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INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del Problema

La teniasis y cisticercosis debidas a Taeniasalium sonun problema pardsimrio asociado
a las matas condiciones de salud pdiblica en pafses en vns dc. des'lrrollo dado que estos carecen
de una estructura econémica sélida, ademds, de ten ner um cultura que favorece su ciclo

biolégica.

Asf tenemos que por Tas C'\ractensncaa de sUbdés’urol]o de los pafses afectados, estos

s6lo cuentan con datos:de morblhd'xd y morlahd d obtemdos en estudios de series de autopsias y

de In pobhcxon hospnalarm nusmos quc no rcﬂ{;an fa distribucion real de esta parasitosis por

excluirala pobhcxén ablem. =

Asociado a lo anterior existen muchos ¢ca 508 de neurocisticercosis '13111tom'1ticos y cl que
la teniasis sea dificil de diagnosticar, 1o que implica tener cifras no veridicas de los mdmduos

infectados en la poblacidn abierta obstaculizando cualquier medida de control.

El realizar estudios de seroprevalencia en la poblacidn abierta permiticd con mayor
acierto conocer diversos datos sobre la presencia del pardsito en la comunidad, necesarios para

implementar programas de control asf como ser una herramienta para evaluar estos mismos,



1.2 Objetivo

Obtener Ia seroposmvxdad humana-anti-T. solmm en las comunidades de Atotonilco,
Tetelilla y Clncaltzmoo, en el estndo dc. Morcl’\a &n apoyo al proyccto mds amplio de evaluar
dos medidas dc mtervencxon para. el comrol dc. T solmm cdumcxon para la salud y tratamiento

masivo antltcmsxda.

1.3 Hipdtesis

Meéxico es considerado’ como un pafs endémico pnm 7(1ema solmm debido a sus
condiciones socio-econémicas y culturales prx*.cxpalmente cntonces es factible demostrar 1a
presencia de anticuerpos cspécfﬁcos contra T. solmm en'la poblacxon abicrta por métodos de

inmunodiagnéstico,
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ANTECEDENTES

2.1 Generalidades
T. solium es un cestodo pardsito del hombre y del cerdo que en el primero produce tanto
teniasis como cisticercosis y en el segundo exclusivamente cisticercosis, es decir, el hombre

puede ser tanto huésped intermediario, como definitivo el cerdo sélo intermediario,

Los cisticercos en el hombre pueden encontrarse en cualquicr lE_]ldO de su cuerpo pero

en México y otros palses d:. L'mnoamcnm es en el sistema nervloso centml el smo mds

afectado, a diferencia de los individuos del continente asidtico en c] quc se present'ln mas en-el

misculo esquelético (S0).



2.2

1978)
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Taenia solivin.(Linnaeus, 1758)



23 CICLO BIOLOGICO

La forma en que el hombre y el cerdo adquieren cislicc'rcosi‘s es inﬂiriendo los
huevecillos de 7. selium que un individuo tenidsico liberd junto con su c‘(cxemento y contamnm
el medio ambiente. En el aparato digestivo 12 acidez de los _;uaos .1str1cos y enzimas actdan:
sobre los huevecillos permitiendo que se¢ rcmpan las membranas oncosfc_mh.s y qu;den en
libertad los embriones hexacanto, estos con movimientos amiboides atrawcsan;la paredkmt»estmal
y son transportados por ¢l torrente sanguineo a cualquier parte del cuerpo (78) y probablémeﬁte
por diferencia de tamafio con los capilares quedan fijados en algin sitio. El crecmuento de estos
embriones culmina en los tejidos o cavidades cerebrales hasta 1a fase de larvas o cxstncercos de

forma ovoide formados por-una membrana qua limita al escélex y liguido vesncular.,

Cuandao-el hombre comc carne de cerdo con cisticereos. mal cocndq stos evavman

también en el apﬂrato clwcsnvo es demr, el escélex sale de su veswul accxon de las

enzimas t1'1strtcas y gmcms asu doble corona ée g'\nchos y cuatro ventosas suu.xd'\s en el rostelo

se f'Jan a la pared: mtesuml y contindan su crecmuento hasta h fase adulta o sohtana

desarrollindose decems de progldtidos, los cuales se encuentr'\n llenos de rmles de huevecillos
maduros que libera el tenidsico al medio ambiente, estos pueden infectar- a " hurnanos

generdndose nuevos casos de cisticercosis (31),



CICLO DE VIDA DE TAENIA SOLIUM

-A- O

INGESTION DE CARNE
CRUDACON CISTICERCUG
TENIASIS

SAM GATION FECAD DF
M AMBENTE

FOBREZA
INSALUBRIDAD
ANALFABETISMO
CARENCIADE SIL0S

INZESTION DE ALIMENTOS
CONSUEVOSDE TAENIA
NEUROCISTICERCOSIS

INGESTION 0L RUEVOD
CISTICERLOSIS

cisticercosts subcutanea
muscular ocular

“A": EL SER HUMANO ES$ EL UNICO HUESPED DEFINITIVO
“B": EL CERDO ES EL HUESPED INTERMEDIARIO HABITUAL



24 MORFOLOGIA

Los huevecillos de T. Ls"olium son microscopicos, miden de 30.a 40 pm de didmetro y

estin formados por el embnén hex'lcanto en su parte interna llamnda asi por tener 3 pares de

ganchos, éste CUblC[’[O por una membrana denominada oncosfeml la cunl se roden por una-pared
externa estriada conocnda como embriéforo, a su vez rodeada por el vxtelo dondc. el cc.stodo

obtiene sus nutrientes (37)

El cisticerco .0 Iarva de T. solium se desarrolla entre 24-72 ‘horas (2) sxendo una’
estructura de hasta O 5 mm f lmente visibles que alberga en su interior-el esco}lexk;nvagnmdo

(653), rodeado -por: unn cstrllctLlra~ llamada :micrética (57), a través de la cual se realiza el

intercambio metabdlico (42).

El gusano ndulto txene un’ cuerpo aplanado y alargado de color blanquecino lechoso, el

cual puede llegara mednr de 2a 9 m de longitud (4), en un extremo se encuentra el escélex que
llega a medir de 1 a2:mm, en el mismo estd el rostelo qué mide de 159 a 173 mm con una doble
corona de ganchos y 4 ventosas de 0.5 m'm cada una. Despuds del escdlex se-encuentra una
parte llamada cuello donde estdn los proglétidos, que son unidades de reproduccidn, llegando a
existir ejemplares hasta con 800 6 1000 de estos, el conjunto de proglétidos que se unen entre s
y que son Ja dltima parte del cuerpo del pardsito se llama estrébilo, distinguiéndose -3 tipos
diferentes, inmaduros,. que son los méds cercanos al cuello y no cuentan con érganos sexuales
diferenciados, maduros estdn ‘en la parte media del parfisito y. ya tienen érganos sexuales’
masculino y femeni:nos; finalmente los proglétidos grdvidos que tienen un- tdtero ramificado

tubular repleto de huevecillos (75) (12).



Se sabe que c'\da sevmento m’lduro es-un 6rgano de: reproduccxén mdependlerm. en

donde se realiza la fccundacmn (10) y qu-‘, el gusnno adulto uene unn aran capacidad

molecular o usando un proceso de endocntosns (3 D)
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2.5 INMUNOLOGIA

Estudios realizados™(6), (23),.(49} -han: demostrado que el ser humano .es capaz de
producir una respuesta inmlinecontra T. solium, ya que desarrolla anticuerpos especificos al

menos contra la etapa larval del-pardsitor

Actualmente s sqbe qu:. la respues:: inmune del huésped contra el cisticerco es de tipo

humoral, dada prmclp'\lr ente por ln mmur czlobulina de 1a clase IgG (23), (48) que responde a 8

antigenos cspcmﬁc' el p'\rasno en pacien:ss con neurocisticercosis al ser analizados sus sueros

en mmunoelec(roforeSls (IEF) De estos anidgenos por el mismo procedimiento se ha re'\hzado

la deteccidn en m;\yor porcentaje del HamzZo “antigeno B” el cual se ha encontrado en u

de positividad siendo una proteina de secrecidn del pardsito formada por 2 umdades dc 93 y 103

KDa. (32, 38).

