
/21 
?~j 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

FACULTAD DE CIENCIAS 

DESARROLLO Y EVALUACION DE LA PRUEBA DE 

TIA-ELISA PARA EL ESTUDIO SEROLOGICO 

DE LA CISTICERCOSIS 

TESIS PROFESIONAL 

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

B I o L o G o 
P R E S E N T A 

RAFAEL MONDRAGON GONZALEZ 

MEXICO, D. F. 

TESIS CON 
FALLA DE ORJ(;'filJ 

1993 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



ANTECEDRN'rEs 

CICLO DE VIDA ••••••••••••••••••••••••• 

HKCANISHOS DR INFRCCION •••••• ~~-~-~-~-~~~~~{~~j1:~~iiliit:~:;j\ HORFOLOGIA DEL CISTICKROO DE 

RELACION HUESPRD-PARASITO ••••••••• 

ASPECTOS KPIDllMIOI.OOICOS •••••••••••• :·'~¿\:.:;s~i}~0~:::ti;'~S 
MANIFESTACIONES CLINICAS •••••••••• 

DIAGNOSTICO •••••••••••••••••• :;··(·¡·(¡~,~~;)~~~~~~;~. 
OBJETIVOS ••••••••••••••••.•••• 

HIPOTKSIS ••••••••••••••••••••••••••••• 

PLANTKAHIKNTO DEL PROBLHMA ••••••••••••••••••• 

MATKRIAL Y METOOOS 

I • ANTIGKNOS 

a) PROCEDENCIA •••••••••••••••••••••••••••••••••••• ; ••• 37 

b) OBTl!NCION DEL FLUIDO VESICULAR ••••••••••••••••••••• 38 

e) DE'J.'KRIUNACION DR PROTRINAS ••••••••••••••••••••••••• 40 

d) Dl!TllRMINACION DR llRXOSAS •••••••••••••••••••• ·: ••••. 41 



II. SURROS 

a) ORIGKN Dll I..OS SURROS ••.••••••••••••.••.••••••••••.• 43 

bl INMUNIZACION AR'l'IFICIAL DR RATONllS •••• 

e) OBTRNCION Dll 1..0S SUllHOS 

- Dll LA INFRCCION NATIJRAio ••••• , •• 

III. CONJUGADOS 

a) OBTllNCION DR LA FRACCION GAHAGLO!lULINA ••••• ; • • • • • • • 48 

b) CONJUGACION CON PllROXI DASA •••.••••• -•••.••• - • • • • • • • • • 50 

IV. INMUNOllNSAYO CON ANTICUllRPOS LIGADOS A llNZIMAS (ELISA) 

a) Mll'I'ODO INDIRllC'fO. . • • . • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • • 52 

b) HllTODO DI RllC'IO. • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 54 

e) DllTEHHINACION Dll I.OS COCIENTES DR 
DENSIDAD OPTICA ..••••..•••.•••••••.••••• ,-•• , ; • • • • • • 55 

d) DllTllRHINACION DllL CRITERIO DE 
POSI'fIVIDAD EN llLISA ••.•••.•••••••••••••••••••••••• 55 

e) CODTFICACTON Dll TITULOS •.••••••••••••••••••••••••.• « 55 

V. INMUNOllNSAYO llN CAPA DELGADA-ELISA (TIA-llLISA) 

a) RSQUl!LllTO TRCNICO DEL PROCllDIHlllNTO •••••••••• : • • • • • 56 

b) RSTANDARIZACION DllL ENSAYO .•••.•••••••••••••••••••• 57 

e) RRGISTRO Dll RllSULTADOS.......................... 60 

VI. llVAWACION SllROLOGICA 

a) SllNSIBILIDAD .••••••••••••••••••••••••.••••••••••••• 61 



b) ESPECIFICIDAD •••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 62 · 

e) VALOR PRKDICTTVO •.•• ; ••••.•••.••••••.•••.•. ; ..•.•••. B?. 

d) RFICIKllCIA •••••••••••.. · ••• > ..... ~ •.... ·· ..• ;: ..•.....• 63 

e) REACTIVIDAD CHUZADA ••.•..••••••.•••• ;·.: ••• 

VIL ANALISIS ESTADISTICO ••••••••• 

RESULTADOS 

1) RESULTADOS PRELIMINARES ••••••••••••• 

2) ESTANDARIZACION DEL ENSAYO ••••.••• :~ 

3) FACTIBILIDAD DR TIA-RLISA CON 
ANTIGENOS SIHPIJlS O PURIFICADOS ••• ; •• 

4) FACTIBILIDAD DE TIA-ELISA 
Kll LA CISTICERCOSIS •••••••••••••• 

DISCUSION •••••••••..••••••••••••••• 

CONCLUSION ••••••••••••••••••.•• 

REFERENCIAS ••••••••••••• 

63 

. •.. 106 



INTRODUCCION 

Rn nuestro paia, la claticercouia es una· pornaltosia cu-

ya frecuencia ha variado desde el 1 X en eatudi on eeroepide:.. 

miológlcoa. haata mti.a del 10 x en pnclenteB··-.: cOli PI-oblemaB 

neurológicos hoepitalizadoa (Fliaeer e...t al~·~ 1980). Por 

presentar un amplio eapectro en au aintomatología, el diag-

n6atico clínico ea dificil y má.a difícil aún· la: ___ confirm~ción 

paraaltoacópica. Aunque la 'l'omografia Axial Computarizada ea 

conaiderada el procedimiento de elección para detectar 

al parásito, tiene el inconveniente de que eólo se realiza en 

inatituclonca hoapitalariaa o muy eapeciaJizadaa. por lo que 

la detección indirecta del parásito o aun productos por medio 

de la serología, ha reaultado una buena alternativa para 

confirmar el diagnóstico. A penar de lo anterior, la mayo-

ría de las técnican aerológicaa han presentado problemas de 

aenaibi l ida.d, eapecificldnd 6 de confiabilidad en los 

aultadoa, debido a la ineatabilidad de loa antígenos, al nú-

mero elevado de falsee poaitivoo y negativos, a deficienciae 

la evaluación diaenóat1ca. dificultades para la ad-

qui alción de materiales o equipos, etc. 

A peear de que el inmunoenaayo con anticuerpos ligados 

a enzimas (ELISA) ha demostrado aer especifico, aenaible y 

relativa.mente sencillo de realizar, tiene como principal in-

conveniente, el requerir de materiales pláaticoa y eventual-

mente de equipo eapooializado, loa cualea aon coatoaoa o di-

fícilea de conseguir. 



Recientemente, ee publicó un trabajo que deucribe la 

aplicación de unn técnica llwoado Difusión en gel-RLISA CDIG­

KLISA) para el diagnóotico eero16gico de lo ciaticercoela. 

Rata. técnica., quo tiene nua anteceden tea directos en el In­

munoeneayo en Capa Delgada (TIA) y eu variante DIG-'rIA (El­

wing .e.t '11-, 1976, 1977) y en la prueba de ELISA (Engvall y 

Perlman, 1972), demootr6 ser al menea compara.ble con la Hemn­

glutinnción Indirecta, en In detección de nnticucrpoo contra 

el Fluido Veoicular del metacéatodo de T.a.ani.a ID2liwD ( Gómez­

Priego y Gutiérrez, 1992). Ademña de que para BU realiza­

ción no ae requJore de material o equipo aofiaticndo, eate 

método permite cuantificar de aimple. la 

trnción de a.nticuorpoa preaentea en el analizado. 

Eato, aunado al hecho de que la reacción enzimn-oubatrato 

realiza en forma loca.lizadn en un medio aemiuólido y de que 

el método no requiere de un adiestramiento eapecinlizado para 

realización, ea lo que ln hace particularmente útil para 

eatudioa aerodiagnóeticoa, aeroepidemiológicoa y para. imple­

mentarse en laboratorios modeatoa. 

No obstante lo anterior, la obtención de un reoultado 

rápido ee ve obataculizada por la neceoidnd de incubar loe 

aueroa durante 24 hora.a para permi tlr la dJ fuaión de loe an­

ticuerpos en el aeno de In capa de nsnr. 

Por lo anterior, en eete trabajo ae preaentan loa reoul­

tadoo del doearrollo, estandarización y aplicación de una 

técnica, a la que ee llam6 Inmunoenaayo en Capa Delga­

da-ELISA (TIA-BLISA), para la detección de nnticuerpoa en el 
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auero de individuos infectndoa con el cietlcorco do ;r. 1U2=. 

llum. Reta nueva técnica reaul tó de la modlflcnción de 

algunae varinblee de la prueba de DIG-KLISA, eopecinlmentc 

lo referente a. ln omlolón de la dlfuolón de loa Wlticuerpoo 

en wi gel de agar, de manera quo loe reaul tadoo fuerWl má.a 

rápidos, el Procedimiento má.a sencillo y se mantuvieran las 

cualidadea de aenalbilidad y eepcciflcidad de DIG-ELJSA. 

La pruebn de TIA-ELISA fue evaluada aerológicamente 

capacJ dad diognóotlca pnrn ln ciaticercoaia humana, USllJldo 

el fluido vesicular de ciatlcercoa de cerdo como antigeno y 

sueros de pacientes claticercoaoa confirmadoa, de indivlduoe 

aparentemente annoo y de aujetoa lnfectadoa con otroa agentes 

micótlcoa y pnroaitarloa. Loa reaultodoa ae comparo.ron con 

loa obtenidos en ln pruebo de ELISA, la que hasta el momento, 

ea uno de loa procedlmientoa de elección para el dlagn.óatlco 

aerológico de lo clotlccrcooio. 

Por otro lado, 'l'IA-KLISA también ensayó con otros 

aiatemaa Wltigcno-antlcuerpo en loa que emplearon ex-

tractoa lllltlgénlcos de hongos, protozoarios y de otros hel­

mintos, todos con eua reopcctivoa antieueroa homólogoo obte­

nidoo tanto de la infección natural como de la inmunización 

experimental en animnlen. 

