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INTRODUCCION.

El interés en el Area de la inmunologia de in_
feociones por clstodos se ha intensifioado con la g
mergencia de cisticercosis ¢ hydatidosis como gran_
des problemas econbmicos y de salud plblica en mu_
chas. partes del mundo (3), y la realizacién de medi
das de educacibm plblica y quimioterapbutica han te
nido sucesos limitados en prevencidn y control, Por
el contrario, la existencia de estas infeccionss gs
neralments han permanscido sin afectacién o como in
cremento ain en los paises desarrollados donde la
expansidn de la teniasis ha ocurrido a travée de la
importaciln de animales infectados, inmigracibn y
turismo, y a través del desarrolle de emquemas de
conservacién del agus, los cusles diseminan huevos
infectivos (Motassian y col., 19773 Rickard y Adolp,
1977,

Bajo estas circunstancias no es sorprendents
que se tenga la esperansa en las prusbas iomunoldgy
cas de infecciones por céstodos para procedimientos
profilécticos y de diagnéstico que podrian contri__
buir a programas aédicos de prevencién mhs efeoti__
vos que se podrian desarrollar en hubspedes defini_
tivos e intermediarios.

Debido a cbservaciones que se han realitado sg
bre trabajos publicados por instituciones de presti
gio en nuestro pais como son sl Instituto Mexicano
del Seguro Social, la Universidad Nacional Autonoma
de México y otras, se pretende con éste trabajo de



iuvestigacibn elaborar la téonica de "Nicro Memagly
tinacién Pasiva" para diagnosticar cisticercosis cg
rebral en el humano como prusba de laboratorio sen
sible, confiable, reproducible y de fécil aplica___
cifn en nuestro medio,



CAPITULO I

RESPUESTA INMUNE EN INDIVIDUOS CON CISTICERCOSIS
CEREBRAL

La cisticercosia es en nuestro medio, la para_
sitosis mls frecuente del sistema nervioso central
en el hoabre, Es causads por infeccibn con ia for_
ma larvaria de Taenia solius (Cysticercus cellulo__
sae), y ae manifiesta con los mhs variados sindro__
mes neurolbgicos y psiquibtricos (4).

La cisticercosias tanto humana como porcina es
cosmopolita, En México probablements los primeros
cagos 4e pacientes con cisticercosis oerebral se pu
blicaron en 1888 (13). He ha estinado que la fre__
cuencia de la cisticercosis del sistema nervioso
central en nuestro pais es del 0.8 a 4 por ciento g
proximadasente; sin embargo, estas cifras han perma
necido pricticamente sin variacidn en los Gltimos

cuarenta afios (8,9,10,11,12),

Se desconoce la frecuencia real de la cisticer
cosis del sistema nervioso central a causa de las
dificultades para realizar el diagndatico en los pa
cientea asintomAticos o con pocas manifestaciones
eclinicas, con lo que las cifras de la frecuencia de
ciaticercosis nos dan ablo une idea aproximada de
la magnitud de éste problema,.

Hazzoti (1944) encontrd en 4000 muestras de ma
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teria fecal, el 2§ con huevos de Taenia sp, Nieto
(1946) en 5000 liguidos cefalorraquidecs de pacien
tes siquidtricos detectd el 6% de casos positivos
confirsados parasitoldgicamente; en éste mismo afio
Robles (26) informd que la cisticercosis junto con
la tuberculosis ocupaban el primer lugar entre las
causas que originan hipertensién intracraneal. Al_
bores y Altasirano (1972), sn 9412 autopsias reali_
zadas en el Hosmpital General de la Ciudad de Mézmico,
en un periodo de 18 afios (1953-1970), la ciaticerco
sis se encontrd en el 1,3% (13 lugar) y sunque no
corresponde a los datos encontrados por Briselio ___
(3.5%) y Costero (3.34), se observa que sigue sien_
40 un problema muy importante, ya que la mortalidad
se debe a localiracibn cerebral o meningea, y segin
Reyess Armijo y Beltrin Gofii esta parasitosie origi:..
na ol 10% de los casos de hipertensidn endocranearna.
Por serologia Gold-Saith y sol. (1971) encontraron
o1 3.8%.  La frecuencia de la ciaticercosis en cer_
dos var{s mucho dependiendo del método de dimgnbe__
tico utiligado y de la regién o sitio estudiado.

El Cisticercus cellulosae es una vesicula ovoi
de, de color blanguecino, mide de 3 & 10 mn de lar_
g0 y esth constitulda por una membrana de grosor u_
niforme que e invagine y contin@ia con el cuello y
escllex el cual presenta cuatro ventosas y un roste
lo con doble corona de ganchos. La vesicula esth o
cupada por un 1fquido rosado denominado fluido vesi
cular con abundantes protefnas, carbohidratos y 1f_
pidos,

1a localizacién de la larva en el sistema ner_
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viocso central es la mhs estudiada debido & las alte
raciones tan beveras que se presentan, asf como por
el exAmen minucioso qus de #1 yemlizan los patblo__
goa en las autopeias.