Tanto . por el IEF como'la prusta inmunoenzimatica (ELIS-A) se dctectarox{ olms.
inmunoﬂobulimé en mcndr porcéntajc en liquido cefalorraquides y en suerg, siendo-Jos
porcentajes muy snmxlnres en ambas muesiras, Igdt >50% IgA 26%, IgE 3%, ¢ IgD indetectable
“(16). Otros anngcnos quc hmbxcn han sido reportados como especificos en pacientes con

neurocisticercosis son Iqs de 26‘y 8§ KDa. (28, 29).

26 CLASIFICACION. DE LA CISTICERCOSIS
La forma m:’tS-cOnoddi de esta infzocion pfoduéida por un ¢éstodo es la c"&isada porla
larva de 7. soliuni (47). La. cual se ‘ha clasificado en 2 grandes grupos, asintomdtica y

sintomdtica, que a su vez se subdividen en < categorias (77).

11



A)

B)

0

D)

Cisticercosis diseminada; Se puede encontrar a los pardsitos en tejido subcutdneo,; miisculo

estriado o lugares.como:higado, pulmén, médula espinal; etc;

Oftalmocisticercosis: 1a ‘localizacién. de ":cristice'rrclosmg:s‘ en ojo, llegando.a través de-vasos
retinianos al humor vitrio,” también: se-llega a“locdlizar en drbita, conjuntiva o retina en

donde puede causar glaucoma'o aparentar.un tumor.

Cisticercosis' mixta: Los ‘cisticercos: se ‘alojan en al menos uno o mds de los sitios ya

mencionados.

Neurocisticercosis: La |ocalizacién de'los pardsitos es en el sistema nervioso central.

27 NEUROCISTICERCOSIS |

Debido a unI_‘:‘;_’néukrociysticercosis es una enfe’medad multifacética donde se pueden

observar manifestaciones clinicas diversas se han realizado trabajos con el objeto de clasificarla.

(19, 66, 67, 79) los g‘:tiﬁl_&:§ A_Squ_yas’an en: nimero de quistes presentes, (celuloso, racemoso,

meningea o ambos),

-localizacién: (parenquimatoso, menfngea o ventricular), respuesta

inflamatoria producida “y: complicaciones asociadas (leptomeningitis, encefalitis, mielitis,

ependimitis, etc.).



2.8 CLASIFICACION DE LA NEUROCISTICERCOSIS (Madrazo

1989)
Localizacién del Duraciéndela Estado del Parisito
Pardsito Enfermedad : e :
Aguda Qufstig:o '
Parénquima L s
© - Vivo Qufstico
Crénica , Granuloma
{7 Caleificado
Aguda © e 2Quistico
Ventricular ) ' , Vivo Quistico
: , : R -Quiste
- Cronica :
. z Granuloma
5 ~Calcificado
Aguda - [ Quistico
Subaracnoidea
s Vivo Quistico
Crénica : Granulomatoso
Calcificado

13



29 SINTOMATOLOGIA 7

La presencia del cisticerco de 7. .solizm en sistema nervioso central produce:

A)  Efectos mecdnicos de pr_c;siéh‘

B) Destruccién de tejide

ular del huésped_a Ia prescncm del parasxto.

C) Reaccidn inflamatoria como respuesta i

en muchas ocasiones est

80% de los casos sc‘SI'on; a

é.résito se observan diferentes S'l’nfonias asf cuando

, acraneal en membr’mas se obser a menmams y

aracnoiditis, nuentras queen. parenqlumn et 1ntoma mas frecuente es’ la epllcpsn qu:, se da por

cisticercos en fnse qmstlcu o culcxﬂcndq (cue resulta de la_presencia dc sales de calcxo»en el

cisticerco muerto) Slendo,umcos o miiltiplas (1 1).

14



2.10 SINTOMAS Y SIGNOS MAS FRECUENTES EN
CISTICERCOSIS CEREBRAL

Depresidn

Cuadriplejia

Sindrome febril

Sindrome mcni’ngéo ’
Disminucién del reﬂejko nauseoso
Disminucién dg: Ia mem’orid
Disminucién dg laégu}d}ezz‘lr \fisgal
Crisis convulsivas:

Vémito

Cefaléa

Niuseas

(73,79).



De los sintomas y signos mencionadcs anteriormente se considera el,cunclro convulsivo
como “signo epldemxolomco prcmmnl", )a que datos ‘reportados por Sarti’ (1989) 78% dn.

individuos que prescnl’lron convulsmncs 501 companblus con ncurocxstlcercoms en reuloncs

rurales, mientras que en estudxo

spmhrm‘ s2 reporm una rc.lacxén de ncuroushcercosxs cri is

frccuen c" cnsls de 1mc1o mrcho es la neurocnstlcercoms

(Ormm/acmn Mundnl d la S'1 ud 1993)

Seglin- 1'1 morfolonn que 'Idopt'm en eI encéfalo los cisticercos se h'1n cl’151ﬁc1do en'tres

grupos: racemoso, celuloso cmlermed]o (5—:-)

RACEMOSO Sc conoce con este r.ombre por su semejanza con un mc1mo de uvas,

pero también puede tencr form'ls 1rrenulares jfa: uladas Son de gran tamafio por e] dcsvrollo de
su membrana y-una caracteristica-importante s que carecen de escilex. Se localizan con mayor

frecuencia en meninges y-ventriculos causanco 12 sintomatologia. mencionada anteriormente.

CELULOSO: Es generalmente de tamafio menor al racemoso, se caracteriza por tener
una membrana op'llma y ebcolex. Sc nsocm lane 1roc15!xcercosns bemnm y.en gran nimero a

casos asintomdticos de | purenqulnma. x

INTERMEDIO se h'\ llamado as{ por tener caracteristicas tanto de racemoso:como

celuloso, ya que cuenta con escélex y mambrana opalina.  Se encuentra en ventriculos y

meninges pero no con'mucha frecuencia (53).

16



La variedad morfoldgica se ignora, p2ro-es bien sabido que se'trata de larvas de Taenia

solim y que el tipo de cisticerco depende de 12 amplitud del silio»dohde se localiza (54).

Finalmente Ias~rnianifestncioncs'clfni:as mencionadas anteriormente: dependen en gran
medida del numero de parnsxtos de su loc’uzacxon dc.l txcmpo deevolucién, extensién y

gravedad de la respuesm mﬂ’lmatona del hue ed (34)

2.11 Tratamiento

El tratamxento eida neurocnstlcerco ‘:

es vanado y esto depende dcl cuadro clinico, de

las c1ractenst1ms del parasno (racemoso c isti o o cnlcxfcado), a51 como dc h p'lto]oom

presentada (memngms aracnoxdlus ludrocex:_.m, vasculms etc)yh locnluacxoh.

=

Asi s tiene que el tratamiento puede ser smtomatlco qum rg co [o] anuparasunno

Tratamiento ;intdnuirioa: se busca e! control de las: crisis VCOn’\'/uls'ivas" con el uso-de
antiepilépticos, control-de cefalea con an*‘gésicos y el contral de plocesos 1nﬂam’1torlos
mediante esteroides.

Tratamiento quirtirgico: este depend= dela localizacidn del cisticerco, por lo que solo se
considera como.candidato a este tratamiento !os individuos que presenten: quistes.mayores de 2
cm de difmetro que produzcan sintomas reuroldgicos focales u obstruccién ventricular,
hidrocefalia o comprensién de médula espinz!, el procedimiento utilizado se enfoca a diferentes

cosas, como la extirpacién del cisticerco parz evitar el bloqueco que se da principalmente cuando

estd en ventriculo, evitar In compresién cuanZo el cisticerco se aloja en parénquima.