Loe rea:ultndoa: moatraron gue TIA-RLISA tiene mayor sen­

sibilidad que RLISA, pero menor eepecificidad; ambas pruebas 

tuvieron igual eficiencia en la detección de anticuerpoa, 

o.oi como nula reo.ctivlda.d cruzo.da y eocaaa diferencia en el 
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valor predictivo para un reaultado paaitivo. Por último, 

eata prueba funcionó con todoa lou alotemno antlgeno-an­

tlcuerpo enonyadoe, excepto con el de T.r.ltlMllltulO.DlA cr.uzi.. 

obstante que loa aueroa annlizadon fueron aeropoaitivoa 

RLISA. 

Hueatroa remiltadoe eugieren que para el aerodiagnóetico 

de la ciatlcercoaia humana o parn la detección de antlcuerpoa 

en otraa enfermedadeo micóticna o paraeitarlaa~ TIA-KLISA 

puede aplico.rae con igual confiabilidad que KLISA, con laa 

ventajea de no requerir de material ni de equlpo caro y 

fiaticado que llmi te au nplicnción en cualquier laboratorio 

clinico, ni de procedimientoa tedioaoa y complicadoa para la 

interpretación de loa reaultadoa. 
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ANTKCIIDKNTI!S. 

El motacéetodo de T. W'.21.ium. también conocido como Cll:.e.= 

~ gel l11Joone o uimplement.e ciaticerco, au aloja prin-

cipalmente loa tejidos muecularea del cerdo, que ea el 

hospedero intermedial'io por excelencia, aunque de 

accidental, el hombre también puedo albergar ea te paráal to en 

tejidos. Cuando el ciatlcerco ae aloja en el aiatema 

nervioso central o en el globo ocular, eata paras! toala ad­

quiere eapeclal relevancia, debido a que la enfermedad puede 

aer invalidante e incluso, llegar n ca.U6B.r la muerte del in­

dividuo infectado (Woodhouae e..:t al .• 1982). 

CICLO DK VIDA 

Debido a que :r . .5.C2l.ium ea la forma adulta de C-xallc.e.r.c.ua 

cel lnloene, el "ciclo de vida del claticerco" ea máe que 

una parte del ciclo de vida de .T. aol.i.um; además, ambas for­

mas causan paraaitoaie diferentea. por lo que para hablar de 

la cleticercoeia. ae tiene que hncer mención de la teniaeie. 

Debido a que eata última enfermedad ea producida por doe te­

niae diferentee: !lumia aolillm y Irumi=<:hWI awdnalaul, y 

deade el punto de viata epidemiológico de la cieticercoeia. 

ambas lnfeccionoe ee definen como teniaeia aolium y tenioeie 

eaginatn. 
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TU ciclo ae inicio cuenda loe huevos de li.l.en.ia -BO.liwn 

son cxpuleadoa del hoopedero junto con los hocen; eot.o hucvoo 

salen ya oea cncorradon dentro de loa progl6tidoe grav ldon 6 

bien 1 ibren y mezclados en lna heceo. I.>cudc ol momenlo que 

aalen. loa huevos aon infectantea. Para continuar el ciclo 

de vida, loa huevoo tienen que aer ingeridos por un hospedero 

lntermedinrlo, generalmente el cerdo. Cuando cato sucede, 

loe enzimaa del aparato digestivo (pepsina y t..ripainn) y loa 

salea biliares del hoopedero, actúan aobre la cubierto riel 

huevo, hidroliznndo ln proteína cementante, separando loa 

bloquea embrlonofóricoa y actlv6IldO naimiemo al embrión, el 

que en un lapao do 24 a 72 horas y con ayuda de auo ganchos y 

de lno enzimas que posee, se adhiere a la mucoaa intestinal y 

la rompe, llegando al torrente aa.nguineo o linfático, para de 

ahi diotribuirae y localiza.rae finalmente en diveraon al tioa 

del organismo. En eaoa eitioa. ma.durn y aumentn de tamaf'io 

hasta formar en un lapao de 60 a 70 diaa un ciaticerco, el 

que forma una cubierta vesicular y origina unn pared quieticn 

que aerá la interfase entre el tejido del hospedero y el pa-

ráaito .. Rn el interior de la cubierta veaiculo.r, cncu-

entra un liquido (fluido vesicular). que bafia la porción co-

fálica del parásito (eacólex). Cuando el hoepedero defini-

ti vo que ea el hombre, ingiere carne de cerdo paraai tada, ya 

eea cruda o insuficientemente cocida, laa enzima.a y la.e salea 

biliares del aparato diseatlvo, activan al cisticerco, el 

cuál evagina su eecólex y ae adhiere a la mucoan del intea­

tino delga.do y por un fenómeno llamado progloti:r.ación, origi-
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na una cadena llnmsda estróbilo. el que al cubo de 2 n 3 

meeee. forma unn tenia adulta la cual en eu porción diatal. 

contiene proglótidoo grávidos que contienen miles de huevos. 

loe que aerán posteriormente eliminados con loo heces, para 

iniciar nuevamente el ciclo de vida de eate pnráaito (ABBda 

lO.t o.l.. • 1956; Lumaden lO.t o.l.. • 1962; Botero y Rea trepo, 1967) • 

HKCANISHOS DK INFKCCION DB LA CISTICJlRCOSIS 

Como ee describió ontee, el hombre padece de ciaticer-

coaia cuando ingiere loa huevos de T. IK2.l..iwD- Bato puede 

ocurrir de vorino manero.a: 

Por Heterginfe.c.c:ión: Cuando el individuo ingiere huevoa 

de T. • .aol.iwn producidos por otro hombre y que contaminan BUB 

alimentoa o el agua potable. 6 bien, cuando eatoa eon conta­

minados directwnente al eer manipulados por individuos con 

tenia.ola ein aseo previo de lae mano e (Botero y Rea trepo. 

1967). 

Por Anto1nfecc1pn ~: Ea un mecnniemo de infec-

ción por via ano-mano-boca y ocurre en individuos paraaitadoa 

por T. • .ac.llum. Aunque eete mecanismo parece aer el máe 16-

gico y fácil parn e.dquirir la cieticercoeie, en realidad debe 

ocurrir muy rara.mente. ya que la teniaeie ea prácticamente 

inexistente entre loe pacientes con neurocieticercoaie y vi­

ceversa (Biagi, 1972; Botero y caeto.f\o, 1982; Aluja eJi n]. •• 

1967). 
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Por Antntnfncct6n J.u..tcrna.: Se dice que eete mecanimno · 

ocurre en pacientes teniáolcoD, mediante la rcgurgl tación de 

prog16tidoe grávidos hacia ln cavidad gáatricn. favoreciendo 

la activación de loe huevoe. Rete mecaniamo ea cnol impro-

bable, puee loa progl6tidoa grávidos ae encuentran la par-

te die tal del guBWlo. muy ccrcanoo al final del lnteetlno 

delgado (íleon) y debe BUponer que eatoa tienen que recorrer 

en aentido inverso todo el intestino hasta llegar al eat6ma-

go. Ademé.a, la eecaaa probabilidad de que esto ocurra, 

vé reforzada por la baja proporción que exinte de pacientes 

con teniaaio y con cioticercoaia .. 

Recientemente, ae ha propuesto otro mecaniamo de lnfec-

alón que involucra la ingeetión de carne de Col'do cruda o 

mal cocida, que contiene formas poat-oncoaferalea viablea .. 

Eataa eatructuraa eon denominadaa aei porque tienen el tamaf'io 

Y la forma de laa oncoaferao, pero ain ganchos .. Debido a 

que laa formna poat-oncoaferalee pueden multiplicarse por ge-

mación, puede hacerse inneceeario el paao a la etapa adulta 

para incrementar el número de indlviduoe .. Ademáa de laa im-

plicacionea bio16gicaa que e e to pudiera tener, también podría 

explicar laa intrlgantea diferenciaa obaervadae entre lae 

frecuencias de teniaaie y claticercoeie ( Salnzar-Schettino flt. 

al.. • 19661. 1992 J • Sin embargo, ea conveniente aeflalar que 

1.Salazar-Schettino, P .. H., De Haro, I. y Hernández, R. (1988). 
Mecanismos de infección de la cieticercoeie. Páginae. 5-9. En: 
Acevedo-Hernández, A. (Ed.). ~ d<>J. l.l Eruiu.en.tro W. ~ 
~. Pachuca, Hidalgo. México. 
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eote mecanismo :aolc:J ae·_. hu d6m0otriido en- forma experimental 
-. ·.,c:;C·. ,\. 

cordoa· y bajo ·condióionea · inducidao de 'inmunosupreai6n. 

HORl.IOLOGIA DRL CISllCKRCO DK T=nia "'2.lJ.um 

Hacroac6picwnente. loa ciaticercoB pueden adguirir- doe 

forma.a: el celuloeo y el racemoao. 

El primero, también llamado vesicular, ea el máa fre-

cuente Y ae presenta forma de veoiculaa redondao u ovala.-

lea. de 0.5 a 1 au eje mayor y aon de color blanco 

translúcido. interior, ae observa una eotructura glo-

bular que contiene el escólex invaginado e invertido. con eua 

cuatro ventoaao y un roatelo con doa corono.a de ganchos cuyo 

número vn de 22 a 32; ae encuentra unido n ln pared veoicular 

por un canal espiral y eatá bañado por el fluido vesicular. 

Microacópicamente. la. pared vealculnr eatá conoti tuida por 

troa capaa, una externa. acidóflla y de forma feotones.da, 

intermedia formada por tejido conjuntivo y una interna 

tituldn por un retículo de fibrlllna. Al microacopio elec-

tr6nico, la ouperficie ao obaerva cubierta por unaa eatructu-

raa delgadas. flliformea, denominadaa microtricao que fa.vare-

cen el intercnmbio metabólico y la relación inmunológica 

entre el hoapedero y el parásito a través do la pared quiati-

(Ramirez «!¡ al., 1982; Cafíedo l:.t a..l •• 1962). 

Rl otro tipo de cieticerco llamado racemoao • mide de 5 

a 90 am de diamétro aproximadamente v ee considera que puede 



Ser una larva desenerada de "X. a..ullwn 6 unu lurvu de t.enluu 

aún no identificadaa .. quo paraeit.an anin'81tm- Mncroecópica-

mente, presenta una formo. irrogulor, con múltiples· aacoa que 

le confieren la forma de racimo, con unn membrnnn de apnrlen­

cia máe delgada que la forma veelcular y no tiene eec6lex en 

eu interior ni canal espiral (Rabiela y Flieaer, 1990). Eate 

tipo de cietlcerco s6lo ee ha encontrado en humanos. 

