) destruccién de proglétidos o de tegumento por 1la respuesta
inmune, c) muerte de algunas tenias, d) influencia de la respuesta
inmune, e) ausencia de esteroides, f) mayor actividad metab®dlica

de la tenia.

La persistencia de T. seolium en el intestino delgado del
hamster afin sin el uso de esterocides lo report6 inicialmente
Verster (1971) con una eficiencia del 7%; por su parte, Arias

(1984) informd de la presencia de tenias en el 45% de los hamsters
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infectados a 1los cuarenta dias postinfeccién sin el uso de
cortisona; lo anterior sugiere que T. solium se puede albergar en
el intestino delgado del hamster dorado por tiempos cortos aunque
no sea su hospedero definitivo y que el uso de drogas
inmunosupresoras no son requisito indispensable para 1la
implantacién del pardsito, pero si son necesarios los esteroides
para la sobrevivencia de la tenia por periodos largos. En la
presente investigacién se obtuvo una tenia de 59 dias de un animal
que no recibié esteroides, los resultados del ELISA de este hamster
dias antes de su sacrificio mostraron valores de absorbancia
ligeramente superiores al punto de corte, con lo cual se demuestra
que mediante este ensayo puede identificarse la presencia de una

sola tenia por animal.

El tratamiento quimico con praziquantel es eficiente para
eliminar a la T. solium en humanos, el efecto de ésta droga sobre
la curva de deteccién de antigenos en los hamsters, produjo un
incremento en los valores de absorbancia un dia después de la
desparasitacién, este aumento en la densidad &6ptica se explica
porque hay una mayor liberacién de antigenos del pardsito por el
efecto del tratamiento, como lo muestra la presencia de proglétidos
en las heces en el primer dia de haber administrado el
praziquantel; a partir del segundo dfa de tratamiento no se
encontraron estructuras similares a proglétides en las heces, sin
embargo, continuaron registrindose valores de absorbancia positivos

hasta el quinto dia, a partir del dia seis y hasta el catorce
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cuando se sacrificaron a los animales, las densidades 6épticas se
mantuvieron por debajo del punto de corte. En la necropsia de los
hamsters no se obtuvo ninguna tenia, corroborandose por una parte
la efectividad del tratamiente con praziquantel y por otro lado,
los resultados negativos del ELISA en animales que perdieron la
infeccidn por efecto del tratamiento antiparasitario. Por su parte
Allan y Craig (1989), observaron que al administrar praziguantel
a las ratas infectadas experimentalmente con H. diminuta se
presenta un aumento en la absorbancia en el dia uno postratamiento
Y dque se obtienen valores negativos hasta el cuarto dia
postdesparasitacién, mientras gue los examenes CPS son positivos
unicamente un dia después del tratamiento; este hecho también lo
reportaron Deplazes y cols. (1990) cuando desparasitaron con
niclosamida a perros infectados experimentalmente con T.
hydatigena. Es probable que las diferencias en los resultados de
los CPS y del ELISA posteriores a la desparasitacién, se deban a
que con el primero se observan estructuras integras del paréasito,
mientras que con el ELISA se detectan antigenos solubles; unc de
los efectos de la droga sobre el pardsito es la liberacién de
enormes cantidades de proteinas (antigenos), 1los cuales se

mantienen mas tiempo antes de eliminarse.

La especificidad del ELISA se probé ensayando heces de
hamsters sin infectar, 13 muestras de animales infectados

naturalmente con H. pana y el excremento de los hamsters infectados

con T. solium. Cuando se usé en el ELISA el extracto crude de H.
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nana, se obtuvieron reacciones positivas; al ensayar las heces de
Jos animales con esta parasitosis no dieron resultados positivos,
elimindndose posibles reacciones inespecificas con este céstodo.
El método tuvo una sensibilidad y especificidad del 100% para el
modelo experimental; por su parte Deplazes y cols. (1990),
obtuvieron resultados similares de sensibilidad y especificidad en
perros infectados experimentalmente con T. hydatigena y en animales

con otras parasitosis gastrointestinales.