17



Tratamiento antlpqrasxtano. se usq para d:.strunr al’ parasno hdblendose empleado el”

mebendazol, memfon'\to, ﬂubend'\zol qlbendazol y recncntemnntc el praucunntcl Fl

mebendazol es un f'lrm'\co"que actua a nn el del” tc:ﬂumento provocando la vacuohzacxon,

degeneracidn y necrosxs elicist crco rcportandose datos de reduccmn cn cl nuxmro de quxstcs :

por via renal (en :24: horas luevo de su admmxstmcnon) qd:.m'\s de no- producu' efectos

carcmogemcos 23)

La accién delfanmco ‘sobre el pardsito se realiza en pocos segundos, mediante la
contraccidn del inetqéé$i§d6:jccén~'ln vacuolizacidn del tegumento, habiendo una inytcrferencia en
el metabolismo: de é;{rbbhird‘fntoys;, »lc:> cual se.debe a que el fdrmaco es capaz de penetrar la pared
quistica.

.
La d051s recomendad'\ es de 50 mn/ko de peso; sxendo solo um pequena canudad la que

llega a cerebro y solamente | um sépti

ma parte s encuentm en lfquldo ceffllo‘rmqufdeo (15)

La eficiencia de este fdr “dada por la destruccidn. de ‘quistes localizados en

parénguima o espacio subaracrioideo (46).

18



2.12 Diagndstico

Debido a la gr'm vwncd'ld de smtomaa gque se presenmn en-la neurocisticercosis humana
es dificil su dlannésuco ya quc se puedc confL. .dir con otras cnfenmdacles del sistema nerviaso

como tumores tubcrculonns etc (43) Elz '\po 0 medmnte el uso de téenicas de labaratorio que

son baswamemc de npo mmunoenﬂmanco ‘ast como ¢l uso db la nm'wenolonn han sido de gran

utilidad para conﬁrnnr 1'\ presencm del pamsuo

Diagn‘o‘szz‘@*i/‘mu}noldgico- En los tiiimos afios se ha dadov,ixn grnn avance en el
desarrollo de técnicas mmllllOdHUHOShC’IS de enfermedades parusxt'\ms las cuales se bas*m en
reaccidn anuoeno-antlcuclpo en donde la unidn es de (xpo qunm;co tiene un alto grado de
especificidad (74). As; la. cisticercosis es un c:Jemplo claro de esto en donde se han
implementado gran.nlimero de técnicas cualizziivas: y cummmuvas, en’ las cuales se emplea
antigenos de diferentes partes  del pardsito, los, cuales se -obtienen mediante métodos de
preparacién  y extraccién usando-en- Ia gré;. ‘mayorfa de ellos extractos crudos (33), -pero
actualmente se p}ong‘h]V'Lv\y:()iratcﬁc\:ié‘hfen?,ia ;Sele:éién de antigenos purificados especificos ya que
los extractos éfudbs i)fes‘chtgn réaccibnes cruzadas entre helmitos (Taenia hidatigena,
Echinococcus grmzulo&us), por- lo- que técnicas como: fijacién de complemento, (49),
inmunofluorescencia indirecta (37, -7,- °31), hemaglutinacién indirecta, (36), ensayo
inmunoenzimdtico, entre otras, no se conside:iron totalmente adecuadas. En la actualidad la
técnica de eleccidn es la inmunoelectiotransferancia (Wester-blot) en la que se usa un antigeno

purificado glicoprotéico teniendo una sensibilic ad del 98% y una especificidad del 100% (71).

Diagndstico imagenolégico: Es de gran apoyo la resonancia magnética nuclear y- Ia

&

tomografia axial computarizada, (TC).
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Con Ia introduccién de'la TC (34), se tiene una certeza dnunostncn del 97% siendo un

método certero, seguro. y no agresivo,en el cual se puede establgge[:gpn;claridadila localizacidn-

del cisticercq: T

La desvenma de estc mctodo es qt.-" ue'xe un '\lto coslo ndcmws dd reducxdo ndmero de

sitios donde se re’lllz'l en el p'ns.

La resonancia magnética nuclear s2 puede coniparar con un.corte histolégico 'y nos
indica la etiologfa y el Ingar de la lesién d2 una manc_m'-_muyrprecisn, pero al'igual que la TC -

tiene un alto costo (59).

2.13 Teniasis

Es exclusiva del hombre C'msad.. por el esmblecumcnto de la formn adult'l en su
intestino y por lo tanto, es. el dnico respon sable de la diseminacidn de los: huevcc:llos

provocando nuevos casos de cisticercosis. - o "

I\’hnifestacidnes fclx’nicas: 'Es, generalmente asintomdtica presentando bcasioxlalmen{e

anorexia, dolor abdomm’ll nauseas mdme::lon crdnica, didrrea, sintomn’s nerviosos. de origcn

téxico, eosinofilia del’ 10 al 5) Esta Lorma de la parasitosis de Taenia soliuni presenta un

cuadro clinico difféil defdmcvnosuc'\r por p asar frecuememente desapercibido por la ignorancia

de los individuos (1,3),

Diagndstico: el dmonosnco de. la (e ' pnra h'lCt.l' h diferenciacidn entre especies no

ha tenido gran impulso en el desarrollo me:odolomco y'\ que no-se considera a la enfermedad



como un problema de salud publlca importante: (S) -porlo cual s¢ sxouc usnndo para- su

identificacion. metodos conun 50% de scnsxblhdﬂd (63), cn los cuales se rcalua Ia observacxon

2.14 Epi(lellziolbg;’a\

La cisticercosis s un pndécimiento frecuente y endémico en pafses en vias de desarrollo
de Africa, Asia y Américn (43) que afecta pz{rticularmentc a comunidades en las cuales las
condiciones higiénicas y sanitarias son deficientes ademds de ser una enfermedad
potencialmente invalidante que da origen a severas secuelns neuroldgicas y es causa de una
mortalidad significativa en algunos paises, en los cuales se reportan cifras de hasta 40% (58). La
incidencia en Latinoamérica es; Perd 1%, Colombia 0.6%, Venezuela 0.5%, Brasil 2% y México

2%. A nivel mundial se informd de 3 millones de personas que padecfan cisticercosis (9).
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En México. los estados que presenmn mayor incidencia _ en _porcentaje .. de
neurocisticercosis’fucro(r Guierrero 24.4, Micheae dn 12.7, San Luis Potos{ 7.8; Pucbla 7.1°(61),

Estos datos mdxcnn quc la prevnlencm de la r=urocisticercosis en Mc.xlco c‘“

lcvndn ‘.ya que

también se ln repormdo que del 100% de tumerss intracraneales la cwuccrc es cqusa‘del 25

al 28% de los mismos*(40). Por lo que se consicaraa Me\uco como un p is dt. alm endcmmdnd

(OMS 1979). Olro dato importante es el reporizdo para c1sncerc051> Y t_ 1iasis e r]n dlreccxon :

general de epldcmlologm donde hubo soles 3 casos. cn 1981 y cl numcro '\umento

considerablemente a 583 para 1939 (18).

Ademds’ d_él :prdﬁlenln_ de sallud' pibiica que origina la enfermedad es impdrtz\nte
mencionar las pérdrildaé{'récdgiérhicd‘s causadas porel deshecho de carne infectada no aptil para el
consumo humano 3. En v1-9:81~én~75 rastros de 22 entidades del pais la frecuencia aiobql fue de
1.52% y el pormento por enud'\d fue Chihuahiva 3.32%, La Piedad, Michoacdn 10% Ocampo,

Gto. 10% %, D;smto Fedeml 0 14 % (l)

En otros paises la cisticercosis porcina es 5.7% para Perl, 38% Haitf, y en general para

Centroamérica 2.13% (3). -~ R ) . o

Debido a quér'lamayc)rfa de los datas sabre mortalidad y morbilidad que se tienen acerca
de la cisticercosis hum'lna en nuestro pais provienen de centros hospitalarios y que adenids una
caracteristica de esta parasxtosxs es pasar asintomdtica en aproximadamente 70% de los
individuos infectados (53), es dificil conecer la cantidad de individuos parasitados en la
poblacidn abierta, una alternativa que abre la posibilidad de aclarar este dato es el realizar
estudios seroepidemioldgicos dirigidos a buscar anticuerpos especificos contra 7. solium en la

poblacidn abierta.