RELACION HOSPKDERO-PAllASITO 

Dentro de loe aapectoe inmunol6gicoa de la relación hos­

pedero-parásito, destacan loe meconiomoa de evaai6n que em-

plea el parásito para eobrevivir en el hospedero. Se han 

postulado distintas hip6teaie para explicar eata aobreviven 

cia: 

1) Secreción de un componente del parásito, al que ee 

ha llamado Antigeno B, que no tiene funcionca metabólicas ni 

estructurales vi talen para el paró.ni to, pero que ea muy inmu-

nogénico. Al parecer, cate antiseno tiene propiedades seme-

jan.tea a lae fibrolectinaa, como la afinidad por la colágena. 

Dada eu gran irummogenicidad, loe anticuerpos eapccificoa 

contra ea te antiseno, carecen de efecto directo eobre el pa­

ráai to, puee estos reaccionan con un producto que ha a ido 

eliminado y que probablemente eetá unido al tejido conectivo 

del hoepedero y lejoa del paráeito; a este mecaniamo ae ase­

meja entonces a una .. Cortina de Hwoo" (Corren, 1989). 
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2) .Incorporoc16n de inmunoglobulinae a ln auperficie del 

parñaito. Hay eatudioa experimontnleo hechos con nnticuerpoa 

fluoreacentea o por técnicas inmunocnzimáticna, que aportan 

evidenclno de que algunno inmunoglobulinna del hospedero 

tán unidaa a ln ouperficie del pnráai to por un receptor para 

au fragmento Fe, lo que impide la llegada de anticuerpoa di­

rigidos contra otroa antigenoa de superficie de este metacéa­

todo (Willma y Areca, 1977) _ En la ciaticercoaia murinn 

caua.ada por Ta.en.in tneniform'"• también ae encontró que loa 

ciaticercoa non capacea de endocltar IgG del hospedero (Ha-

yunga l>.t .al.., 1989). A eate tipa de de evnai6n do la 

puesta inmune. ae le conoce como "Himetiamo Molecular" -

3) Inducción de la innctivnci6n del complemento. Exia­

ten eatudioB que ougleren que loa ciaticercoa de T- JK1.l.ium 

auaceptibloa al atngue del complemento ín ~. pero 

i.n ~. por lo guo ea probable que exista un mecnniamo que 

caté relacionado la lnactivaclón del complemento. Nueva-

mente, en el modelo murino con ciaticercoa de T • .taen.i..fo..r:m.1.. 

ae ha encontrado gue hay productos de naturaleza glicoprotéi-

producidoa por el parásito que inhiben tanto la reacción 

del complemento como la de coagulación. Por otro lado, tam­

bién ae ha observado que el mencionado Antígeno B, ea capaz 

de uniroe al Clq (el primer componente de la via cláaica del 

complemento), a través do au segmento de colágeno, y aei in­

hibir de cata manera la reacción del complemento (Hanmorberg 

...t .al., 1980; Holinnri ...t fll.., 1983; Correa, 1989). 
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4) Inducción 'eupreeor8 de lo Í-eePuoetu inmuno celular. 

Hay nlgunae eVidericim5 de que· el cintlcerco inhibe la octi­

vidD.d de ioa -ii~focitO~- T ~~"oPf;r8.·d-orea·~-~opecif'icoe e ineopc­

cificoo-. pef.mitiendo aai el deeo.rrollo de otruc enf"ermedndeo 

(Correa J..i ai.; Í9B6). 

5) Por ultimo, también argumenta gue el aloja.miento 

preferencial del claticerco aitioa inmunológica.mente pri-

vilegiadoe el cerebro y el ojo, ea de loe principales 

mecaniamoo de evasión inmune (Ba.rker y llilllngham, 1977). 

ASPECTOS KPIDl!HIOLOGICOS 

La. cieticercoaio prevalece en ei tios donde existe f"eca­

liamo al aire libre y mala.a condicionea de vivienda e hlgie-

ne, eituacionea gue frecuentemente ae oboervan en loa polaca 

del tercer mundo, elendo México y Branil loe zonas más afec­

tadas del continente americano (Hahnran. 1982; Schenone fl.t. 

Al... 1962). 

La frecuencia do la. ciotlccrcosie humana no puede 

determinada con preciai6n. debido a la.e dificul tadee para 

diagn6atico. Entre ella.e ee pueden mencionar: la hetorogc-

neidad de lae manifeetaclonea clinicao (ver máo adelante); la 

exiatencln de uno minima reopueota inmune en loa pacientes 

aaintomáticoe y de algunos enfermos con aintomntolog!a evi­

dente y por ultimo, laa comunldadoo antigénlcne entre ciati-
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cercoe y otron helmintos pn.r~aitoH, lo que lleva a ln induc-

ción de anticuerpoa de ronctividnd cruzada. Hato último 

tiene especial relevnncia, yn que uu hn informado de una e.l to 

ree.ctividad cruzada de 1oa oueroe de individuos ciaticercoBOa 

con antisonoa del quiote hidatídico de Rch1 nococmm JU:lm.u.l.c..= 

.w.w (Briccflo e!; al., 1961; Schantz ll.t al., 1980; Wooclhouao e!; 

Al., 1982) o de adultos de Hvmenolep1a nana. (Gómez-Priego Jlt. 

al .• 1991). La reactividnd cruzada obaervada entre la cia-

ticercoaia y la himenolepioala, que ha variado entre el 75 X 

y el 90 % (Gómez-Prleso e.ti. .al., 1991; Gómez-Prleso y Gutié­

rrez, 1992), ea de toma.rae en cuenta, debido a lo elevada 

frecuencia de infección (25 %) , que al menoo en México, pre­

senta la himenolepiaoia (Tay .c.t. al., 1991). 

Con reapecto a México, la muyor parte de loa eotudioa 

que ae han realizado para determinar ln frecuencia de ciati­

cercoaia humana, se han hecho principalmente en pacientee 

neuro16gicoa hospitalizados y en aerica de necropaina. 

En paclentea honpitalizadoe, lo frecuencia ha variado 

dependiendo del grupo de edad analizada. Aai. Robles 

(1946) informó de 25 X y Zenteno (1965) del 22.4 X de neuro­

ciaticercoaia o.dultoa. mientras que en nii'loa, Macia.a "JI 

Hernández (1966) y L6pez (1982), informaron de B6lo un 0.03 X 

y un 0.3X respectivamente. 

Kn eariea de necropaiaa, Bricei'lo c.t a..l.., ( 1961) y 

RB.biela c.t .al. .. , ( 1979), informaron de frecuenclaa más altas 

(3.5 "JI 3.2" respectivamente). Todoe los autorea han coin-
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cidido on que la dificultad para establecer ol· diagn6atico. 

se debe a la gran variación en la intonaidnd con·. que- ee pre­

sentan lae manlfeetacionee cllnlcae. A eeto· reopecto. Biagi 

.cii. .al •• informaron en 1961 1 la exietencia de ·un 43.3 % de ca-

aeintomáticoe. 

Laa diferencias entre oexoa no eon eignificativae para 

padecer cieticercoeie, pero aparentemente. lee mujeres pre­

sentan. en comparación con loo hombreo, una mayor reacción 

inflamatoria en la neurocioticercoolo parcnquimatoen (Del 

Brutto f1t .al. • 1986) 1 lo que augiere que lae hormonno eexua­

lee pueden eetar jueando un papel importante en el proceso 

inflamatorio. En catudioo e:xperimentalea realizados en la 

cieticercoeia cro.aoicepa, ee encontró que ratones de la 

cepa BALB/c. hay una mayor eueceptibilidad en lne hembra.o que 

en loe macboe (Larralde ~ nl., 1908 1 1990). 

La cieticercoaio tiene variao implicaciones médicas y 

eocialea, que de alguna manera repercuten en la cconom:in fa­

miliar de loa enferman que la padecen (Vclasco e.t. al.., 1982). 

Algunos cálculoe realizados para estimar el coato para loe 

cuidadoa médicoo, ta.lea como hoapitalizaci6n 1 quimioterapia y 

diagn6atico por TAC, aef\alan que en 1986, en nuestro paia ae 

saetaron 14.5 millones de d6larea para atender cerca de 2, 700 

caaoe de neurocleticercoeia (Flleaer, 1987), lo que ejempli­

fica el impacto nocial y econ6mico de eotn paraoitoeio4 

Si bién desde el punto de vista antropocén1orico, la cie­

ticercoaie humana ea una paraeitoeie de suma importancia, 
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\. ,- ·-<;'.: --.. ~-'>: ... :_·.;: _;_ ·_· ... .,-_=·. __ ·. '( :, . :_--~/:-:·· -< ~· -·:. ---.-~; " .. 
deed~. el"-- punto· dé \r'i'.áta :.-econóaliCo, ~~.Vet8~inario ·y·. de ao..lud . p~-

~._·'-: .; ... -; .. {/ " .. :_'.· _; - ::: '.~ '. ·.:, ' 
blicn, ln e~f~~d-~~::·~-~- e·l gufi~do-":po~~inÓ-~,-- m~~¡,·c:~ cOpccJnl 

atenciÓil.' La ·;f'~:~,~~:1~-ióa de ~:~~~~~·~:~~:~~,Í~;-__ ;~;-~-i~~:::_.~~ ~-~~~i~-: 
tao árefta :g~·~g~áf1d~~--:d~/_1~,·-~p·~b1:.i~á~:;·:ha -~~~~-indo :dn.:l ~~-~'o(lt(x 

• ' ' ; ~O"' •. -_- ~-,, • • • • •. ,,~ ;:• ' '• - ~ < -;. ,••,., • ••.-_ r ' - ,o-.-•: -- ''.' -

al 10 :t ·de-un' é'Btado-a ·otro. Eata' parOeitoala ee· .considera 

como un gr~'!C_Pr_obJema.~conómic'?, Y_~ que ~~ra :i~~~--~~--~'.:-~_.1e.'!1-

plo, ee estimaron pérdidas par arriba de 43 millones de dó­

lares par- el. decomJao de carne infectOd~, Sgud-i:iniidi(}fi-· Si-:-

tuación de la porcicultura mexicana (Aluja, 1902; Zedilla y 

Bobadilla, 1987). 