Los examenes coproparasitoscépicos para el diagnéstico de
teniasis no son considerados métodos confiables debido a su baja
sensibilidad (Schantz y Sarti, 1989). Sin embargo, mediante el uso
de tres CPS (directo con solucién salina y lugol, flotacién con
sulfatoc de zinc y sedimentacién con formol éter) se logré
identificar al 86% de los portadores de Taenia que participaron en
el presente estudio. Las muestras de heces de humanos colectadas
para este trabajo, procedfan de individuos residentes en 2zonas
endémicas a teniasis (Mahan, 1982; Sarti, 1989; Lara-aAguilera,
1990), donde ademads, se encuentran presentes otras parasitosis
gastrointestinales (Lara-Aguilera, 1990). El1 ELISA para la
deteccién de T. solium tuvo una sensibilidad del 2100% y 1la
especificidad fue del 94.5%, y no se presentaron reacciones falsas

positivas con paradsitos de otros géneros diferentes a Taenia.

La identificacién de portadores de tenia por medio del ELISA

para coproantigenos en ausencia de huevos del pardsito en las
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heces, podria representar un gran avance en el diagnéstico de esta
enfermedad. En infecciones experimentales de ratas con H. diminuta
(Allan y Craig, 1989) y de perros con T. hydatigena (Deplazes y
cols., 1990) se observé gue era posible diagnosticar estas
parasitosis en el periodo subclinico de la enfermedad; mediante
este ELISA también fué posible diagnosticar la teniasis en la etapa
subclinica en un caso de un portador de Taenia sp. Por otra parte,
debido a que la eliminacién de huevos o proglétidos de la tenia no
es constante, pueden obtenerse resultados negativos en los estudios
CPS. Deplazes y cols. (1991}, reportaron que por CPS identificaron
al 62% de los portadores de T. sagianta y por medio del ELISA para
coproantigenos desarrollado para este mismo parasito el diagnéstico
de teniasis aumenté al 85%. En la presente investigacién se observé
el caso de un paciente chino infectado con T. soljium, el cual fue
diagnosticado como negativo por exémenes CPS, sin embargo, el ELISA
practicado en las heces de esta persona fué positive, La presencia
e identificacién de T. solium en este individuo se efectué después
de la administracién de tratamiento cestocida para eliminar al
paradsito; obteniendo buena correlacién entre tratamiento quimico

y el ELISA para coproantigenos en seres humanos.

En el presente estudio se logré el objetivo de desarrollar una
prueba inmunolégica especifica para Taenia, aunque los requisitos
de especificidad a nivel de especie no se cumplieron, debido a que
no se eliminaron las reacciones positivas con T. saginata. En el

trabajo reportado por Allan y cols. (1990), donde usaron
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anticuerpos policlonales anti-T. soljum, tampoco pudieron
diferenciar entre las dos especies de Taenjia, por lo que se
recomienda la absorcién de los anticuerpos policlonales o 1la
produccién de anticuerpos monoclonales especie-especificos u otros
métodos alternativos como lo son el uso de sondas de DNA

especificas del parasitoc (Flisser y cols., 1988a).

En palises como México y otros en vias de desarrollo donde esti
presente la teniasis-cisticercosis por T. soljum, es importante la
identificacién de los portadores de este paridsito para lograr el
control y/o erradicacién de esta enfermedad, ya que estudios
epidemiolégicos recientes han mostrado que el principal factor de
riesgo para adquirir cisticercosis es la presencia de un teniasico
en la casa 0 en la manzana (Sarti y cols., 1988; Dfaz y cols.,
1990). Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se
puede seflalar que el ensayo inmunoenzimdtico para deteccién de
coproantigenos de T. solium, es una alternativa confiable para el
diagnéstico de esta parasitosis, lista para aplicarse en estudios

epidemiolégicos.
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