Asi en 1974 el IMSS colecté 20,000 sueros que fueron reperesentativos.de-todos-los-
estados de la Republica'y que se les analizé la presencia de anticuerpos'res'pcc"iﬁcos}rCsultando

una frecuencia del 1% de positividad para cisticercosis. Otros estudiOs co'n menor niimero dc

muestras se rcahzaron en ‘las comunidades rurales de: O'wam con un 3;3 /o,dé seroprevalencia
usando la técnica dc_ hcmaOIummcmn mdlreM (')7) en Chmp'xS hubo dc, un 0.4 al 7. 6%, con la

técnica de mmunoelcctroforcsxs (”1) en.. el Sal'ldo Slmlm 12.3% usando la técnica

mmunoenzxmnuca Ehs (14) e el Soan b:c;lgo"3.4 % con Elisa (60) y en Xoxocotla 10.8%

por mmunoelectroforesxs (67)
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA DE OBTENCION DE LL-GP

30g de larvas de
T szltium
Homogeneizacidn

0.5 kg
Precipitado (pp) Sébrcnadante v
(0.5 kg-PS) (sn)
; ' 250 kg
e : : I
. =35)
= : Sn
Solubllizacidn:.con :
_UF‘\EA 250 kg sSup
Sn
250 kg PS
Sn 250 kg PS5
sn 250 Kg sup | H-P
{

LENTIL LECTINA




3.2 Material, Reactivos y Equipo

3.2.1 Material Biolégico
Sueros
Se obtuvo sangre por puncién venosa 2 5038 mdlvxduos de las poblacxones de Tetelilla,

Atotonilco y Chalcatzingo, en el Estado de M::elos las cuales fucron centrlfugadas para obtener

el suero de cada individuo, estos se colocaror: £n tubos folmdos;y ftg;rqn~,transpormdos en termos

con anticongelantes hasta el laboratorio doncz se almacenaron: en un refrigerador a -20°C hasta

St uso.
Larvas de Taenia solium -

La obtencién defciSticerCCSiS de T. solium (30 g) se hizo mediante una diseccién
cuidadosa de musculo esqueleuco de cerdos infectados. L'xs larvas fueron colocadas en hielo

seco sobre un papel '1Iumm10 durantc este presesoy nlmacemdas a-70°C hasta Su uso.

3.2.2 Material de Laboratorio
Mateaz afor‘adoaés:o,i‘oo ¥ 5000 ml.
Pipetas serolégfcas de 5,10 ml.
Pipetas automadticas de eppendorf -
Placas Immulon tipa I Dynatech. Lat.

Vasos de precipitado de 20, 100, 20C, 2000, y 5000 ml.



3.2.3 Equipo _
Agitador thermolyde mod:s-17415
Agitador cofni'i;d p6-351'hot-p1a[e
Aonador red~rocker Hoefer’
Balanza amlmm Bosch mod. 144
Cémarn de electroforesis Hoefer mod. se 600 .
Cdmara de transferencia Idea scientific
Cémara peristdltica

Columna de lentil-lectina
Espectrofotdmetro

Homogenizador Polytron mod. 1.1590
Multicaster mod. se 600 » ;
Potenciémetro Orion reserch mod 301

Tanque de mtréoc.no hqmdo S

3.2.4 Reactivos

Acrilamida Bio- ‘
Acido eulendnmmo tetracutxco EDTA sigma
Agua destllada

Anti-IgG humg:n‘akgkdmma Zimed

Azulde bro’fno“ fenol "Bio-Rad

BisN, n’ ~n1ctilen-bié-acrilamida Bio-Rad
Dodecil sulfato de sodio (SDS) Bio'-RAD
Cloruro de sodio Bio-Rad v

Etanol absolﬁto Merck



Fosfato de sodio dibdsico Bio-Rad
Fenil-metil-stlfonil-fluorina (PMSF) -
Glicerol £

Glicina Bio-Rad. -

Hidréxico de sodio Bio-Rad

Isopropanol Backer

Leche semidescremada Sveltes

Metanol absoluto Backer

Merthiolate

Persulfato de aminio Bio-Rad

Sacarosa Merck

Tris ('hidroximetyi,l) aﬁin1o metano Bio-Rzd
TEMED(N,N,N',N” tcétmmetil-triendiaaina
2 Mcrcap’tqgtanlolly. 7

Todos los reactivos utilizados son Qp

33 METODOLOGIA

3.3.1 Obtencidn de LL-GP (Antiger:o)

Los 30 g de cisticercos obtenidos se 1z-zron con 150 ml de solucidn amortiguadora de
SACAROSA/HEPES/PMSF (0,05 M HEPES-XNaOH, 0.25 M SACAROSA, 2 mM ACIDO
-ETILEN-DINITROTETRA-ACETICO, EDTA. 5 Mm parfenilmctil-sulfonil-ﬂuofo, FMSF, pH
7.2) a 37°C. Debido a que la solucién de PMSTE es muy ficilmente hidrolizable fue necesario

realizar el siguiente procedimiento cada vez qu= se utilizé: se prepard una solucién de 100 mM

I\)
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PMSF en isopropanol absoluto, que se mantuvo a baja temperatura, el amortiguador. final de

FMSF 5 mM se usé €n 1os 20 minutos siguientes.

Los.. - cisticercos - * ya lavados  fueron - homooem/ndos en = frio con
I-IEPES/SACAR‘OSA’/PVISF usando para esto un poly(ron '1 800 rpm durante un minuto y

descansando otro por dxca veces hasta obtcmr una mezch omom.m.a, posteriormente se

centrifugd a 500 g or mmu(o y.se obtuvo un: sobren‘ nne (Sl) el cual fue separado
cuxdadosamente, mxentras que ‘al pxecxpmdo ootemdo sc lt. volwo a adicionar solucién

'1momnuadora de SACAROSL\/HEPES/PMSF ¥ se homonenex?é como se¢ menciond

nmenormente,wscmcen‘mft_l 500 rpm/”() minutos y se obtuvo un ‘nuevo sobrenadante el cual
fue combinado ‘con el ‘Obtgmdo' antenormente, mientras _que:- el segundo precipitado : fue

desechado.
Los 2 sobrenadantes S1 “0;5 ka" fueron c—cnt'riﬁlgados a ZSYO,OOO rpmpor2 homs

La capa lipidica que estaba en el sobrenadante se retiré cuidadosamente usando un papel

absorbente. o : P SR ' k

El precipitado” rje‘vsul‘tantc‘ s’ resuspendié nuevamente en 20 .ml de solucién
amortiguadora de UREA/PMSF (8 urea, 0.05 M tris-HCI, 5 Mm PMSF pH 8) y fue centrifugado
a 48,000 rpm por una hora a 4°C, luego de lo cual el sobrenadante se dializé contra tris-HCI
durante toda la noches, ecsto con el objeto de eliminar el exceso de urea, a esta fraccién se le
Hamé 250 KG ppt, el sobrenadancte obtenido después de la centrifugacién a 250,000 rpm y el
obtenido a 48,000 rpm se concentrd mediante un proceso de ultrafiltracién con presidn negativa

ejercida con nitrégeno gaseoso en un sistema AMICON con una membrana de YM-10.



Estas fracciones fueron llamadas 250 KG. SOB, Jas fracciones 250°KG ppt'y 250 KG

SOB, finalmente fueron combinadas para formar la fraccidn que Hfamamos LL-P,

3.3.2 Cromatografia de Afinidad (lentil-lectina Sefarosa):
El propdsito de realizar una cromatografia de afinidad fue p"u'd obtener una fraccidn

enriquecida en glicoproteinas para lo cual se utilizé una columna dc v1_dr10 de 5 cm dc. dmmctro

por 30 cm de alto usando 50 mi de scfarosa 4B lentil- lectma (la capnmdad de ; trab'go de esta

columna fue de 3 mg de proteina por mi de lectina), pnm equnhbrnr la columna se usé un

m NaCl y 0.05M Tris-HC! pH 8.