HANIFESTACIONES CLINICAS 

La ciaticercoaie humana puede aer asintomática o preaen-

tar _toda una gama. de maniíeatacionea clinicaa (polimorfismo 

clínico); lo cuál depende de la localización y viabilidad 

del parásito y ae puede dividir en cuatro tipoa generales 

(Zenteno, 1982): 

1) Ciaticercoaie diseminada. Hn e eta. loa ciaticercoa 

están diatribuidoa en laa visceraa. piel y múaculoa. Rn el 

tejido subcutáneo ea generalmente aaintomática, o el hay ain-

tomas, en general aon muy lcvea. En múaculo. la infección 

curan asintomática o puede cauear dolor y debilidad y ea de 

evolución variable; el diagnóatico ae baaa comunmente 

imágenoe radiológlcaa hiperdenena dadaa por loa cieticercoa 

calcificadoa (Zavnla e:t. .al., 1984). En la mucosa bucal y 
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sublingual~-, t~bión-_ ln' :'ainto~B.tolRia; eB prñéttCnmenté nul8. 

pre·aen t6.n'd06~ {i~~~·~º ~·~~ l ~~ ~ 1:~·ª :. ·Y ··ne·~~~·~· 1 ~~~'.{·~; ~:=~~ _1 ~~:1 ~·g~~-~ t. :1~ ~~º­
~onf iru~\";'f:i ~T~r:i~;·vÍi:t~·:2-·cr.6~~ ftt -al-~·,'· ú174')··:· 

2)tc::~±íi~·~~i\~~~t,';;;;~.;~ ····· E~:~¡•gj¡,,;~~!.~::r~},i¡~'. puede ··•· 
ai~Jara'e-~ ·~;K?t:'t-:i~~uifi~~ztfdi ~{os ::_·~e~~i~~-~~~-~~~-~~~~~º~ -~:-~~~¡~~~~ ~~~~~¡á-~; 

;~ _··}·:~_·,. _:, __ " .. '; 

co~ ·;,r h~or vi treo, tejido-aubretine·a1--Y-C~~r~0 
»; __ -arit~-:-: 

rior .iJ<>i;:; :·Zimmerman, 1962; G6mez y De : Hegi l~ i.s7s1 ) ' 

cUañdO_>· ~1:·:-pa~áeit~ - eatá vivo. cauea i.nt~rfereúci~-~-·en~i_~-~·:Ly{ .. :-:~ 

aióli, .-por···a'ambi~a de posición del mimno pará-~it~~--~:~t;e-~tj'~~6U~~do·~­

el. Ciot'icerco muere, cauaa una reacción inf·~~t6~:¡~---::,:!~~~~.}~:r~. 
posible atrofia del ojo y pérdida del mismo (Gonzálc-Z~Ba:iran:.:.: 

co··.a.t. a.l .. , 1980; Cárdenas e.t.. al .. • 1985). 

3) Neurociaticercoeia .. Cuando loa parásitos ae loca-

lizan en el aiatema nervioso central 1 loa aíntomae y aignoa 

va.rían con la localización. número y viabilidad de loa pará-

aitoa. haciendo que las mani-festacionee clínicas aean poli-

- -tnórficaa o simplemente nulas. Cuando existen, ae deben a la 

irritación. compresión y frecuentemente a la destrucción de 1 

tejido. aai como a la oclusión de loa conductos de Silvia por 

donde paaa el liquido cefnlorraquídco. Loa síntomas máa 

frecuentes son: criaia convulaivaa dol tipo epiléptico. vómi-

toa, cefalea. cuadro de hipertensión intracrnnoal, tranator-

mentales y afección de parea craneanos. Con esto 

1.Gómez, L.A y De Resll. M.C. ( 1979). Cieticercosia del globo 
ocular y aua anexos. Páginas: 57-58. t1emQJ:.i.as de.l V. C.onsr..eao- Mé ... 
x.J.aana da OfteJmolopfe. Veracruz. Veracruz. México. 
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afirma qur.· ln neurocietlcerc?Bi,e ea .. compluJ~ -·1:'. -uua _ cuadros 

el inié::oa pueden· variar ád infiÓiri.um ··c7.ent.eno··c.t· ,\·a1.--, 1961; 

Shanley y JO~dan-~·-, Í9BO; Ba~obnr~ ~l9H·a 1 ·>·;::-. 
; :.:- ;- -.:~ _=,-::·'".: _-.:>?.." -:-·:. :: ::<: t.::- -~-- '.--,'.--·. i·::-: ~ ... ~~-;,~_ .. ·.-_.::~-! 

4) 9io~~cu~~~aia · mi.xt~-; · lCn ·.eatf;(qu~r~éJ' _tipo ae agrupan 

máa de,:·~~~ .~~-~:~Í·~~~,-:i'c~S-fii!~~-~:l:~~·!l_~-~~~·ri9~~~~~-~~t~~~·~~~i.me·~·te ':.::'y 
él · ¡>¡;;áiilt~L;;e•:;;;~~Jer;t.;a er1 mio'c•u·di.o, hígado; .• irlteatir1oa, 
méS~_~t_er~~:-"'--~~-:1;~~~~j~1~~~~~:~~-·~~ --1~~ ~~~-.~-~-¡r~~~-d-~,ó-.~-~ii~iri~.," y 

la . Di ntomatologia~ ~ri;Í~· .. d~~n~-1-~~d~-. d;'¡' ~-{(io ~-d~;;;¡~ caté el 

Í>ar~~i t~ _-( z~~~~~~·~ '_í~-~?~~~~i.¡·~~~i-~:; ~r:~~~~~~;:.' 1986). 

L· .. ·:~_. --~;;=_.,-; --

DIAGNOSTICO 

Bl diagnóstico definitivo de la ciaticercoaia solamente 

establece por la demoatraci6n del parásito, con procedi-

mientoa directos (cirugin) o indirectoa como loa Rayos X, loe 

que durante muchoa afios fueron la única herramienta diapo-

nible (Santin y Vargas, 1986). 

A partir de eatn técnica. Be desarrollaron variantes ta-

lea como la Ventriculografla. Pneumoencefalografia, Angiogra-

fía, Hielogrnfia. etc~ que, no obstante aer úti lea para loca-

lizar al po.ráaito, no permiten la definición fina de la le-

1.Escobar,I. (1988). Neurocieticercosie, patolosia y diagn6etico. 
Páginas: 57-64. En: Acevedo-Hernández. A. (Ed. l. l:1em<!rlaa .del ll 
Eru:Ulllll.r.o Na<Ucrui.l de ~e=-e.J,,,. Pachuca, Hidalgo. México. 
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alón, ._ni tampo60 la·conflrÚio~ión et..iÜ16glCa · (Dorfaman, 1963; 

. RodrigÚez., y Pá1~ci1a~Y1Jn;' llodrigun,.; y BoloBF:B, 1962) • 

. . , 
e·~,;: ai: ~d~~ni';i~.:it:O :·d~: ·1á' T0Enograf1'a Axi~l eoolPu't~rizadri 

y· An1broac ( 1973) , el 
- - ··- -

mejoró· ... notablemente, 
·:·--'-··"-·.·::-.,_,,,·,e· ... '.'-· . 

·clc~·at¡.~an.---=dri_'.~~-~~<::~:~.P-~~~~di~ie~-t~-0--ee~ro ~_-no- Bgl>Ca-~vo -muy áen-· 
' .. !\, ,,. . ,,. - ~ 

aible:.·,.--~Y -~Ó'ri:'_~:--g~~d~ -.de cérteza diagnóstica de aproxima­

damente·:_ ~?:: .% Y~á-k~~~z- y .. Bo~~·aga. 1982). Además, permi t.e 

- correlacionar las :manifeatacionea de la enfermedad en un aalo 

estudio. En la' actualidad, éate ca el procedimiento de 

elección para la confirmación del diagnóstico dA la clati-

cercoale, aunque por aer una técnica muy cara que requiere de 

equipo y personal especializado, sólo ae encuentra disponible 

en hoapitalea de tercer nivel y en otras inatitucionea priva-

das, lo que en ocaaionea queda fuera del alcance de la pobla-

ci6n de recuraoa. 

Una forma indirecta para realizar el diagn6atico de la 

ciaticercooio, ea aprovechar la reapueata inmune inducida por 

el parásito en el hoapedero. De eeta manera, ae han desa-

rrollndo numerooaa prueba.a inmunológicas para la detección 

de anticuerpos en cruero o liquido cefalorraquídeo (LCR) de 

indlvlduoa enferman, laa cuales también han eido útiles para 

determinar loa componentes del ciati cerco que participan en 

la relación hospedero-parásito. Además 7 eataa prueba a 

suelen aer fáciles de implementar, au costo ea relativamente 

bajo y tienen una aenaibilldad y eapeciflcldnd diagn6atlca 

aceptable. pero requieren de material y equipo aiempre 
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diaponible en _laborat~r:i.oa, lo .. que\ reduco BU uaO como pruebas 

la 

del 

'.· .,.-' -(,----.-;·"-cE:c---;-,-_; .. ".·:,-:,; 

t.1n~C1-6~ ~ÍÍi~.~~re~-ta-'.:-o~~ )_; co....:Aslutinación (Co-A. eata también 

para detectar -antígenos) y finalmente, otros procedimientos 

inmunoenziriaáticoa. llamados genéricamente EIA, tales como el 

Inmunoononyo con anticuerpos ligndoa a enzimas (ELISA). la 

Electroinmunotranaferencia (EITB) 1 la Difusión en Gel-ELISA 

(DIG-ELISA), la EL ISA en punto (JXJT-ELISA) y atrae maa ( Flia­

aer aJ¡ lll.., 1975, 1979, 1960; Beltrán y Gómez-Priego, 1973; 

Arámbulo aJ¡ al., 1976; Larralde "-t lll-, 1966; Téllez aJ¡ lll.., 

1987; Taang e.t al., 1989; Gómez-Priego y Gutiérrez, 1992¡ 

Honroy-Oetria e.t. lll.. • 1992). Algunas ee han empleado para 

detectar antígenos circulantes en auero o LCR. pero todaa 

han utilizado para buscar anticuerpos. Por otro lado, al-

gunaa de ellas han permitido profundizar en el estudio de loa 

aapectoa de la reapueata inmune en el individuo ciaticercoao, 

por ejemplo, identificando laa i"raccionea antlsénicaa rele-

vantea del paráai to, la claae y aubclaae de inmunoslobulinaa 

que reaccionan con los an tigenoa, la variación antisenica en-

tre loe ciaticercoa (Ya.koleff e.t al., 1982),, etc. En el 

Cuadro 1, ae preaenta una ainteaia de laa diveraaa pruebas 
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aplico.dan 81 aerodiagnóal.ico de la clat~i.cerCoBits. h11cicndo 

énfaaia en Jn cnpeclficidnd Y'Bcnaib.illdad'do :100 P.~aayoo. 

mencionruido 'a~1·nl1"~~~-'.·C ~::::.;t (~, ~~-:::~~-;:i8ri~~:',.Ú;:J.l1~~do'.~:~-~ 
~:·· . -: . '· -' ",,: - • - " .. : • : >· -> : ' .; ·-~·'. 