Loa parsitos pueden encontrares en sl parén _
quima, en las circunvoluciones del cersbro o en la
base del crdneo afectando nervios craneales por me_
caniamos cospresivos, perc si is larva muere se pre
sentan alteraciones inflaastorias y alérgicas con
vaaculitie y aeningitis basal crénics que frecuents
gente causa 1a muerts, Tambidén se pueden localizar
en ol siatema ventricular, donde interfiersn el flu
jo nommal del l{quido cefalorraguideo, produciendo
hipertensifn intracranssl y sn ocasiones hidrocsfa
lia, La hipertensibn iutracransal es una manifes__
tacibn muy comdn en la ciaticercosis Serebral, pro_
duoiéndoge cefslea, edean de la papila, alteracio__
nes de 1la visién, vdmito y siuntoastologis de pares
eranealea, Los cusdroa oconvalsivos 4o tipo epilep
tiforme son frecusntes (26).

e han hecho mGltiples intentos para realizar
sl dimgudstico con certesa en lae cisticercosim del
sistema nervioso central, sediante sstudios que po_
nen de manifiasto ls pressucis de sutiocuerpos con
tra cisticerco, como la "M jeacién de Complemento®
on el liquido eefalorraquidec, las "Nesccionss de
Precipitacisn® y “Hesaglutinacién® en suero y lfgai
do cefalorraguideo, la “Respusata de Transformacidn
Linfoblastica”, la prueba ds “Innunoslectroforesis"
y la "Doble lnmunodifusién st Agar®, y la prueba de
"Inmunoflusrescencis Indirecta" con suerc; peroc en
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general se puede decir que con §stos métodos se ha
obtenido una pobre discrimiuacién entre pacientes
oon cisticercosin del sistema nervioso central y los
pacientes sanos, observando resultados que van des_
de 30£ de positividad hasta el 40 a 504 de falsce
negativos, ya que los métodos de laboratorio tienen
una pobre discriminacién entre pacientea con tenia_
sis intestinal y los pacientes con oisticercosia en
diferentes tejidoa.

Por muchos sfios se descartaba la idea de que
las infecciones intestinales con cbstodos adultos
podrian provocar respusstas inmunolégicas en el huly
ped definitivo (3). Actualmente, se ha aclarado que
§sto no es verdad. La evidencia de infecciones ex_
perimentales y naturales con vermes adultos tipific
oados han deaostrado que ocurren respusstas de anti
ouerpo especificas, y que contribullen inmunolégica
mente mecanismos aediadores efectores en la interag
eifén hubsped pardeito.

Kl contacto eutre la superficie de la mucosa
intestinal con el Srgano de countacto del céatodo a_
dulto debs ser muy cercano, no s necesario propo__
ner que $ato sea un prerrequisito para la estimula_
cifn de la respuesta de anticuerpos, Existe amplia
evidencia de la formacién de anticuerpos en la admi
nistracifn oral o intraintestinal de antigenos no
invasivos derivados de céstodos. Numerosos estudios
coinoiden en que los anticuerpos contra ciaticerco
son capaces de conferir inmunidad ya sea por trans_
ferencia artificial por medio de sueros de animales
hiperinnunes (14).
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La presencia de inmunoglobulinas en l{quido ce
falorraquideo de loas pacientes es resultado de la
fase efectora de la respuesta inmune en el sistema
hervioso central por estimulacién de diversos anti_
genos, ya que se ha deteoSado una councentracidn de
13 en ol l{guido cefalorraquideo en los pacientes
8anos y con cisticercosis cerebral ocoaprobada; ein
embargo las concentraciornes nfximas se encuentran
en loa pacientes con cissicercosis comprobada, lo
que indica una estimsulacifn prolongada por antige_
nos de cisticerco, y ¢l predominio de Igd nos su__
giere que se trata de un proceso crénico (4).

3¢ han dirigido investigaciénes para evaluar
la clase de inmunoglobulina que produce la protec__
cidn, demostrando que 1a Ig0 ¥y la IgA wou los anti_
cuerpos involucrados en la resistencia contra dife_
rentecs especies de oéstodos (15, 16). Actualaente
no se ha demostrado que las inmunoglobulinas Iz
contribuyan al estado de resistencis en el individuo.

La escasa concentracién de inmunoglobulinas en
1{quido cefalorraquideo es una limitacidén para iden
tificar anticuerpos {17, 18), por 10 que en éste e
tudio se loard tener una mayor concentracidén de an_
ticuerpos contra cisticerco al councentrar las protg
inas del liquido cefalorraquideo para identificar__
lae por su capacidad para sglutinar los eritrocitos
previanente sensibilisados con sutigenc de eisSicer
co en la técnica de Microhesaglutinacidn Pasiva,

La produccibn de snticuerpos séricos por animg
les infeotados iaplica la posibilidad del diagnbs__
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tico de la enfermedad, no obstante, la ausencia de
anticuerpos no excluye el diagndstico de cisticerco
sie, puesto que la resccibn humoral inmunitaria pug
de ser de magnitudes variables. Pricticamente to__
das las pruebas serollgicas ordinarias pars la in__
veastigacidn de anticuerpos contra cisticerco tienen
¢l problema de las reacciones crusadas falsas uega_
tivas. BEn el hoabre se ha demostrado por inmunce
lectroforesis que 40% de los pacientes con cisticer
cosis confirmada carecen de anticuerpos preoipitan
tes on ol aomento de la pruebs (20).

La imposibilidad para identificar anticuerpos
especificos del sntigeno de cisticerco, se puede ex
plicar porque 1la concentrwcién de snticuerpos con__
tra oisticerco sea muy peguelfia, porque 1la sensibili
dad de la téonica no alcance a detsctarlos, porque
halla un eatado de tolerancia imaunoligica al ant{_
geno de cisticerce o porque existen variaciones an_
tizéuicas (serotipos) ae los cisticercos.

Actualaente se conoce que el ciseticerco desa
rrollado cospletazente es resistente al ataque inmu
nolégico; s8lo las larvas son susceptibles al mismo
{19).