Estas  fracciones d:.nomlmdas LL GP, fueron concentmchs 'llfr'qfivltraéién

previamente descrita, usando también una membrana YM-10, La tnbln T muestm Ios v'ﬂores‘
obtenidos en la cromatografias de sepharosa 4B lmtll lectina, y. las gruncns dc. cada una:de las

11 cromatografins realizadas se encuentran en las ﬁouras dela p"mlm 46 a I 56

3.3.3 Cuantificacién de Proteinas
Para realizar la cuantificacién de proteina se empleé el mélodo de Lowry, (1951)
construyendo una curva patrén con 10, 20, 50 y 100 mg/m! de alblimina bovina sérica a’'la cual

se Je ajustaron las densidades épticas de las muestras experimentales, A la curva.patrén se le



calculd la pundlentc (m) ord(.nad'l al orlﬂcn Y el coeﬁcxunle de correlacidn lineal para ver que su
comportamiento. fucra dxrcctamentc proporcxor.:l y asi poder interpolar los valores obtenidos

experimentalmente. (v,er_npcndncc).

3.3.4 Analtszs (Ic LL GPpor Llectroforesis

Se rcalizé‘ ]ﬂ' tééhic i

e‘Lacmmh (.)9, en el desarrollo de las clr.clroforems para €l

andlisis de la pureza y peso molecuhr de fraccidn de LL GP. En un gel analitico al 10% de

acrilamida en condxc ones: reductoras y partien.Zo de 1 mg/ml de la concentracién protexc'l se

dispusieron en cadn uno dc los pozos 20, 40, €2, 80, 100 y 120 pl anadiéndoles 20 il de coctel

desnaturalizante a c*xda um de 1'15 muestras, coo control de peso molecular se usé una allCLlO['l'
de 3 nl de BRL pretemdo més de 3 il de coc:zl, todas las muestras se incubaron 1 mmuto en
bafio marfa y: se»mtrodu_]eron -en los pozos. ~La corrida se realizé enuna cam'lm p'm
electroforesis modc.lo SE 600 Hoefer a-4°C usando una corriente de 10 mA/Oel ~La

electroforesis duro 6 horas '11 fmal dela cual se fetel] el gel y fue sumergido en azul de coomassie

al 2% disuelto en '1c1do aceﬂc{ al 10% durame da la noche. Al siguiente dia se’ destifié el gel
con una cantidad 1ou'xl de acndo acenco al 10 en lugar del Azul de Coomassw repitiéndose

esta operacién 8 veces: EI gel fue secado, fotogzafiado y analizado.

Las LL-GP: se ‘almacenaron en alicuc:as de 60 pl en nitrégeno hqmdo prcvmmcnte
adiciondndoles glicerol en: una porcién de O.// ml/ml de LL-GP.  Estas fracmoncs fueron

utilizadas como antfgeno en la prueba de inmur.celectrotransferencia.

)
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3.3.5 Geles de Poliacrilamida
La finalidad de usqr oelc.s de. pohncn]ﬂmxda es por su efecto de tamizado molecular, por

lo cual nos permiten la s;par'lcxon de protc.mas de pesos moleculares muy cercanos (35).

Gel Inferior

Se utilizé una-mezcla con agitacién constante por un vaso comunicantes conectado a la
base de la tina e inmediatamente; despuiés se pasé una solucién de sacarosa al 60 para sellar los

geles dejdandose polimerizar de 3 a 4 horas; se sacaron los geles y se guardaron hastasu tso en

cuarto frio a 4°C.

Gel Superior

Lol

Al igual que el anterior estuvieron hechos de acrilamida, ‘birs': acriI'\mid'l ‘tris-base HCI 2

M pero pH 6.8, SDS al ]0%, pcrsulhto de. amomo avua desnlnda y TEMED La técnica

también se menciona ¢n el npenchce
Para la realizacién de-gel superior se uiilizé un molde.de:0,75 mm-de grosor,-con 3
carriles uno en cada extremo de .05 cm de ancho y un tercero que ocupaba casi todo el largo del

gel, la polimerizacién de este gel es de aproximadamente de 45 min.

Estos geles superiores se deben realizar el mismo dia en que se hace la electroforesis.

v
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3.3.6 L'lectroforeszv )
Se usé 1a tecmca d:, L'xmelll para llcvar cabo Ia scparacxon de ahcoprotemns (LL-GP)

de acuerdo a su pc.so molc.cular, usando pnra tal fin los gelcs mcncxonados anteriormente y

colocando las muestras de'la I 'm, a sxatuentc.

s'm BRL (p m) 415 coctel

primer carril del

o

c'uril‘cemral '

| 60;11 LL GP (Ao) . +15 plcoctel
sevundocaml k ' R '15_ulc‘o'cte1;'

la prepamcxon del coctel se descnbe en c.l apu\dxce

El control de pesos moleculares pretefiido comercial: nos permite observar bandas de

14,300; 18,400; 25,700; 43,000; ,63,000;*97;000-,)- 200,000 daltons.

La cantidad de corriénlé"eiédrica aplicada durante la clectroforesis fue de 10 mA/gel y
la sotucién amortiguadora fue; glxc1n'1/lrls/base/SDS 10% /HvO ver apéndice.

3.3.7 I‘ransferenczn
La transferencia se realizd para cambnr papel de nitrocelulosa (NC) las LL-GP y los
controles de peso molecularcs después de haberlos cromatografiado en los geles de acrilamida,

la técnica se realizé como se indica a continuacidn.

Se usé un amortiguador de Tris-base/gliciny/metanol (ver apéndice).



La solucién amoruoundora es usada. L.d\_mas de:la: transferencm misma’ para embeber
previamente las fibras; papel ﬁltro y mtrocclu’o;a h trans[’crcnud se: re'lh/o durante una hora a

temperatura nmblcntc una. fuente de podnr Hoefer modelo PS 215 fue ln indicada para

suministrar la comcnte elecmcn de 1 Amp:

El papel de mtrocelulosa Y el filtro u c:o; fucron de 15 X ll cm (Sc.hluchcr Schuc]l)

las fibras fueron Scochtbnte de 20 X 23 cﬁ :

solim por m‘dividu‘o. La hoja de

y se cortd en (]II'ECCIOH sxmxlar al comrmento d 1 fxente en clc.ctroforc.sxs en aproximadamente

40 tiras, cadauna de 3 mm de ancho prcw unante al cortc se trazé una(s) linea(s) sobre el limite
formado por el gel . supenor y el gel mferlor d-= tJ manera que sirvid de referencia para alinear a
todas y cada una de las tiras para ser comparaZas al término del ensayo enzimdtico, finalmente
cada hoja de nitrocelulosa ya cortada en tizzs pero nd separada del resto de las hojas fue
embebida en una solucién de PBS con azida ¢z sodio al 0.2% en bolsas de pléstico con cierre

hermético en congelacién a -20°C hasta su uso. (a estas hojas les llamamos blots y pueden durar

hasta un afio en estas condiciones).

3.3.8 Tincign con Aurodye - Forte
Se tomé una de las tiras transferidas ¢2 cada “blot” al azar y se colocd en un multicaster
mod. SE 600 para agitarla con la finalidad de lavar por 30 minutos con AFS/Teewn 20 y luego

con agua 2 veces mas. Se elimina el agua y se adiciona 0.5 ml de colorante, se agité por 2 horas
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o mds. La finalidad de esta tincién fue para ctservar la presencia.de las protefnas (LL-GP) con

una sensibilidad similar a la tincidn de plata en geles de acrilamida.

3.3.9 Revelado con Antlcuerpov

Utilizamos 1a tecmca dcscrm por Tscng (1989), la cual detecta 7 bandas glicoprotéicas

especificas (50, 42, 39, 2¢

21 18 14 y.13 D=zliones) en suero de mdxvxduos guie han estado en

contacto con T. soliun.

3.3.10 Wesle) n-Blot

En cajas Accutran de plasllco con 8 canales, cada u’no para una sola muestra, se

incubaron los renchvos para revehr las bandzs especificas. Se inicié colocwndo en cada canal

una tira y 0.5 ml de AFS/TWEEN 0.3%/Lect2 5% (ver apéndice) en donde se diluye el suzro
1:100. Este se deJ6 mcubando por 30 minuios a temperatura ambiente se lavé 3.veces con
AFS/Tween 0, 3%/Leche 5% a intervalos de 3 minutos cntre cada lnquo se colocé el conjugado
Anti-IgG-peroxidasa en una dilusién 1: 1000, + se'dejé incubando por 30 mmutos se lavd igual
que antes mis 2 veces ccn AFS solo, se adlCl\I-E‘:é 0.05 ml de sustrato (DAB/F202 3%/AFS) y se
observé la reacci6n al cabo de 5-niinutos o m2=0s, se finaliza lavando abundantemente con agua

destilada, se deja secar las tiras y se colocan er. lorma ordenada y protegidas con un cubre hojas.