Al , parecerw ·1a ~~.imera.:Pr~eba·.~erológi.ca· apJlc_ado :al 

aerodiagn6~tic~·. de~ la C~·~~-i~:~~~~~/~~~~·fi~}·;~-_~'.~:\~~}- --~~{·La' -~erla;i -
bilidad de la RFC cion LCR, h.; ~&ri'o:i!C>d~l.~7.s~;i! BO. % ~'i;;.;.;e~ 
peciflc:idad del 69 al ioo %· (Niet·ó·,-, 1956;·:1.ffiisi' ;/V~';\'-- HJBlJ 

y es toe valorea han atdo m~a bfljoa ~~~>·~~~-~~ '.-J~ cerdoB: 

técnica tiene ciertas deaventajaaw eiCndo i~~'.'.:-~-ri~~"i;~iea el 

La 

alto parcentaje de falaoa poaitiVoa_··con LCR· de~ lndividuoa 
:-,, "''·'--•-""," 

norma.lea y ) a anticomplementaridnd nlÍt~~ro.l'._:·~~~trBda por algu-

nos sueros; además, ea un proCedlmiento. laborioao gue exige 

cuidados extremos en la preparación"· ·dB· l1;1S "'aOlucionea amorti­

guadoras y en la implementación de-la.prueba; aai conio la. pa-

au estandarización y en ocaaionee,: pnra la interpretación 

de loa resultados. 

También ae han utilizado pruebas de precipltaci6n. En 

eataa pruebas, para que ae obaerven loa resultados, ,ea in-

dispensa.ble que oo cumplan trea requisitos: a) que--la concen-

traci6n de antígeno y de anticuerpos aea relativamente alta; 

b) gue ambos reactantca ac encuentren en equivnlencia y e) 

que loa antígenos aeo.n polivnlentea. 'l'anto 1 n aensibi lidad 

como la especificidad dingnóatlca de catos enenyoo. ha vorla-

do dependiendo de la prueba y muy eapccialment.e, del antígeno 

utilizado (Cuadro 1). Hay que aeñnlar que lo IEF, ha aido 

muy útil para ident.lficnr loo nnt.iiRonon rclf~vuntcn del pnró-· 
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ai'to y para .demuotrar la heterogeneidad de lo ·reepuéot.a inmu­

ne ·on cot.o enfermednd parualt.ariu ( (i'llaner C.t a.L.. 197f"l). 

Ademáa. con eatu técnlua ac demostró que cael el Bb .% de lo·a 

individuos cieticercoaon, tienen anticuerpos que precipitan 

con una fracción antigénica ieoléctrica ·a: pH· 8.6~ n·-''la ·qÚe. se 

le llrunó Antígeno B (J<'liaaer et al., 1979, 1980). 

Para todas loa pruobaa eer.ológicaa que detectan anti­

cuerpos, la técnica de ext.racción, el ueo de inhibidorea de 

lua enzimae proteoliticaa presentes en loa ex.tractos y la 

temperatura de conservación de loa antígenos, aon algunoo de 

loa elementos condicionan tea para la eatabi 1 ldnd de loe ma­

teriales antigénicoa utilizados y para la reproducibilidad de 

loe eneayoa. En 1977 1 G6mez-Prlego y colaboradorea, infor-

de un método para conaervar loa ontigcnoa en discos de 

papel filtro ( Inmunodiacoo) ain necesidad de cuidadoo eape-

cialea para evitar la dcgrada.ci6n. Eatn forma de preserva-

ción de loa antígenoa, la demostraron en una variante de la 

doble inmunodifuaión en ge) . Ln aenaibilidad, reactividad y 

especificidad, fueron idénticos a loa de la ID t:.ipo Ouchter­

lony. con la ventaja adicional de que loa inmunodlacoa per­

eatablee y ain contaminación por tiempos prolongados 

(un afio o moa) aún cuando ae conservan a temperatura ambiente 

(G6mez-Priego eJ; al., 1977). No obstante lo anterior. loa 

tiempos neceearioa para la completa difusión de loa antigenoa 

y anticuerpoa en el gel 1 independientemente de si ae acelera 

(de 4 a B h en CIRF) (Beltrán y G6mez-Priego, 1973; Monroy­

Oatrla .e.1t al., 1992) o n6 con uno corriente eléctrica (entre 
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48 y 72 h en lKF) (Flieeer a.tal., 197f>, 19'/9, 1980), Junto 

con loa requlaltoe de concentración de ronctnnten y de lo 

eciuivÉllencia mencionndoa antea, eon loe fáC-torB~ quu : limltnn 

el ~aO de eotaa prueba.o de precipitación.~: 

De-' las- diveraae técnicas del tipo de _la 'aglutlnaci6n, la 

__ )-Ü\.f es- la._9,_:uo ee uaa en forma rutinaria en algunoa laborato­

rios de diagnóstico y nuevamente. tanto la eenaibilidad conio 

la 'eapecificidad diagnóstica de esta prueba, vnria con el an-

tlgeno usado (Cuadro 1) _ Por otro lndo, y a pesar de la en-

pacidad de la prueba para detectar bajas concentracionce de 

anticuerpo, la poaitividad se vé modificada el el paciente 

recibió antiinflematorioa (corticoeateroidea) como parte de 

un tratamiento médico antes de la toma de la muestro de 

gre (Villanueva-Diaz y Gonzálcz-Barrnnco, 1980). La rcacti-

vidad cruzada hn aido alta con eueroe de pacientes infectados 

con el quiete hidatídico de Echino.co..cmin .ru::.anuloaua ( Ará.mbu­

lo e..t .a..l. • 1976; Villanuevu-Diaz y González-Ba.rranco, 1980) y 

ha fluctuado entre el 76 y 100 % , aunque también ee ha infor-

modo de reacciones cruzadaa con aueroa de pacienteo nfectadoa 

por otras helmintiaRin, como la Faaciolaeie y Kaquietoeomia-

eie (Arámbulo fil¡ .al., 1978; Olivo fil¡ al.., 1988). Adicio-

nalmente. hay informes que aef'ialan que la eenaibilida.d diag­

nóstica de HAI. puede variar del 91. % on zonaa endémicas 

hao ta el 95 X en arcas no endémicas ( Larralde .c..t al. , 1986). 

Como ejemplo de otra técnica de aglutinación, pero di­

aef'iada para detectar antígeno. está la Co-A. recientemente 

aplicada uaando J.cR de pacientes con neurociatlcercoeie. De 
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ncuerdo. con la localizaci6n del paráeito en el eietema ner­

v:io(J~_ ce~tr6:1 • la:.eensibilidad del ensnyo varió del 50 al 100 

:.::. aunque ·en general. fue del --19 :t, con WlB especificidad de 

cnoi el 90 X (11onroy-0atrin e.t al., 1992). 

"- No obstante au eencillez. estas prueba.a de aglutinación 

aportan mayor información que la de un titulo aerol6gico 

o una reapueata del todo o nada (positivo o negativo). lo 

cual, por otro lado, depende de In interpretación subjetiva 

del -observador. Adicionalmente. ea muy difícil con~rolnr 

la cantidad y calidad de lo.o reactivos (antigenoo o ant.icuer­

poa) unidos a lao particulna inertes, por lo que han aido 

desplazadas por otras técnicas que ofrecen mojorea opcionoa 

de control y quo además, aportan información que, aunque Po­

aiblemente también subjetiva, permite por una parte, realizar 

un manejo matemático maa útil de loo datoa Y por otra, 

cer laa fracciones antigénicaa reactivas en loa antígenos de 

prueba y en conoccuencia, mejorar la especificidad de loa en-

eayoa. 

Lae técnicas que paulatinamente han aubatituido a laa 

anteriormente deacritaa, han aido aquella.e que utilizan un 

eegundo anticuerpo unido covalentemente a una marca, que pue­

de oer un io6topo rndioactivo c1 125) 1 una enzima (pcroxidnan) 

cromógeno ( fluoreaceina). En el primer cnao, la téc-

nica ee llama Radioinmunoenaayo (RIA) y como podría eeperar­

ee, mueatrn valorea muy altos de seneibilidad molecular y 

bastante aceptables do aeneibilidad y especificidad diag-
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n6etica (Hiller aj¡ al.., 1984). Sin embarao, el rieego inhe-

rente al manejo y deehecho del material radioactivo, aei como 

el alto coato de inetalaclonee. msteriRlee, equipa y el adi­

eatrwnient.o neccnarJo para ou implementación, he.ce que este 

ensayo no se hoya aplicado amplie.mente en el eerodiagn6etico 

de la cieticercoeie (Cuadro 1). 

Loe eneayoB que usan un segundo ant !cuerpo conjugo.do con 

una enzima, llamadoe genéricamente inmunoenzimáticoe (BIA), 

loa que ee han utilizado con mayor frecuencia en loe úl­

timos niioa, debido a au gran veraatllidad, a la estabilidad 

de loa reactivos, coufiabilidad do loa reaultadoD, excelente 

eonaibilidad molecular y a la dieponibilidnd comercial de loe 

reactivos, materialee y equipo neceaarioe. Justamente, la 

versatilidad de loa EIA ha. propicie.do el deanrrollo de un 

gran número de variantes que intentan mejorar loa tiempoa del 

enea.yo, abatir loa coetoa y eliminar el uso de equipo y mate­

ria.lea de dificil obtención. 