La manera en que el cisticerco evade la accidn
de la reaccidn inmunitaria se ha explicado por va__
riacidn antigbnica del cisticerco mAs ripida que la
reaccibn inmunoldgica (21), anticuerpos bloqueado_
Te’ que compiten con manticuerpos eitotbxicom (22,
23), 0 bién, que o1 pardsito estd rodeado por una
cubierta de componentes del huésped que lo hacen im
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permeable a los anticuerpos y a las cblulas inauno_
competentes, por 8ltimo que el parkeito puede indu_
oir tolerancis inmunolégica {24).

La investigacibn de la participacibén de la in_
Bunidad celular en la resistencia a la cistioerco__
#is e ha limitado en algunos intentos de tranferir
irmunidad por células. 9in embargo, hay clara evi_
dencia de hipersencibilidad retardads en cisticercg
849 inducida en rasones por Cysticercus fasciolaris,
pero no esth olara su participacisn sobre la proteg
cibn (25).
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CAPITULO IX

RESPURSTA INMUNRE EN ANIMALES DE LABORATORIO

Recienteasnte #¢ ha reportado sobre los prime_
ros intentos pars evaluar respusstas serollgicas y
de hipersensibilidad cuthnea en saperimentos con car
dos infectados. 3e detectaron anticuerpos circulan
tee y ocurrieron rescciones inmedistas cutdnean, ps
TO no e ha encontrado una correlacibén Gtil sutre
positividad y preasncis o grade de infecoidn, FPrug
bas de anafiluxis cuthnes pawiva indicaron que los
anticusrpos que producian una corta mensibilisacibn
de 1s piel diferentss de las reaginas, fueron res
poussdblem de lam resocionss outhuess que se obasiva
ron en su sxperimento. Las reagiuas, por otra par_
te, us deroatraron en el suero de borregos infects
dos con Tasuis aulticeps y otros tenioidss, por 1o
tanto, no hay evidencim de sspecificidad de especie’
que se requerird; los procedimientos précticos para
disgnbéatico ae desarrollan sn base a ésta téonica,

Los satudios realizados en cerdos mediante la
técnica de precipitacidn detesminaron la produccidn
de anticuerpos diferentes de las reaginas (3).

Ricard y Bell {1963) fueron ospaces de provo__
car un alto-grado de resistencia contra Taenia ovis
en borregos por medio de implantacién intraparito__
neal de cdmaras de difusidn conteniendo oncosferas
activadas y por vacunacibn con antigenos recolects_
dop a 1oy 14 dias IN VITRO de cultivo de embriones
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de Taenia ovis. Los antigenos de las oncoaferas se
ezpiesan a producir en etapas muy tempranas del de_
sarrollo larvario lo cudl induce la produccibn de
anticuerpos protectores a niveles muy altos en el
calostre de loa animsles en estudio,

Antigenos de teuims de diferentes especies pug
den liberar potentes inmundgenos, los cuales pueden
" proveer un alto grado de proteccién a los productos
IN UTKRO y & neonatons.

Estd claro que ni la infeccidn prolongada ni
transitoria con organisgos viables son necesarios
para estimylar la proteccién de largs durscién. Los
immunbgenos sfectivos se pueden colectar de cultives
IN VITRO en medios simples, asi los detalles fieicg
qu{micos o su naturaleza pueden experimentarse. Las
indicaciones de la presencis de reacciones oructadas
¥ ant{genos especificos de especie sugieren gque h_
tas mesclas deben ser investigadas profundamente,

Kl meoanisao de resistencia en anisales vacung
dos permanece aién desoconocido. . ko esth clare si el
uso de adyuvante de Preud's es un prerrequisito pa_
ra la imauniszacién efectiva,

Pinalmentes, uno de los descubrimientos més con
sistentes por resurgir de éstos experimentos es que
ningln mecanismo immunolégico, ya sea natural o ar_
tificislmente inducidos, parecen ser ocapaces de pro
vocar la destruccidn del parfsito que ya esth esta_
blecido en ol tejido. Experimentalmente se ha deags
trado que lom anticuerpos protectores en ratas in _
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fectadas con Taenia tasniasformis esthn exclumiva__
sente asociados con inmunoglobulinas del tipe Ing.
durante las priseras cuatro sesmanas de infeccibn.
Despuée de las cuatro sesanas si otras cleses de §n
munoglobulinas estdn involucradas no es seguro. FPa
rece ser que la induccién de una respuesta inmune
protectora es alde potente utilizando el antigeno jyn
to con sl adyuvante de Preud’s,

La proteccidn estd deterninada por la presesn
cia de Igh seoretors o 150, en ol calostro para ra_
tonss. I rosdores experimentalaente ss ba demon
trade produccifén de IgB a partir ds las dos a tres
primeras semanas fetales y alcansando un alximo en
le sexta mmana para dimminuir pesterioruente hasta
niveles no deteotables., Otros ascanimmos protecto_
res son mediados por la activaciln del sistema del
complemsnite a travis de la 180,
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CAPITULO III

PRUEBAS DE LABORATORIO PARA IDENTIPICACION DE ANTI_
CUERPOS CONTRA CISTICERCO

~CON'RAINNUNOELECTROPORESIS
=INNUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
=PIJACION DE COMPLEMENTO
~HRMAGLUTINACION PASIVA
-BLISA

=RIA

a)CONTRAINMUNOELECTROPORESIS.