En cada blot se colocdun control positivo y.negativo.

(73]
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Lectura de las Tiras

Se colocd cada una de las tiras problema junto al control- de-P.M. que fue. usado para
cada blot y se observé en base a este y el control positivo si a!gun:i delas 7,b”an'das que son
consideradas para cisticercosis como posiﬁva estaba‘en el: mismo sitio que en los controles, y asf

finalmente dimos nuestros resultados.

3.4  Andlisis Esta(‘l‘z’stiéo

La férmula usada fue:

Tasade , No. total de.casos positivos

Seroprevalencia : - Poblacién total

FALLA DE CORIGEN
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados‘

4.1.1 Clauj' cacwn yde Ias* nmesfras

La forma: en que se'i

ntnhcaron 10; =ueros fue-con un numero folmdo proporcxomdo a

cada indmduo :enc,L_le' z}d 1b'\se cmtro ‘se mnneJo el

nombre de cada individuo studlos de I'lboratono etc

La numeracion.qu '7000 correspondxé a la comumdad de Atotomlco del

2001 a1 3500 la de Tetel

4.1.2 Tnforme

La formd‘deéi ort los resultado; dal blot fue con'el nimero 1 para los casos potmvos

y el 2 para los neaanvo dt. esta ‘forma fue facil manejar gran cantidad de datos por nmiedio de

listas como se qemphcg con el siguiente caso:

© Niimero de Muestras Resultados
25 2
345 1
1536 2
2850 1
4750 1




4.1.3 Localizacién y caracteristicas de la poblacwn
En'la foum 2" sc mucstra un mnpa del cstado de MorcIos descnbxcndo el sitio de

ubicacién de ]as comumdadcs estudmdns.

La figura 3 presenta los histogramas correspondientes a la distribucién de frecuencias

por edades de los individuos encuestados de cada una de las tres comunidades.

-
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4.1. 4 Solub:lt::acién de las glicoproteinas delos czstzcercos ‘de 1. 'so'liinn;
Con un tnico lote de 30 g de peso hiimedo de cisticercos se inicig el procecllmxemo de

purificacién para obtener la fraccién LL-GP (Fig. 3.1).

4.1.5 Cmmatagmﬁm de aftmdad ( Sefamsa 4B Ientzl-lectma)
Los 275 mlde la fmccxén LL~P fueron dl\ldldOS en once ahcuoms de 23 ml y cada una

de ellas se corrieron-en la mxsmu columna dr. Sefarosa 4B lentil- lectmn en oncc continuas

ocasiones, en la tabla~1; enc ntmmos los resultados de eslas crom'ltoorafms en valores de

absorbancia para cada tubo_o cién colectada vdela ﬁoura 4a la 14 'lsvgraﬁcns de estos

valores.

4.1.6 Analz.s:s de las dos pICOS abtemr’os en Ia cromatog raﬂa (’e afmdad

Se hicieron; correr en geles analfticos de amlarmda al'10% t'\nto ln fraccmn e\(cluxda 0

primer pico, de ll column'\ de nﬁmdad como la fraccidn ‘eluida con meul-manosmo, eoundo

pico, y se \'1sualiznron t:ﬁiendo el gel con azul de Coomnssnc, figura1s.

En la tabla 2 se observa el rendimiento proteica de las-diferentes fracciones solubles que

resultaron en los diversos pasos de purificacién (Fig. 3.1).



97,400

68,000

43,000

, 25,700

18,400 f!

14,300

Figura 15, Fraccién LL-GP tefiic 2 con azul de Coomassie.
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TABLA 2

. Cone. Protéica

Proteina Tbtal (2)

Fraccién Vol(ml) (mg/m))

0.5kg 250 30 75
kePS " 2: 40 . 1;6 7
LL-P 275 L6 1,65
LL-GP 10 1

001




TABLA 1

CROMATOGRAFIA EN SEFAROSA 4B-LENTIL-LECTINA

CROMATOGRAFIAS
FRACCION] 1+ | 2 ] 3 4 5 6 7 8 9 10 1

1| o000l  ooool o003l oooof  o000f  oo00f oo00]  ooool  ooo4]  op013] 0000
5| 0665 0033 0030 o00s0] o020 0860|0026 0040f 0390 0538 0,330
10l 1,208|  1,025| 1,018 0392]  0402] 1211}  0324]  1,010]  2200| 2,249 2040
15 1930 190l tecol 0911 1600{ 1600  1,856( 1793 22600 2080 2,150
200 1000|1850 1820 2870l 2865 2320 30000 20000  0480]  0072] 0,620
25 0,035 0,061 0,800 3,000 1.200 1,900 2,166 1,200 0,015 0,000 0,004
20]  o0002]  0010f  oo009) 0964 0051 16701  0431] 1,000 0000 0000 0,045
35! 0008 0005  o0008]  oo0211  ooacl o000  o02s0] 0530  occol 0000 0084
4\; 40 0,038 0,030 0,078 0,012 0,021 0,012 0,022 0,045 0,000 0,008 0,044
as! 0478l 01525 0115]  0470] 0020  0000f  0018] 0030 0098 0064 0027
sof 0007l 04152 oocel 0020]  0400] 0000 0074l 00720 0076 0055] 0,020
55| o00es] o760l 0047 0220] 0000|0049  o0087] o100l 0045 o0ps0l 0014
60 0055 . 0054 0038 0092 , oo04s] 0177 0052] 00531 0033] - 0032 0012
65 0044l 0040}  0034] 0055 o0020] o110l o038 o038 0018l 0023] 0008
70] 0035  0030]  0033) 0028 0027l 0028 00390 0030 o000t opiel 0005
75 0,035 0,329 0,023 0,025 0,024 0,028 0,025 0,024 0,000 0,006 0,001
80 0,035 0,024 0,020 0,020 0,020 0,008 0,010 0,010 0,000 0,005 0,000
85 0,040 0,023 0,015 0,013 0,020 0,002 0,003 0,002 0,000 0,000 0,000
so] 0013 0024 o000l o010l opio] 00020 00000  0000]  D000] 0,000  0.000

Absorboncia o 280 nm.(LL-P)

Elintercambio con 0.2M de alfa metil-mandsido fué en la fraccién 30, mientras que el inicio de la colecta

de LL-GP se realizo en la fraccidn 40, finalizando en la fraccidn 80.
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CROMATOGRAFRA #1 DE LL-P EN SEFAROSA-LENTIL-LECTINA
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CROMATOGRAFIA #2 DE LL-P EN SEFAROSA-LENTIL-LECTINA

2.000~

1.800—

1.600-

1.400

1.200

D.O. 1.000-
280 nm

0.800—

0.600

0.400

0.200

FRACCION

FIz 3




o

CROMATOGRAFIA #3 DE LL-P EN SEFAROSA-LENTIL-LECTINA
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CROMATOGRAFIA #4 DE LL-P EN SEFAROSA-LENTIL-LECTINA

r/

10

15 20

25

30
35 40

FRACCION

FIG %



cg

CROMATOGRAFIA #5 DE LL-P EN SEFAROSA-LENTIL-LECTINA
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CROMATOGRAFIA #7 DE LL-P EN SEFAROSA-LENTIL-LECTINA
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CROMATOGRAFIA # 8 DE LL-P EN SEFAROSA-LENTIL-LECTINA
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CROMATOGRAFIA # 9 DE LL-P EN SEFAROSA-LENTIL-LECTINA
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CROMATOGRAFIA # 10 DE LL-P EN SEFAROSA-LENTIL-LECTINA
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CROMATOGRAFIA # 11 DE LL-P EN SEFAROSA-
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417 Evaluézcio‘n devlos sueros controles positivos y negativos.