Debido a que en eate trabajo, ae deBCrlbe precisamente 

el desarrollo de una variante de un BIA. a continuaci6n oe 

hará una deacripc16n má.a dets.llada de eatoa enaayoe aplicados 

al eerodiagnóatico de la. cieticercoaia. 

El principio general de loe EIA, ee fundamenta en la 

propiedad que tienen la mayoria de la.e proteinaa para adhe­

rirse a euperficiea plástica.e o de otra naturaleza. Rn 

consecuencia, el antiseno se puede pesar a BUperficiee p1áe­

ticae de un tubo o de un pozo de una placa de microtitulación 
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(RLJSA) ( Voller:- at a.J.. , 1979); de una cnjn de Pet.ri (l>IG­

R[,JSA) (IUwing y Nygrcn, 1979) o bien, deapuéa de ocparnr JoB 

diferentes componentes del extracto antigénico por clectrofo­

reala en ge]eo de poliacrilamlda, traneferirloa electroforé­

ticamente a hojas de papel de nitroceluloaa, (EITB) (Bittner 

at al., 1980; Larrelde e.t a.J.., 1986; Teang e.t. <11., 1989). 

Una vez que el antígeno entá inmovilizado sobre un soporte 

a6lido, se agrega el suero del paciente que tiene anticuer­

pos, loe cualea ee unen a loe determinantes antisénicoa ex-

puestos y librea (epitopoe) y forman aei un comple.io anti­

geno-nnticuerpo_ 

Para hacer viaible cae complejo, en la prueba de EIJ!SA 

agrega un segundo anticuerpo conjugado con una enzima, ge­

neralmente perox.idaaa de rábano fuerte (Engvall y Perlmnnn, 

1972; Voller .a.t D...l., 1979) o foafotaan alcnlinn (Diwan e.t. 

al., 1982. Eapinoza .e.:t al-. 1986) el cunl, nl reconocer la 

porción Fe del primer anticuerpo. le une y formo un com-

-plejo trimolecular. Al adicionar al aiatema el aubatrato de 

la enzima (peróxido de hidrógeno y un donador de hidrógeno 

el caao de la peroxldaaa.), este aufre la acción enzimática 

dando un producto coloreado y la. intensidad del color, va a. 

depender de la cantidad de enzima. presente en el aiatema Y 

eeta, de la cantidad del primer anticuerpo fijado al antige-

Ln intensidad del color ne mide en eapectrofotó-

metro, fotocolorimetro o en un lector de KLISA, a. una deter­

minada longl tud de onda en la que el BUbetrato deodoblado 

muestra eu máxima absorción, generalmente en un intervalo de 
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405 a 490 nnnómetroa. por lo quu loa reaul tadon uauolmente ee 

expresan en Dcnaldadea Optican o Un t dadee de Abaorva.ncl n. 

Kn la EITR. el procedimiento ea igual. pero el donador 

de hidrógeno usado ea el 4-cloro;...l-naftol o la dinminobenzl-

dina. Aqui. el producto de la reaCci6n enzimática, en vez 

de eer eoluble como en ELISA, precipita justo en el lugar 

donde se encuentra el complejo antígeno-anticuerpo-conjugado 

y en consecuencia. lna lecturas ae hacen a simple vista (Tow-

bin llli al., 1979; Lllrralde "-1;. al., 1966; Teang ...t al., 1989). 

La prueba de ELISA fuo utilizada por primera vez en la 

detección de anticuerpos en el suero de enfermoo cisticerco-

sos por Arámbulo y colaboradores en 1978. En ensayo, 

emplearon doe antíaenoa aomátiooa dealipidizadoa, uno de cie­

ticercoa y otro de adul toa de Tacnio. eolium y el suero de 45 

individuos residentes en México, oospechoaoa de padecer cia­

ticercoaie cerebral y aua rcoultodoa loa comparan con la HAI. 

Kn ELISA. obtuvieron un 77 .55 % de aeropoaitividad contra 

73.47 " en HAI. con un 95.96 % de concordancia entre a.mbaa 

pruebas. Elloa informaron también de una alta reactividnd 

cruzada en HAI (88.89 X) y sólo el 13.33 " en ELISA con eue-

roe de individuos con hidatidoaia. De manara interesante, 

la reactividad cruzada deaapnrecjó al utilizar el antígeno de 

adulto de T. a<>l.iwo. Lamentablemente. no registran la 

pecificidad del ennnyo como ta 1, sino que la confunden con la 

reactividad cruzada. 

En otros eatudioa. la sensibilidad y eapecificidad de 
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l~LJSA. hBn vnr'ludo ontru,-el 81 y 95 %'y el "/O y 100 % raapec-

b) el :·_,_·-- .::: 
t~1~·;:>'d·e~::~'m·ií-~t;t~a·:_.;: ~n;1i.zO:d:tt (Suero o LCR); e) lo' dilución· 

~-:e·~~~~~~li~~;~~·-:~~~~~f~:-:~b-#~1· de Poeit . .iVidad y el la población 

1i:(dO::_~~!?-~ki-~'---~~;tffí.;:_no~l poro definir dicho umbral. Reto 

últi~ó\i·~-~~dé ~~Í.ticamente de la prevalencia de cieticerco­

oia· ~·!1~·:_1_8_- ~bl8.ci6n eecoo:ida para tomar eataa mueetrae con-

- _'tror (D~5'1M·~-~ .al-.. , 1982; Eapinoza i:.t al., 1986; Larralde e..t 

;.J.~º, 1966; Bally e.t. al. • 1966 ¡ Diaz a.t .al. , 1992 J • 

En. e1 primer trabajo en el que ne informó del uso de la 

EI1.'B-- pn;.'a, detectar anticuerpoa aéricoe contra el fluido 

vesicular ( FV) de ciaticercoa ( Larralde e.t. al. , 1986), 

observó· que la mayoría de loa sueros analizados, contenían 

anticuerpos que identificaban claramente una fracción de peso 

molecular relat.ivo de 103 Kllodaltones (Kd) y algunos eucroe, 

aunque de no clara, con una serie de antigenoa de me-

noa do 50 Kd. Sorprendentemente la fracción de 103 Kd 1 no 

fue el Antígeno B, el mas frecuentemente reconocido por loo 

aueroa de ciaticercoeos en la IEF (Fliaaer fltc al... 1975 1 

1979, 1960). 

En otro eatudio (Tao.ns e.t lll. , 1989) • demostraron que 

con fracciones e:licoproteicae del FV purificada.e por croma.to-

grafia de afinidad con lectinae de lenteja, 145 de 148 muee-

trae de suero de enfermos cieticercoeos, identifica.ron ha.eta 

7 fracciones comprendidas entre 13 y 50 Kd, elendo las más 

frecuentemente reconocida.e aquellos de 24 y '42 Kd, mientras 

que eolo loa eueroe de pacientea con hidatidoaie, identifi-
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Katoo reault;odoo confirman 

parcialinente ·_ lna _obacrvacioneo de Lnrrnlde c.t.. al., ( 1986) 

hech8a ·can laa fracclonea de menor peao moJcculnr del fluido 

.~/eaiCúl~r. (FV) crudo, y dado que no int·orman de ponJtividnd 

-C?ºº ,-·.-alguna: fracción de 103 Kd, parece que eat.a última frac­

CióO.; no ea una glicoproteina y concluyen que la EITB puede 

. ae_~ , un EIA muy útil, tanto por au aenalbilldad ( 96 X) como 

por au especificidad ( 100 X) para el aerodiagnóatico de la 

ciaticercoaia en el hombre_ Finalmente, en un estudio donde 

comparan la efectividad diagnóstica de ELISA para detectar 

anticuerpoo 6 antígeno en LCR y de ln JU'l'B para demostrar an­

ticuerpos, Diaz y colaboradores ( 1992), ademña de confirmar 

que la EITB ea el método de elección para el diagnóstico 

rológico de la ciaticercoala, señalan una reactividad cruzada 

del 20 % en ELISA y solo dol 2 % en EI'l'H, y éatn con aucrof' 

de pacienteo himenolepiáaicoa. 

Aprovechando la propiedad que tienen la mayoría de le.e 

proteinaa para adherirse firmemente n laa auperficiee pláeti­

caa por medio de interacciones fíeicae aún no definidaa con 

preciai6n (Lehtoncn y Viljanen, 1961), Elwing <>L al.., (1976), 

deearrollaron una técnica eorológica que denominaron lnmu-

noeneayo en Capa Delgada (TIA, por aue aiglaa en inglés) arm-

que posteriormente ae definió como Difusión-en-gel-TIA (DIG­

TIA) Y que ee realiza en cajas de Pe tri de plástico. Esta 

técnica canalete en agregar a la caja de Petri aenaibilizada 

con el antigeno, una capa de gel de agar mezclado con protei­

relacionadae para evitar la adherencia firme del agar 
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a la placa. DeePuéa de la gelificación. ee hacen horada-

cionea en el gel y en loa pozos aei forma.don. ae agregan Ja.e 

dllucionee del euero. Deepuée de 24 horas de incubación 

para permitir la difusión tridlmeneionnl de loe anticuerpaa, 

la capa de gel ee elimina y las cajas ee lavan y eecan per­

fectamente y el anticuerpo unido al antigeno. hace que este 

complejo se vuelva altamente hidrofilico (en contraste con la 

gran hidrofobicidad que muestra el o.ntigeno adherido a la BU­

perficie plástica)• cuando al igual que en DIG-TIA, revela 

por medio de la condenaaci6n de vapor de agua en la superfi­

cie de la caja de Petri donde ae encuentra cate complejo. 

Debido a que el anticuerpo difunde en el gel en forma circu­

lar y eiguiendo la Ley de Difusión, como ocurre en la Inmuno­

difuai6n Radinl de Hancini (Hancini fil< al., 1965) el diámetro 

de las zonas que muestran grandea acúmulos de gotas de agua 

debido. a la hidrofibilidnd del complejo, ea directamente pro­

porcional a la concentración de anticuerpos (Elwing ftt. al..• 

1977). 