Beltrdn y Goass Prieto (5) reportaron el umo
de contrainsuncelectroforesis en cisticercosis hu_
nana y experismental empleande cuatro antfgenos, en
contraron excelente corrslacifm entre las condicig
nes oelinicas del tejido en el hubsped y ol némeroc
de bandam de precipitaciin formadas. 36 encomtra_
ron rescciones crusadas oon el suero de pacientes
con Echinococous sp., Tasnia saginata y Cosnuros sp.
La prusba de DOBLE DIFUSION EN GEL ss ha encontrado
insensible con suero humano y anisal,

b) INKUNOPLUORESCENCIA INDIRNCTA,

La prueba tiene aplicacifn clinica como ayuda
para sl diagnbstico de pacientes con cisticercosis,.
Estudios realisados en grupos de pacientes con cis
ticercosis comprobads, ningln caso resultd negativo,
utilisando musstras de suero sangufneo, Esta prus_
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ba no deliaita sl sitio en que se oircunsoribe ai_
cha parasitacién, sino que pemite descubrir su e_
xistencia (6).

En ésta prueba se usan como ant{geno,,cortes
histolbgicos de cisticerco extraidos de la carne de
cerdo, de un grosor de cinco micras, hechos en ori_
ostato.

Los intentos para demostrar anticuerpos contra
ant{geno de cisticerco en 1lf{quido cefalorraquideo
no han tenido muche éxito debido a la poca concen
tracisn de anticuerpos contra el cisticerco en el
lfquido cefalorraquidec.

¢)PIJACION DE COMPLEMENTO,

La serologia de cisticercosins es de interés ra
ra medicina y veterinaria., Los remultados que se
han obtenido con la técnica de Pijacidn de Comple__
mento han resultado inoonsistentes. As{ sismo, es
dif{cil establecer comparaciones debido a las varig
oiones de los métodos y los reactivos usados en las
difersntes técnicas, algunas evidencias indican que
1la prusba carece de sensibilidad y especificidad (9.

La pruedba de Pijacién de Complemento para en__
fermedades paraitarias es 1a mis antigus, 1a nie ag
Plismente usada, y ¢l aks variado ds todos los méto
dos serolégicos, sunque sin algunas modificaciones,
2o es enteramente satisfactoria con antigenos para_
sitarios, Las pruebas de tipo cuantitativo y la
prueba modificadas 4e Kolmer ge han estandarirzado con
&xito; los resultados de diferentes laboratoriosmr
lo general no son comparables, Todas las pruebas
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‘emplean el 50% do headlisis como punto final y re_
quiere de uns estandarizsoidn adecuada de los reao_
$ivos y técnicas. La aparicibn de resultados dife_
rentes son causados gensralments por variacionss en
técnicas, asf como la difersncia de antigencs, una
prusha siaple de Pijacién de Cosplesento es altamen
ts aceptabdle,.

d)HEAGLUTINACION PASIVA.

Prasda en la cudl ee utilisan eritrocitos de
carnero (SRBC) tanisados ¢ gl8bulos rojos de humano
como el macarresdor inerte 4e varios antigenos pars_
sitarios se han disefade en la téonica de Boyden.
Esta prusba se recomiends para toxoplasmonis, mala_
ria, enfernedades hidatidicas, cieticercosis y VilM.
La téonica es relativamente simple de realisar, y
1la prusha ¢e muy sensible. Bl procedimiento se pug
de variar y sigue dando una reacoiln ant{geno-anti_
caerpo aceptable,

So han dirigido investigaciones para svaluar
la clase de inauneglebulina que produce la proteo_
oién, demostrando que 1la Igd y la 1gA (A) son los
anticuerpos involucrados en la resistencia contia
Cistioercus posiforuis y Cisticercus fasociolaris en
animales de laboratorio.

O)I.L.I.S.A. Y Rel.Ae

La téonica de E.L.I,3.A, es sencilla, econbmi_
oa, reproducible y no expons al personal a material
radiactive como sucede con la téonioa de¢ R.I.A.
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Esta prueba tiene una sensibilidad de 89.5% en
el suero y una especificidad de 100%, Similamente,
la sensibilidad y especificidad en liquido cefalo__
rraguidec en ambos casos es de 94.7%, De manera que
la sensibilidad de la prusbas con muestrus de llqui_
4o cefalorraguidec es ligeramente mayor que la prug
ba con suero, y la especificidad ligeramente menor

(n.

Actualaents, E.1.1.3.A. es 1a técnica mbs aen_
sible que nos peruite el grado deseado de oonfiabi_
1idad en el dimgndstico de cisticercosis cerebral,
estudios preliminares indican que ocon el antisuero
especi{fico apropiado, R.L.1.3.A. ss puede usar para
#edir anticusrpos clase~especifico, as{ como anti__
cusrpos subclass-especifico & los antigenos de cis_
tiserco. Algunos investigadores han demostrado que
los anticuerpos 120 es la clase de anticuerpo domi
nante sn pacientes con cisticercosis, Clases de an
ticusrpos 1gll, IgE & Igh we han detectado an menor
grado, 3e sugiere que anticuerpos IgD e IgG son
cuantificables en muchos pacientes con técuicas de
ReIeAs, o E.L,1.3.A.

Finalaents, 1la téonica de E.L.I.3.A. tiene men
sibilidad y especificidad similar que R.I.A., 8len_
do bata primera mAs sencilla y mhs econdaica,

Otras pruebas que estén siendo estandarizadas
¥y que -al parscer tienen-gran futuro son la aglutina
cibn con part{culas de l&tex que detecta anticuer__
pos en liquido cefalorraqufdeo (26).
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CAPITULO IV

MATERIAL Y METODOS

DESARROLLO DE LA TECNICA DB MICRO HEMAGLUTINACION
PASIVA

En la Micro Hemaglautinacién Pasiva, los glébu_
los rojos de carnerc o husano tipo "0 se utilizan
como soporte debido a que mon fhAciles de obtener y
de conservar bajo ciertas condiciones durante 15 a
30 df{as en ol laboratorio, ademds de fijar espontd_
neaments a su superfiocie casi todos los polisachri_
dos y ciertas protefnas antigénicas, cualidad que
se incrementm cuando son tratados con &cido tdnico,
produciendo aglutinacién cuando se ponen en contac_
to con inmunoglobulinas especi{ficas.