En la mbh 3 se muestran lm 1 és gz abs‘orbanc'ia a 405—nmfdel anﬁlisis ‘por ELISA

tanto de los 10 sueros con, smtomatoloum neuro aoxc'\ compatnble con ncurocxsucercosxa, aunada

al estudio por lomovrafm m:nl comnutanzndn e 1dencmndo qmstes cnstxcercosos asi como de 10

sueros de mdxvxduos S'anS

\BL x_ | III

~‘Iﬁ\’1‘klmer0 de'muestra ! alou.s de absorbancia
Sueros positivos DO 405 nm
C-5447 i 1.758
C-5542 i 0.258
C-5++ | 0.426
C-5447 | 0.489
C-5443 i 0.338
C-54350 { 0.301
C-5491 i S 0.693
C-5404 | . 0852
C-5328 ) 0.574

C-5381 . . t0.295

Sueros Negativos

U [N P
o

0.002
0.003
0.001
0.007
0.008
0.006
0.005

e

\D (0D =) O\ i

V—
(=]




4,1.8 Evaluacion de la fraccion antigénica LL-GP con Auro dye forte.
Enla ﬁoum 16 se mu;stra el resulmdo dela electroforcsm y tmnsf&.rcncm de-la fraccidn

LL-GP y control dc pesos molecuhres temdos con Auro dye forte

4.1.9 L’valuacidu de Ia fracczon annoemca LL GP con antuueipos.

En Ia ﬂoum 17 esm mtevrada por d raas uras de m[rOCClUIOS'l reveladas con: a)

control de peso molecular prete do; b "suen.; de mdmduos dc poblacién abierta; c) suero

control posmvo y d) stiero control _negam 0.
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Figura 16. Resultado de elactroforesis y transferencia de la fraccién LL-GP y
control de peso molecular tefiidos con Auro dye forte.
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Figura 17. Se muestra contro! de peso = olecular pretefido, suero de individuos de
poblacidn abierta, sueros control positive  sueros control negativo,

€0



4.1.10 Andlisis de la presencia de anticuerpos anticisticerco en la poblacion

La tabla 4 rcune los dqtos del porciento de seropositividad obtemdos en <.'1da una de las
tres comumdadcs es[udmdas asi como la frecuancia de reconocimicnto de lns 51ete diferentes

glicoproteinas pyor los ant;cuerpos de los individuos analizados.

Tabla 1V

No. de Muestras 'Atotonilco Tetehlh Chak.ltnn"o.
2112 A\

Muestras positivas

Frecuencia de GPs

GP50

GP42

GP24

GP21

aris

Gpl4 |

GP13
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Porciento de la frecuencia de reconocimiento de los diversos sueros para las

siete glicoproteinas em

e Cr iy T 4 om0 T AW B AT L AR T LTI e A L S T

pleada

s en el inmunoblot
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e
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42 DISCUSION

Las comumdades que s¢ cligicron para reallzar el estudio fueron zonas rurales donde
prevalece la crmnzn de cerdos de'lmbulando hbrgmentc en las callcs el fecahsmo al aire hbre la
venta ilegal y consumo de carne de cerdo mfectada con cxsucercos factores proplos de una zona

endémica para T soltum.

La mayorn de las poblacxones cuenmn con md1v1duos menores de 23 'mos de edad,

existiendo fﬂmllms 1ntenradas hnsm con ’71 mlcmbros que viven cn el mlsmo hoaar ademas de

tener escasa escolaudnd a51 como una madecuada salud pubhca condxcnoncs soc1ocu1[urales que

favorecen la transmxslén y l'est

ablecuruento de eate parﬁsxto.

No obstante Eel’ltener pre’Sénté} todos estos aspectos ger ¢ralérs'félaéi'ona'dos'con"T solium,

evaluar dos estrategias de mtervencxon par a controlnr a l'\ temasns y c1st1cer s'i’s;ié)}Ed‘L_igacikc‘inr

para la salud y b) Tratamlento temclda.
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La tecnologm que se desarrollo para demostrar la presencia de anucucrpos anticisticerco

fue por medlo del inmunoblot. (IB): emplczmdo como anuoeno una fraccnon cnnquecnd'l en

glicoproteinas.

El mmunoblot en combmacxon con:la fr c’c‘m enriquccidq de glico' [

a‘primera que

cuando es hqu1do cefalorrnqmcleo (LC}\) del 955 es decir ]meramente mgor en’l

en la segunda, ’y ad: dc.l lOO% cuzndo se evalué con 1376 ’vmdivi‘duo’s

parasitados con: protoz

et al, 1989).

césto os, ncmatodo~ en total 18 dlferentc. v parasxtosxs (Ref Tsang,

Igualmente el “grup aba_)ode_ P‘e‘:rﬁf?’héﬁrobtéyriidé similares valores de sensibilidad y

especificidad al evaluar _CRde enfermos con diversas condiciones clinicas (Garcia, H.,

Martinez, M., cmmai « Hezrera, G., Tsang, V., Pilcher, J., Dfaz, F., Veras tegui, C., Parras, M.,
Alvarado, M., Narnnjo, J,, Miranda, E., y cl “vmno de (raano en cisticercosis eén Peru 1991.

Diagnosis of cystlccrcosxs in endemic I‘c."'lOn (L‘.ncet 338:549-551), en bucm pnrte por uulu.ar
para tal fin todos-los reactivos preparados directamnente en el CDC de Atlnnh, enel laboratono
donde se originé esta-técnica y habiendo realizado en Perti exclusivamente el procedmuemo de

“incubar los sueros y LCR en el ensayo inmunocnzimadtico.

En nuestro caso basdndonos solo en la literatura publicada hasta principios de-1991
sobre este 1B nos decidimos a reproducir]_a_ en su totalidad para emplearla tanto en la evaluacién

de muestras de individuos con sintomatologia clinica compatible con neurocisticercosis,



obteniendo una gran correlacién, (datos no mostradoes) asi como en individuos de poblacién

abierta,



CAPITULO V



CONCLUSIONES

El rendimiento de purificacién para obtener Ia fraccién LL-GP por el proccdimicnlo

utilizado resullo bajo ya que partiendo de 30 g de peso humedo de lnrvas sélo s¢ logro oblencr

10 mg dec LL- GP sin embargo como e¢s minima la canudad quc. se rcqmuo dc esta. fmccton para

demostrar la: pres nei lcucrpos en las muealms blO[O“lCZIS dc los hunnnos, se puclo

analizar mds dc 5000 difl cs sucros cvldcncmndo dc esta I'ormd I’ scnsxbllldad clc la tecmca.

Desnracnd'lmentc lo 'ultores ongmalcs de cste metodo no h'm pllbllC'l(lO md'x en: cuanto a- este

punto, que permita eve lugr con precisién los resultados de punﬁcacnén exccplo qu_c ]q‘ fraccidn

LL-GP que se obtuvo es praciicamente la misma que ellos usan (comunicacién pcrsoml)

La seroprevalen(:ia obtenida.en-cada una de las comunidades anaIiZadas fue. muy
similar, alrededor ‘del 12 1%, pxobab]emcnlc por ser muy parecxclas entre st desde el punto de

vista econémico, socnl y culluml

Por ejemplo, en todas las comunidades existe ¢l hdbito de no mantener encerrados a los
cerdos en corrales permitiéndoles alimentarse inclusive de materia fecal [ufinan’a ya:que también
es una costumbre la préctica’ de defecar al aire libre no obstante la existencia de letrinas.

Comparando- estos valores con estudios previos de otras comunidades,  por ej¢n1p1¢> en

Xoxocotla, también e el estado de Morelos durante 1989-91 hubo una scroposmvldad del
10.8% en 1552 sueros humanos la cual estuvo asoclada a diversos. _facmres'; de: ricsgo como:

historia de teniasis, higiene personal y casera deficiente, crisis convulsivas; a- mayor edad el
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porcentaje de mdwudum scxoposmvos aumcmo (Rcl‘ 60). En c.nmblo cn Anz,ahuan en‘el'estado
de Michoacdn que ¢s-una comunidad con'una eslruclum socnoculluml dlfcrcntc dc las anteriores

laras‘ mocmcxoncs

se encontré una scroposmvndad dc,l 4.9% cn 1003 dllcrcnleq sueros pcro con (

también a los f'lclores dc rles 20 ya mcncxonados a51 como a m'lyor dad mayor posibilidad de

ser SCI‘O[)OSIUVO.