En 1977 • Elwing y colaboradoree, publicaron una madi-

ficac16n a la que le llamaron "Spot-TIA". Keta modificaci6n 

consistió báoicamente en agregar pequefioe volúmenea (2-7 ul) 

de varias diluciones del auero con anticuerpos, directamente 

aobre la superficie plé.etica recubierta con antígeno, y 

después de incubar, lavar y secar, el complejo antigeno-anti-

cuerpo ee revela también con vapor de agua. Bajo eatae con-

dicionea. con ••spot-TIA" ee obtienen reeultadoe eemicuanti­

tativoe de la concentración de anticuerpoa (titulo del anti-
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auero). 

Tanto en DIG-TIA como en "Spot-TIA", lo eenaibilidad mo­

lecular del ennayo ae incrementa diez vecca ei antee de reve­

lar. le.e cajas ea incuban con un anticuerpo especifico paro 

la clase de inmunoglobulinao preecntea en el eiatema, por 

ejemplo antl-lsG. Así. en DIG-TIA, deBpUéB de lavar y eecar, 

los diámetros de las zonae de reacción fueron mayores y mucho 

mejor deflnidoe que ein el antieuero y a eate ensayo a.e le 

llamó DIG-TIA Reforzada (Elwing <>.t al-, 1976; Ouchterlony y 

N:l.leeon, 1976; lemail '1.1; al., 1979; Nileeon <>.t al., 1960), 

mientras que en "Spot-TIA", en las mueatrae que inicialmente 

erltll débilee y difíciles de distinguir, la adición del anti­

gamnglobulina, las hicieron más evidentes y clara.mente defi­

niblee (Elwing ...t; al., 1977). 

Esta eecuencia técnica, sentó las baaee para desarro­

llar una variante adicional, llnmada Difuaión-en-Gel-ELISA 

(DIG-RLISA) (Elwin¡¡ y Nygren, 1979; Elwin¡¡ <>.t al., 1960). 

En eeta, se introdujeron dos modificaciones esenciales para 

el ensayo: a) el anticuerpa anti-inmunoslobulina especifico 

eotaba conjugado con perox.idaea o fosfatasa alcalina y b) 

la reacci6n se revelaba al igual que en KLISA, con el subs­

trato de la enzima (peróxido de hidrógeno y p-fenilendiamina 

(PFD) como dono.dar de hidrógeno para la peroxidaaa) 6 úni­

camente p-nitrofenilfosfato CPNF) paro la foafntaao. alcalina. 

pero a diferencio. de la prueba de KLISA, amboa reactivoa ae 

mezclaban en una aoluc16n de o.garooa o de agar enfriada a 45• 
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C. Rn eaencin. el reBUltndo ea id6ntico al obeervndo 

DIG-TIA Reforzada. pero en este enea, lna zona.a circulares de 

roacción toman un color obscuro cuando el donador do hidró-

geno usado parn ln peroxldaon fue el PFD o un color amarillo 

formado por la acción de ln foefatnaa alcalina eobre el PNF y 

quedan perfectrunente delimitadas con reapecto a lae zonas in-

coloras del reato de la placa, ya que la reacción ocurre jue-

to dentro de loo llmiteo donde ac encuentra el complejo anti-

geno-anticuerpo-conjugado. No obstante que con el eiatema 

foafataaa alcalina-PNF, el resultado de la prueba podía oh-

tenerse de 15 o 20 mln deapuéa de agregar el gel que con el 

substrato y de que loa zonaa de roncción podian definirae 

aimple vista y dolimi tarae fácilmente marcando loa bordee de 

aua diámetroa en el reverso de lo caja de Petri, deapuéa de 2 

o 4 horas, y debido a una fotorreducción espontánea, ae pier-

den loa limltee de laa zona.a de reacción4 Eate mismo fen6-

ocurre cuando ae uaa. la o-fenilendiamina (Olti>) para la 

peroxidaaa (Gómez-Priego c..t. a.J. •• 1985). Por el contrario. 

con esta última enzima, la reacción fue estable cuando ee ue6 

donador de hidrógeno el PDF o el ácido 5-amino-salici­

lico (5-AS) (Gómez-Priego y Valdez-Bermúdez. 19861) lo que 

permite además, que loa reaultadoa permanezcan ein cambios a 

peaa.r de que ae eecnra el gel que contiene el substrato. 

1.Gómez-Prlego, A4 y Vnldéz-Bermúdez, O.A. C 1986). Cuantificación 
de anticuerpos en la oncocercoaia con la prueba. de DIG-ELISA. 
Pág.: 46. En: Acevedo-Hernández, A. y Gómez-Priego, A. CEds.). 
Merntl.aa d.e..l ll.1 ~ ~ de parealtolosie. Puebla, 
Puebla. México. 
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La prueba do DlG-ELISA ha eido utilizada para la dotec-

ción de anticuerpoa en ln oncocerconle (Góméz-Prlego et al., 

19621, 1965), triquinoala ( Ljungatrom, 1983), cieticercoeie 

(Gómez-Priogo y Gutlérrez, 1992) y en infeccionca cnuondna 

por ~ entergcg 1 j tJ.ca o: 3 u~nge Wi al.. • 1981) y ln 

proporcionalidad entre el diámetro de lae zonaa de reacción Y 

lo. concentraci6n de anticuerpoa, fue demostrada por Klwlng .a..t. 

,nl., ( 1980) y confirmada por Gómez-Prlego y Valdéz-Bermúdez 

Una obaervación coneiotcnte esta prueba fue el 

hecho de que en muestran con diámetroa de laa zonas de 

ción similares, babia diferenciaa en la intenaidad de color 

formado en ellas (Gómcz-Pricgo y Valdéz-Bermúdez, 19863), 

sugiriendo que además de éste diámetro, la intenaido.d del 

lar producido podría tener re laci6n con la concentración do 

anticuerpos. 

ReBUmiendo eatoe antecedentea, la ciaticercoala huma.na 

ea una paraaltoaia de importancia en salud pública, con re-

la ti va. dificultad para au diagn6atico clinico y au confirma-

ción paraeitosc6pica, a pesar de que loa recuraos aerológi-

coa, han ofrecido buenas soluciones a eataa dificultades. 

No obetante que lo.a pruebas de ELISA y EITB son laa que en la 

actualidad ofrecen la.e mejores condicionea de eapecificidad y 

1.G6mez-Priego, A .• Paniagua-Solia, J.F. Rivaa-Alcala., A.R. y 
Ruanes-Meza, M.T. (1982). TIA-ELISA en oncocercoaia. Resultados 
preliminares. l1e.mQr..iaa d.e..l Y. !dln.rno. tiac.i..o.n.al de peroe1tqlqgía. 
Puebla, Puebla. México. 

2.0l;i. i::.i.t. (pág. 31). 

3.0l;i. i::.i.t. (pág.31). 
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aenaibilidad para e 1 aerodlagnóetico • BU uso se reet.rinRe a 

inatltucionee de inveattgnción 6 u nquellna con recuraon au­

flcientea para la adquloición de cqulpoa. materiales y reac­

tivos necesarios para BU implementación. A pesar de que 

existe unn alternativa como la técnica de DIG-EI,ISA, que no 

necesita de equipo. materiales o habilidadea técnicas eape­

cializndaa. tiene aún el inconveniente de requerir de tiem­

pos largos para la obtenci6n de reaultadoo. 

La propiedad que tienen loa componentes antigénicoe del 

cisticerco de T- .no.lium de adheriree firmemente a auperficieo 

pláeticaa, en loa EIA leo confiere, una gran versatilidad pa­

ra deaarro1:lar técnicao alternativao que permitan superar loe 

problemas mencionados, tratando de conservar, e incluso me-

jorar, la eepecificidad, eenoibilidad y eficiencia que loe 

EIA han aportado al aerodiagnóatico de la ciaticercoaia hu-
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CUADRO l. 

PRU!llll\S Sk"RODIAGNOSTJCAS U'J'JJ,JZAllAH 
llN [JI CISTIC!lRCmnsc 

Nieto ,.1956 - Somático 
S:lcoh6lico _____________ . ________________________ ::; __ ,¿;;_;-;;.i.;;;.:...:. _ _:-::;;;;;_;..~.:...:.:..i....:.-;.:...:_...; 

Bi..:si*.· 1961 .·• Somático 
alcobólicO 

'.:··: .......... - :/ASC AS! .. ·~"!: ioo·· 
BeÍtrán*h973~ llS FV Suero • c!~~·ft"ii'iiiJX ;;, ~ ________________ :.;,;..._-;.,.;... __ ~_:_.:.:.:.:.;._:;__.:__;.... _____ ~....;-;:,;~-_:....;:...;. __ ._ ________ _ 

-·:::·-:_::·: ':·:::--·_, 

Fli~a~r*,1015 . 

· _, · E~cólex 
Pared 
FV 

Escólex 
Pared 
FV 

<·~' ,~:~_;:a2~'5 -:~94.·a·. 
.iííF' ·,:_.;.53~8 :· .':• :100 

· .. · •. ·. -~·-·.' ;•.' 55;2 86.5 
, Su~ro ~:·~, ··" ··' ··· ·· · 

'~i:·:, "»:::_~_·35,~7·~ ' __ . 100 
io ·.· 40:1 '94.6 

'51:1 100 ________________________________________ ,;:,: .. :..:.:::.::::~-:: .. .-:.:...-.:::..._~..:.------
Arámbulo* 1978 Somático 

deelipidizado 

Flieeor* 1980 Antígeno B 

Villanueva* 1980 Somático 
dealipidizado 

Schantz* 1980 Somático 
salino 

Diwan* 1982 Somático 
deelipidizado 

Millar* 1984 Pared 

Bepinoza.*1966 Antígeno B 

Larralde*l986 FV 

Suero 'HAI ·: 73}4-
'ELISA "•77_-;5 

Suero IEF; 54-;5 :75.3 

Suero HAF .. 77.5 95 

Suero HAI 97. 76.1 

LCR ELISA 79 85 
90 Suero 80 

RlA 90 100 

Suero EL ISA 80 96 

Zona Endémica 
HAI 91 BB 

ELISA 80 70 
Suero 

Zona Ha Endémica 
HAI 95 100 

llLISA 95 100 



Tellez* 1967 Antígeno 
en LCR 

Suero de OOT-KLISA 59 100 
conejo KLISA '77 - 100 

sany* 1966 
IN 
Pared 
Escólex 

64.2- 76.3'' 
Suero KLISA - 64.6 >33.3-, 

51.3 _'64.6 

Téans* 1969 Glicoproteinaa 
del FV Suero IKTB 96 100 

G6mez:-* 1992 
P~iego 

FV Suero HAI 100 97 .1 
DIG-KLSA 93.7 97.1' 

H~-ri~ay-* ··1ss2 
Oatria 

Somático 
alcohólico 

LCR e~** 
CIKF** 

72.7 
79 

100 

75.B 
90 -

59.2 
ñ1~;¡----19a~----a11~~~;~~;1~~;------------------------------

del FV Suero KITB 100 100 

Sena.1= Senaibilidnd. Kap. 2= llapecificidad. 