Para conocer la cantidad de inmunoglobulinas
presentes, se efectian diluciones seriadas del sue_
T0 con cantidades constantes de una suspensidn de
glébulos rojos sensibilisados con ant{geno especifi
co; la dilucién afs alta de suero que determine una
clara aglutinacién, se considera como punto final
de la reactividad y representa el t{tulo de la dilg
oibdn.

I, MUIPO Y REACTIVOS.

1. Centri{fuga clinica.
2. Baflo Maria a 56°'C y a 37'C,

3, Tubos de centr{fuge cénicos de 15 ml gradua
dos,
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4.

5.

6.

a'
9.

Pipetas serolégicas de 0,2 y de 1 ml gradug
das en centésimas, de 5 a 10 ml graduadas
en décimaw.

Vaso de precipitado de 50, 100 y 200 ml,
¥atraces d4e 50 y 125 ml,

Bquipo para WICROTITULACION:

a, Pipetas de 0,050 ml y 0,025 ml,

be Dilutores de 0,050 ml,

¢, Placas con pozas en U,

Pipetas Fasteur.

Tubos de celulosa para diklieis (M.W. CUTOPP
12,000 a 14,0003 DRY CYLIND. DIA.: 15.9 am;
DKY THIOKNESS: 0,0008%),

B. REACTIVO3.

1.

2.
3.
4.
5

6.
Te
8.
9.
10.

11.

Citrato de wodio al 3.8¢4 (n-ozccﬂzccoﬂ(cozml
CH,CO,Na 3.8%),

Buffer salinc de fosfatos (PBS).

Acido ténico (676“52°46)'

Antigeno de cisticerco.

Suero nommal de conejo inactivado a 56'g du
rante 30 min,

Suero control negativo,

Susro control positive de t{sulo conocido,.
Britrocitos de carnero,

Solucibn salina fisiolbgica O.14 M (NaCl
0.14 M),

Solucién scuosa de formaldehido al 40%
(HCHO 40%).

- Agua deshionizada,

IZ. PREPARACION DE REACTIVOS.

Ao

SOLUCION ALSEVER'S (1).
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Glucosa (0631206) - am . ee == 2,05 gr
Citrato de sodio 0.80 ar
Cloruro de 20dio (Nall) = = = = == 0,42 gr
Hy0 deshioniszeds = - - = = - - =~ 100 =l
PRecccacnce caceaecaeebl (50
ajusta pH con fScido ofsrico al 10%).
-Agtoclavar a 10 Pei/ min.
~Almacenar & 4°'C la mescla de sangre y Alse
ver's, no usarse hasta tres dias despuie
de la colecocibn.

B, BUFPER SALINO DB POSPFATO3 (PBS) (2).
1. Solucidn Steck.
a, Posfato diebddico monohidratado (0,15 M

Nnauro‘).

L e R

H20 deshionisadg « = = = =« == 1,000,0 m}

=Disolver 1a substancia en aatrds volu
aétrico ocon poca agua y aforar hasta
1,000.0 al ds solucidn.

Postato ds potasie dihidrogenado (0.15 M

ma’o‘)'

mzn‘ e e e ee~ee=sos 20,4 gr
Hy0 desbionisads - - = = - -=1,000,0 Bl
«Disolver la substancia en frasco vole_
adtrice con poca agua y aforar hasta
1,000.0 =l de solucién,

Cloruro de sodio (0.15 ¥ NaCl).

MOl @ ec = = 0 = = =~ = = = == §,80 gr
H20 deshionisada = « = o « ==1,000,0 ml

«Disolver la substancia en matris volu_
abtrico y aforar hasta 1,000.0 ml de -
solucibn,




2. Buffer de Posfatos Salino (PBS) pH 6.4.

lellPO‘ Oel5 M v = = = v = === 32,3 m)
nl.‘,PO‘ Ol Ml = -+ == e == = 67.7 a1
HaCl Ol e = o = = = = = =100,0 m1
=Mesclar coapletaments.

3. Buffer de Posfatos Salino (PBS) pH 7.2.

xuaro‘ 0el5 M e = - e v === 24,001
hal!l'o‘O.ISI--------- 76,0 ml
NaCl Oed5 M - = o =2 = = = = 100,0 ml
-Mesclar coapletamente.

C. DILUCION DE ACIDO TANICO.

1.

2.

Soleoidn stock 1:1,000.

Aoido tdnico (°76“52°46) - = = = 10,0 gr
Buffer salino de fosfatos pH 7.2 10,0 ml
aDisolver completamente.

Solucibn de Acido ténico 1:40,000.

La solucidn stock 131,000 diluirla 1:40
para obtener la dilucién 1:140,000 usada
ok la prusba.

D. ANTIGENO, Para la realisacién de §ste traba
Jo me utilieb antigeno somético completo de
cisticerco.

NUESTRAS DE LIQUIDO GEPALORRAQUIDEO. Realisy

mom la determinaoién de anticuerpos contra antigeno
d4e cisticerco en L.C.R. concentrado en dos grupos
de pacientes con diversos problemas neurolégicos no
sospechosos de cisticercoeis cerebral y en pacien
tes con diagnbstico presuntivo de cisticercosis ce_
rebral,
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Se estudiaron 50 pacientes de consulta externa
y hospitalizados sn o) departasento de Neurologia
del Hospital Dr. Angel Leafio y del Hospital General,
los que se clasificaron en 2 grupos con el siguiente
oriterio:

GRUPO I: Se formub por 25 pacientes, con edades
que varian entre recién nacidos y 77 afios, con
divarsos problemas neurolégices (CUADRO I) no

relacionados con oisticercosis del 3.N.C.