Otro cstudlo de campo rcqluado cn Puru (Rcf 7) con- un mcnox numcro dc muestras y

enfocado a evalua ln Scnblblll(lﬂ(l clcl mmunoblot lrcntc a la busqucch de nnucucrpos y

antigenos en un ensn nmunoen/lmmwo en p0/o 1cvelo que c.l (lB) uvo una cspccmcxclad del
100% mlcntrm que el ELIS p'ml amlcucrpo.» fue (lcl 8G6% 'y para anllgcno del 62% cruzando

principalmente con:mucslms de,mcllvlduos parasnados con E. granuloseus ¢ Himenolepis nana

La ﬁecucncm con quc los individuos reconocxcron “las siete dxl‘ercntcs bandns

antigénicas de. la l'racc16n LL GP momo que la GPSO GP—l" y GP24 fueron las mis dcstachas
en este orden en las tres comumdades y las otras cualro se ewdencmron de forma dlferenle en

cada comumdad mlenlras que en Tclellll'l la; bandas GPlS GPl4 GP?.] y GP13 luvxeron estc

orden decrccxentc en Ato(omlco fueron: las GPIS GP13 GP14 GP21 y para Chalcnmngo lns

GP21; GP13, GPlS y GP14 mdlcando que: los tres nnngenos de peso molecular nl grande son

de caracteristicas cllannosucas y los cmtro reatanles probablemente con otr'ls l'uncxonc en esta

x,"'ldes los- rcsultados

relacién huésped parasxto,' cabe de t car'que en estas mlsmas com

obtenidos en ccrdos por el mlsmo mmunoblot IB revelaro ‘tal kbl n: n las 3 ghcoprolemaq de

s (1 Ref«. Tegls de Adela Segura).

mayor peso molecular comokl‘as, cmentemen

Finalmente ‘el hccho cle contar con \alores de seroprevalencia en comunidades rurales

perimite, ademds de reforzar Ia observwcxon deﬁmrlus como dreas endémicas para T. soliwm.
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Ademds nos ayuda a esclarecer los mecanismos de transmision al corrclacionar los casos

positivos con individuas que presenten algin factor de riesgo para T, solium. -. .
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Amortiguador de fosfato de sodio
Fosfato de sodio dibdsico

Fosfato de sodxo monobasxco
Cloruro dz. SOle i

Azida de socho ‘

Agua dusulnda desxomznda

(AFS)
(NaH2 PO 4)
(Na HPO4)
(NaCl)-
N3 Na) ;

flevara 1000 ml con 'wua de;uladq Y mechr pH 7.0

Solucién (Ia Lowry } 7
Carbonato d:, sodxo anhxdro
Hidréxido de sodlo

Tartrato de sodxo y pomsm i
Sulfato de cobre pent'lhldratado
Hidrdxido de sodxo '

Agua destila’da '

Procedimiento’

N2 CO3)
(NaOH)0.IN

2% 0.1ml

(Cu SO4.5H20)
(NaOHYQIN

13.8g
14.2'¢g

87.6g .

048

800 ml

2% en:
9.8 ml

%Olml
04g
100ml -,

Se aorega a: cndn ‘tubo el volumen de mues[m c1e°1do tanto para la curva:patrén como

para el problema y se afora cada tubo a 1'ml.con AFS IX Se mcluyo un tubo mds con AFS 1

ml como blanco,

Se agregd a'todos los tubos 4 ml de solucién de Lowry y se agitd;

Se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente.



Se adiciond a todos los tubos 0.4 ml de solucidn de Folm prcvmmemc dxlmdo 1:1 con

agua destilada y se aguo vworoswmente

Se incubd a tcmpérmurh ambiente-por 30 minutos y se leyd.en-un espectrofotémetro a

600 nm.

ELECTROFORESIS
Gel | Gel Inferior
Tipo de reactivo ._ Superior |

Acrilamida 30% bxs acnlamxd'\ 0.8%

Tris-HC 2<; pH ,qf.i{ g

Tris-HCl 2M; pH 8.8 C24ml

SDS 10% 12mt
Persulfato de amonio (10 mg/ml) o lel ol L 1 _m"lT B
TEMED o | ooormt | 0050mi

PREPARACION DE AGRILAMIDA 30%

(14}
th



PREPARACION DE ACRILAMIDA 30%

Acrilamida
N,N' - metileno - bis - acrilamida 0.8%

Se afora a 100 ml con agua destilada y se disuelve por agitacién vigorosa. Se

guarda a 4°C.

PREPARACION DE TRIS-HCL 2 M. pH 8.8

Tris (hidroximetil aminometano)

Se afora a 100 ml con agua destiladaiy;‘s,c gs;d

PREPARACION-D

-‘.

Dodecil sulfato de sod' (s S)

Se afora a 100'ml con aﬂua desulada yse cxsue]vc por amtacxon vigorosa. Se .

guarda a lempemtura qmblcnte

PR EPAnAmoNDE PERSULFATO DE AMONIO

Persulfato de sodio
agua destilada

Este reaclivo se debe preparat inmeadiatamente antes de usarse.

86

con HCL. Se guarda a 4°C.

30g.
08 ¢g.

2422 ¢

10 g.

10 mg.

1ml



_ PREPARACION DE COCTEL -

SDS 0.1g
EDTA ' ' . 7.4 mg
Glicerol ) : 1ml

Tris -HCI 0.05. M.pH 6.8 50 ul

Se aforaa 10 ml con agua destiladﬁ y se adiciona azul de bromofenol, la cantidad

suficiente para tener un-color azul intenso.. Se guarda a 4°C en alicuotas de 50ml.

El mercaptoetanol se adiciond hasta el momento de poner el'coctel a las muestras (1

pl/ml).

PRE PARACION DETRISHCL oo 5 M; pH 6.8

121.14 g

Tris-base s P S ' 84G
Glicina e el - . e - w4032 GT
SDS 10% o 28 ML

87



Se afora a 3500 ml con agua destilada, se disuelve y se colocaen ld cimara de

corrida,

AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA
Tris-base ) . ] 3.08¢
Glicina - : 14.48

Metanol . o 200 ml

Se afora a 1000 ml con agua destilada, se disuclve y se coloca en la cdmara.

PREPARACION DE AMORTIGUADOR DE FOSFATO SALINO (AFS)

SOLUCION A i 3
0.01 M. Fosfato de sodio dibdsico (\: Ha PO4 HzO) : : 137¢
0.015 M. Cloruro de. sodxo (NaCl) e el ) ~ 8.76¢

e

Se afora a 1000'mi con aguz_i\'clcstil:nda y se disuelve.

SOLUCION B
0.01 M. Fosfato dc sodxo mOl’lOleCO (\Im HPO4 7 HzO) ' . 2.637¢g
0.015M. Cloruro de SOle (NaCl) R L 8.766 g

Seaforna 10070vjr‘nly, se'.‘vdisuciv,e;’ L
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Se toma de la solucion A, la cantidad necesaria para ajustar la solucién B a un pH

de 7.2, Esta solucxon se llama AFS lz\ cum se esteriliza y es. guard'\m a tcmpcrntur'\

ambiente hnst'\ su uso

'PREPARACION DE TWEEN 20/AFS

Se colocd 0.3 ml de tween 20 en 100 ml d= AFS, Se mezcla y se guarda hasta su

tso,

p'aEPARAcon;Dg'iAE TWEEN '2JOL/VL'ECHE

Se coloca 100 ml de la solucién anterior. ) sa lead 1on'1 5 g de lcche ‘

semidescremada, se disuelve y se usade | u-m du o.

CION DE DAB
Diaminobenzidina (DAB) ;.o 05g
Se afora a 10 m! con-AFS, Sc'disu'elve‘en agitacién por una hora libre de luz, se

guarda en alicuotas de 0:5:ml'a 4°C. -
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