GRUPO II: Se constituyd por 25 pacientes con
sdades que varfan de 11 sesss & 80 afios de o__
dad oon diagndstico presuntivo de cisticerco_
sis coersbral (CUADRO II).

a)Ooncentraoiln del 1iquido cefalorraquidec.-
Se obtuvo L.C.R. por puncién lumbar en cada uno de
los pacientes por sedie de personal especializado
on ambas instituciones.

Las muestras de 2 a 5 ml do L.C.R, se concen__
traron en sscaross utilisando tubos ds celulosa pa_
ra dillieis hasta obtener una décima parte de su vg
ldaen original. Inmediatamente despuls mns procedid
al estudic de law muestras por medio de 1la técuica
de microhenaglutinacibn pasiva, descrita posterioz
mente,

11X. TANIZADO DE GLOBULOS ROJOS (2).

1. Los glbbulos rojos suspendidos en solucibén
Alsever's lavarlos 3 veces con buffer sali_
no pH 7.2, ceutrifugando & 2,000 rpm duran_
te 5 min cada ves,
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2.

3.

4.

5.

6.

Medir el paquete y ajustar a una suspencibn de 2,5%
agregando 4.0 ml de buffer PB3 pH 7.2 por cada 0.1
ml de paquete de glbbulos rojos.

Agregar un vollmen igual de Acido ténico 1140,000,.
Incubar la megcls en bafio Marfa a 37'C durante 15
nin,

Centrifugar a 2,000 rpm durante 5 min, decantar el
sobrenadante, reauspender con FPBS pH 7.2 y volver
a8 centrifugar 5 ain.

Decantar y sedir el paguete de glbbulos rojos. A
justar a una suspensidn de 2.5 con buffer salino
de fostatos pH 6.4, Se guarda en refrigeracidn.

IV. SENSIDILIZACION DE GLOBULOS ROJO3 CON ANTIGENO.

1. Los glbbuloe rojos tanados se sensibilizan
agregando un voldmen igual ds dilucibn épti
ma de ant{geno en FB3 pH 6.4 por sjemplo: A
gregar 2 ml de la dilucidn de antigeno a 2
uml de la suspencién de células 2,.5%,

2, Incubar la mescla en baflo ¥aria y centrifugar
despuds durants 5 ain a 2,000 rpa, (Bafio Na_
ria a 37'C/15 min).

3. Decantar el sobrenadante y levar las células
otras dos veces por centrifugacién a 2,000
rpm por 5 min con suero norsal de conejo al
1% diluldo en PBS pH 7.2; volver a lavar cen
tritugando 10 min para obtener un paquete de
glbbulos rojos.

4. Ajustar sl paquete de chlulas a una suspen_
cibn de 1.5% en suero normal de conejo dilu_
ido en PBS pH 7.2 ej.: Cada 0.1 ml de paque
te de células se multiplica por un factor que
on 66 y ve tendrd que agregar 6.6 de suero
normal de consjo al 1% obteniéndose una sus_
pensién de células al 1.5% que son las
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6.

Te

8.

9.

10.

que 8e utilisan en la prusba,

Tomar una alfcuota de gldbulos rojos tani_
zados en solucidén 1140,000 sin sensibilizar.
Estos eritrocitos se utilizan como control
de células en el ensayo y para adsorver el
antisuero de prueba.

A 1n suspensién de glbbulos rojos sensibili
sados con antigeno y a la suspenailn de eri
trocitos tanigados sinmusibilizar, adicio_
nar fornalina al 40% en una proporcibn de
1:10 mientras ss agitan. La formalina pue_
de adicionuarse gota a gota durante 20-30
minutos (1).

Dejar toda la noche a 4'C y adicionar nue_
vasente la sissa cautidad de formalina que
la ves primera a ambas suspensiones,

Dejar lae células en reposo 24 Hrs y decan_
tar el sobrenadante.

Adicionar un voldmen grands de buffer salino
de fosfato pH 7.2 y resuspender las células
por agitaciln vigoromsa.

11.Dejar que lam células se asienten 24 Hrs y re

12,

patir el lavado con FBS PR 7.2.
Ajustar ambas suspensiones de ollulas al 1.58

v/v y adiocionar 0,28 de formmlina de concen_

tracidn final como preservativo.

=Las células pueden almacenarse a 4'C por
mis de 2 afios,

g !
V. DETERMINACION DE COXCEMYRACION OPTIMA DE ANTIGENO,

1.

Preparar 4 diluciones de ant{igeno en buffer
pH 6.4, ejemplo: 1:20, 1140, 1:80, 1:160,
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2,

3

Sensibilizar glbbulos rojos con cada dilu_
cibén de antf{geno siguiendo los pasos 1 al §
del inciso IV,

Checar cen suero positive y otro negativo
cada une de las diluciones. La mée baja di
ducidn de antigeno que de el titulo mém elg
vado con el suero inmune y no reaccione con
81 suero negativo ss considerard el Sptimo,

VI. DE3ARROLLO DE LA PRUEBA.

1.

3e

4

6.

Concentrar 1os liquidos cefalerraquideos en
sacarosa.

A todas las sxcavacionss con fondo en "U"
de la placa de microtitulacidn agregar con
una micropipeta 0.050 ml de suero nomal de
conejo al 1% 4ilu{do en buffer salino pH 7.2,
Cargar un miorotitulador de 0,050 ml con 1f
quido cefalorraquideo problema y colocarlo
on la primera pora, mesclar completamente y
transferir 0.050 ml & la posa siguiente re_
pitiendo esta proceso hasts 1a dltima poza
de la hilera 4s donde ss descartan 0,050 ml.
A cada dilucibn del liquide cefalorraguideo
agregar con una sioropipeta 0,025 ml.de la
suspencisn de glébulos rojos al 1.5%.

Con un aicromgitador, agitar todas las po_
sas.

Dejar reposar 1a placa a teaperatura ambien
te y on chaara hémeda durante 2 a 3 horasg
hacer la lectura.

VII. CONTROLES REQUERIDOS.

Ao

Control del Diluente.
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1.

Depositar 0,05 ml de suero normal de co_
nejo al 1% en uns hilera de pozas y agrg
gar 0.02% ml de la suspencidn de células
sensibilizadas al 1.5%. Esta reacoibn
deberd ser negativa.

B. Contro} del L.C.R.

1.

2,

3'

Preparar una suspencidn al 1.5% de glébu
los rojos tanisados pero no sensibiliza_
dos con susro norsal de conejo al 1l.5%
en buffer salino pH 7.2.

Preparar una placa {por duplicado) con
diluciones seriadas del L,C.R. problesa
en por lo menos 6 pozas para cada liqui_
do cefalorraquideo.

A cada posa agregar 0,025 sl de células
no senaibilisadas, Debers obtenerse una
reaccidn negativa con cada L.C.R. Si el
L.C.R, e» positivo, deberk ser adsorbido
con glbbulos rojos y volverlo a probar.
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CUADRO I

GRUPO I

PACIENTES SIN CISTICERCOSIS DE 6 DIAS A 77 ARos DB

EAD ‘
PACIENTE No.  EDAD SEX0  DIAGNOSTICO PINAL

1 39 afios M ATROPIA CEREBRAL

2 9 afas ¥ ATROFIA CEREDRAL

3 17 allos P AVOC TROMBOTICO

4 9 afas P  ATROPIA CEREBRAL

5 20 afios N MALPORMACION A~V CEREBELOSA
6 47 afios P AVC TROMBOTICO

T 29 dlas P ARNOLD CHIARI

8 41 aflos M HIMATOMA SUPDURAL

9 8 afios P  ATROPIA CEREBRAL
10 53 afios ¥ POLIRRADICULONCURI?IS

1 63 afios ?  PISTULA CAROTIDEOCAVERNOSA
12 19 aflos ¥ ENCEPALITIS VIRAL
13 6 alas P  APENDICITI3

14 1 mes P  ATROPIA CEREBRAL

15 63 aflos B AVC TROMBOZICO

16 % meses M ENCEPALODISPLASIA

17 23 afios P  GRANULOMA PIMICO
18 10 dias P  ATROPIA CEREBRAL
19 4 mezes M EPILEPSIA IDIOPATICA

20 13 afios ¥ GLIOMA PONTIS

21 44 afios N HIDROCEPALIA

22 24 aflos M EPILEPSIA IDIOPATICA
23 9 afics M  DEGENERACION DEL S.N.C.

24 66 afios P PISTULA NASAL DE L.C.R.

25 7 neses M ATROPIA CEREBRAL
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CUADRO II

GRUPO II

PACIENTES OO¥ DIAGNOSTICO PRESUNPIVO DB CISTICERCO_
SIS CEREBRAL DE 11 MESES A 80 AROS DB NDAD

PACIENTE No. KDAD Ixxo DIAGNOSTICO PINAL

1 56 afos % CISTICERCOSIS CERRBRAL
2 25 afos N CISTICERI03IS CEREBRAL
3 32 stios 8  POLIPOACUSIA NNUROSENSORIAL
4 32 ahos 8 WENINGITIS BACTRRIANA
5 61 afos P RUPTURA DE ANRURISNA
6 38 aMos P EDMNA SUBOORTICAL Y'C.0,
7 38 afios N NENINGITIS BACTERIANA
8 43 afios N WENINGITIS BACTERIANA
9 24 afios P CEPALEA
10 62 afios N CISPICERCOSIS CEREDRAL

" 1 70 afios P DIPLOPIA
12 11 meses B RETRASO PSICOMOTOR
13 23 afios ¥ ORISIS GENERALIZADA

- 4 3 afos P  SINDRONE DE GUILLAIN-BARRE
15 80 afos ®  DENENCIA SEMIL Y'C.C.
16 24 shon P  SINDROME CEREBELOSO
17 16 afos 8  CITICEACOSIS CERESRAL
18 60 sflos P  SIRINGOMIELIA
19 36 aftos P  SINDHOME DE GUILLAIN-BARRE
20 72 sfos P SIND. DEMENCIAL Y GONARTROSIS
21 21 afos M CRISIS CONVULSIVA
22 19 sfos M OISTICERCOSIS CEREBRAL
23 47 afios N MENINGITIS BACPRRIANA
24 22 afios P OCISTICERCOSIS OEREBRAL
25 25 afios ¥ CEPALEA POSTCRITICA

*C.C.» Cisticercosis cerebral
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CUADRO III

TITULO DB ANTICUBRPO3 CONTRA ANTIGENO DE CISPICERCO
POR NICROHEMAGLUTINACION INDIRNOTA EN L.C.R. CONCEN

TRADO
PACIENTE No, GRUPO DE PACIENTES
I 11
1 - -
2 - 1;128
3 - -
4 - -
5 - -
6 - L2
T - 112
8 - -
9 - -
10 - 12
1 - 112
12 - -
1 - -
14 - -
15 - 112
16 - -
17 - -
18 - -
19 - -
20 - -
21 - -
22 - -
23 - -
24 - 1316
25 - -

Posfitivo(e)= 112
Negativo (=)= No detectado




ANALISIS ESTADISTICOS. Para evaluar la config
bilidad de la técnica de Microhemaglutinacibn Pasi

va para el diagnéstico de cisticcrcosis del siatema
nervioso centraly sensibilidad, especificidad y va_
lores predecibles positivos, se caldoularon con los
resultados obtenidos de las 25 muestras de L.C.K.
concentrado del grupo de pdacjeuntes clasificados con
diagnéstico presuntivo de cisticervosis cerebral
{Grupo II). Loa pacientes clasificados sin oisti_
cercosis cerebral (Grupo I) se utilizaron (uicasen
te como control.

Para el propbeito de éstos cdlculos, la preva_
‘lenocia de cisticercosis cercbral en pacientes doxi_
canos se ha calculado que em de 0.6 a 4% (8, 9, 10,
11, 12), de manera que utilizando yn valor promedio
se ha obtenido un porcentaje de 2.4% de prevalencia.

Sensibilidad, especificidad y valores predeci

bles positivos se caicularon de acuerde & las si__
guientes firaulas:

# de Sensibilided = {Vgjores Verdaderos Fositivog) X 100
(val, Verdaderos (+)) + (Paluoce -)

# de Sensibilidad = 5 __ X100
5+ 3

% de Sensibilidad = 62,50%

£ de Especificidad =__{Valores Verdaderosy Negativos) X 100
(val. Verdaderoa {(=)) +{Palsos +)
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% de Especificidad = 13 _ X 100
15 + 2

% de Especificidad = 88.23f.

Valores Positivos Predecibles = (Sensibilidad x Pre

valencia) / (Sensibilided x Prevalencia) + {1~ Espe
cificidad) (1- Prevalencinm) x 160.

Valores (+) Predecibles = (62,50) (2,40) z 100
{62.50)(2.40) + (1-88,23)(1-2.4)

Valores (+) Predecibles = 55,10%
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RESULTADOS

Le prueba de Microhemaglutinacidn Pasiva tiene
una especificidad de 88.23% y una sensibilidad de
62.50% 4o acuerdo con nuestros resultados, sin em _
bargo, 1os datos de 2 pacientes cou reaccién positi
va a cisticercosis y que dieron un titulo de 1:2 se
tomaron como valores falsos powsitivos para los chl_
oulos satadisticos debjdo & que no se comprobd por
medio de exhmenes de gabinete, bippsim, ciruagia o
autopsia, la existencia de cisticercoeis cercbral
como® hizo con el resto de la poblacidén, De amane
ra que exiote la probabilidad de que sean titulos
verdaderos de cisticercosis y, ds ser asi, la senai
bilidad de ésta téoniom equivaldria s 70%.

Algunos iuvestigadores han reportado resulta
dos falsos positivos y falsos negativos que oscilan
entre 20 a 408 (35); sin embargo nosotros obtuvimos
valores falsos negativos ligeramente meiores, De
25 muestras, 7 fueron positivas y 18 negativas. Los
porcentajes de falsoe positivos y falsos negativos
son 1w siguientes:

1. Palsos positivos s 28,574,
2. Paleos negativos = 16,66%,

Estas diferencias se podrfan atribuir al tipo
de antigeno de cisticerco que se utiliys, a las ai_
ferencias en la téonica empleada, al tamafio de la
poblacién en estudio o al grado de concentracidn de
- 1las muestras de l{guido cefalorraquideo.

DISCUSION Y CONCLUSIONES,

La presentacidn clinica de cisticercosis cere_

- 38 -



ESTA TESIE 50 fiRF
SR WE LA BERLEVLCT

bral es muy variable y el diagudstico de neurocisti
cercosis ocasionalmente ea diffcil, En Areas endéd_
micas ae soapecha prinoipalmente de ésta enfermedad,
en pacientes con hallasgos sugerentes de tumor cerg
bral.

Se ha expresado la preocupacibdn de algunoa in_
veatigadores de reacciones cruradas de cistiedroo__
sis coun otras infecojones parasitarias como equino_
cocoais cerebral ¢ hidatidosis. Afortunadanante
son enfarmedades poco frecuentes en nuestro medio;
méo ain embargo, en localidades donde se sospecha
de alguna de 8stas enfermedades, sl diagndstico in_
munol8gico de cisticercosis deberd hacerse con cau_
tela, El uso de ANTIGENO SOMATICO COMPLETO de cis_
ticerco ae ha reportado que es Gtil, debido a que
disminuyen las reacciones crusadas en el diagnbati_
co seroldgico en pacientes con equinocoocosis (36).

Basindonos en los resultados obtenidos, llega_
mos a la conclusién de que la técuica de Microhema_
glutinacién Pasiva contiila siendo una herramients
importante para el diagnéstico de neurocisticerco__
sis, principalmente por la auperioridad ante otras
téonicas de laboratorio como Inmunoelectroforesis y
P jacidn de Complensnto, no sdlo por tener mayor
pensibilidad y especificidad, eino por ser una prug
ba sencilla de elaborar y debido a su bajo costo.
A8f mismo, deberk darse prioridad a ésta técnioca en
regiones donde no se pueda disponer de métodos més
sensiblea ya que por 10 general son mbs cossosos y
en ocasiones suelen presentarss incouvenientes en
1a obternicidn de squipo y reactivos de importacida,
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