AS!= Antígeno Somático Incompleto. 
ASC= Antigeno Somático Completo. 
Co-A= Ca-Aglutinación. 
CIEF= Contrainmunoelectroforeaie. 
DIG-KLISA= Difuaión en sel-KLISA. 
DOT-KLISA= KLISA en punto. 
EITB= Electroinmunotranaferencia. 
ELISA= Inmunoenaayo con anticuerpos ligadoa a enzimas. 
ES= Hxcrecionea y Secreciones. 
"f!V;;:. Fluido Vesicular. 
HAI= Hemnglutinnción Indirecta. 
ID= Doble Inmunodifuai6n. 
IEF= Inmunoelectroforeaie. 
LCR= Líquido cefalorrnquideo. 
PTC= Precipitación en Tubo Capilar. 
RIA= Radio inmunoenaayo. 
RFC= Rencci6n de Fijación del Complemento. 

** Detectan antigeno con anticuerpoa de conejo. 



OBJBTIVOS 

Apoyándooe en lo deocrito en- la aección _precedente, 

para este trabajo ae fijaron loa eigulenteo objctivoa: 

I J DllSARROLLl\Il UNA PRUEBA DllL TIPO IllHUNOh"NZIHATICO APLICA-

BLE PARA llL SKRODIAGHOSTICO Dll LA CISTICERCOSIS. 

OBJETIVOS PARTI<AJT.ARRS. 

l) TOHAHOO COHO BAS!l UH PROCKDIHillHTO GllHimAL, ESTAN-

DARIZAR EL llHSAYO POR HODIFICACIOH DE ALGUNOS Dll UlS PASOS 

TKCHICOS, JiliPLEAHOO UH SISTEMA AHTIGENO - AHTICUllRPO AMPLIA­

MENTE CONOCIDO. 

2) DETERMINAR AL HENOS 1lH FORMA PRELIMINAR, LA APLICABILI-

DAD DE LA PRUEBA 1lH DIVERSOS SISTEMAS ANTIGllHO- ANTICUERPO EN 

KHFKm!EDADES PARASITARIAS Y HICOTICAS. 

3) APLICAR EL PROCKDIHIKHTO YA ESTANDARIZADO, A LA DETECCION 

DE ANTICUERPOS SERICOS EN ENFERMOS CISTICERCOSOS. 

4) REALIZAR UNA KVALUACION SKROLOGICA DE LA PRUEBA, USANDO 

LOS RESULTAOOS OBTENIDOS CON SUEROS Dll INDIVIDUOS NORMALES Y 

DE PACillNTKS CON CISTICERCOSIS CONFIRMADA. 

5) COMPARAR LA UTILIDAD DllL ENSAYO CON UlS RESULTAOOS OBTE-

NIDOS CON LA PRUEBA Dll ELISA. 
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HIPOTKSIS 

Si laa pruebas inmunoenzlmáticaa como el inmunoeneayo 

con anticuerpos ligados a enzima.a CELISA). la electroinmu­

notranaferencia (KITB) y la prueba de Difusión en gel-ELISA 

(DIG-ELISA) aplicadoo al aerodiognóatico de la cieticercoaia, 

tienen oua fundamentos en la inmovilización del antígeno 

bre materiales sólidos (plástico o papel de nitrocelulooa). 

al combinar y modificar algunos de loa paaoa técnicos de eaoa 

ensayos para desarrollar uno nueva prueba para la determina­

ción de anticuerpos eepecificoa en eato. y otroa enfermedades 

infeccioeaa y para.al tariao por medio de reacciones enzima­

auatrato localizadas, ea de esperarse que tanto la aenaibi­

lidad y eepocif'icidad como la eficiencia, rapidoz y economia 

de eatn nueva prueba, aenn comparables o incluso mejores a 

laa de ELISA, EITB y DIG-ELISA, para el aerodiaen6atico de 

eeaa enfermedadee. 
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PLANTRAHil!NTO DKL PllOBJ.llHA 

Dado que la neuroclat.icercoaia ea Wla enfermedad para­

ei taria frecuente en nueatro medio y que preaentn algunna 

dificultadee para eetablecer el diaanóetlco cl1nico. nece-

earlo contar con métodos aerológicoa nl ternos que sean 

fiables 1 a.cceelblee y de bajo ooeto para apoyar el dlagnóa­

tico clínico. 

En la actualidad, el diagnóstico aero16gico de eeta en­

fermedad parasitaria ee hnce por medio de métodos inmunoen­

zimáticoe, loa que no obstan te que hnn alcanzado un acepta­

ble grado de confiabilidad, adolecen aún de problemas rela­

cionadoe con el tiempo pura dcaarrollar la prueba. alto 

to de loe materialea y reactivos y además, varios de elloo 

requieren de adieatramiento eapccializndo para imple-

mentaci6n., todo lo cual limita au aplicación en cualquier la­

boratorio clínico no incorporado a inati tucionea hoapi tala­

riaa o de inveatigaci6n. 

Por lo tanto, el desarrollo de nuevos métodoa que, a.l 

menea en parte, ayuden a minimizar eatoa problemas, podría 

coadyuvar solo a mejorar el diagnóstico de eata enfermedad 

parasitaria, alno que también, lo pondrían al alcance de cu­

alquier laboratorio de diagnóstico. 
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HATKRlAL Y HK'l'OOOS 

J . - ANTIGKNOS. 

a) PROCIIDKNCIA. 

En eate trabajo, ae utilizaron antigenoo de treo ea­

peciea de hongos, uno de protozoarioa y cinco de helmintoo. 

gcntilmcnto proporclonndon por loa laboratorios de Inmunopn­

raaitologin, Hicologln Bánica y Biología de loa Paráaitoa, 

todos Dol Departamento dA Hicroblolonia y Pa.raaitologia de 

la Facultad de Medicina de la UNAH, aai como por el Departa­

mento de Inmunología del Instituto de Inveatigacioneo Biomé­

dicaa, también de la UNAH, a quienes se lea agradece au cola-

boración. En la Tabla I, ae preoenta un listado de loa an-

tigenoa utilizados, indicando anímiamo, el tipo de extracto 

de que ae tratn. 

Loa antigcnoa de Ew:lcJ.ol.a hfma:t.ic_a, Tuxtum.r . .a .c:a.ni.a, T..ci.:: 

c.hin.e.l..ln Jlld.r..alia y A.ac.ar.ia .lumbtlc_o.idea suum, fueron prepa­

rados de acuerdo al método de Sacaroaa-Acetona ( Clark y Coa­

eala, 1958); loa de hongoa (Cogpidioiden .im.i.t..ia. Hi.1lt.nnlamna 

capan 1 etiim • .5Rarnt.hz:::.J.x ahenckil) y el del protozoo Trvnonpao­

ma .c:ruz.1. ne preparó aiguiendo el método deao.rrol lo.do por 

Toriello y Hariat, (1974). 
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TARl.A J. 

AN'l'JGKNOS UTILIZADOS KN fJI PRUKnA DK 1'IA-ELISA. 

Antigcno elaborado de Tipo 

Albúmina Séricn Bovina 
Sporpthrix aclle.nck.ii 
Hi etoplafmla ,eapaulatiam 

·------ --·-·-- ----- Pu~ifk-~d~-·-------·----

Co<::cidio.idea .immil.ia 
T.r::nuw= =i 
plaamod111m he.rRhci ~ 
EL<wmotliwn ll.iYW< 
.Ewmiola hw>.lltJ..rui 
Taeni.a m>lill.m ( larva) 
Aac.w:ia .l.umb.ti.coid1rn uuum 
T<lx<>cai:a i>ania 
Tr1gh1nollo imirnlla 

Purificndo 
Purificado 
Purificado 
Exoan t igeno 
Kxoantigeno 
Crudo 
Crudo dealipidizado 
Fluido veoicular 
Crudo dealipidizado 
Crudo dealipidlzado 
Crudo dealipidizado 

Debido a que el enfoque del trabajo está principnl mente 

orientado hacia el aerodiagn6atico de la ciatlcercoaia. úni-

camente ae describirá al detalle la preparación del antígeno 

del fluido vesicular del ciaticcrco de '.rafmia a.olium-

b) OBTKNCION DEL FLUIOO VESICULAR (FV). 

El FV ae obtuvo de acuerdo al procedimiento deacri to Por 

Gómez-Priego y Gutiérrez~ ( 1992). El material básico para 

la preparación de eate antiaeno, provino de carne de cerdo 

infectada naturalmente y decomisada en el Raatro ABC de Loa 

Reyea, Rdo. de México. 

PROCEDIHIKNTO 

1) Con ayuda de pinzas y bieturí. ee extrajo cuidndo-

eamente el mayor número de ciaticercoe completou. 
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2) Se depoaitaron en ca.1ae de Petri que cont.enian de 

10 a 15 ml do ooluclón ealina 0.65 % (55). 

3) Kn condiciones de esterilidad. Be lavaron varias 

vecen con SS para eliminar loe reatos de te,i ido. 

4) Una vez limpioa, se colocaron en vaeoa de precipi­

tado con SS adicionada con antibi6ticoa (Penicili­

na 1. 000 UI/ml; Eatreptonlicina 1 mg/ml). de tal 

manera que la solución loe cubriera completamente y 

ac dejaron durante una hora a temperatura ambiente 

(TA). 

5) Se decantó el aobrenada.nte y loa ciaticercoa oe 

lavaron vnriaa veces con SS para eliminar el ex­

ceso de antibl6ticoo. 

6) En ambiente de esterilidad. loe ciaticercoa se 

transfirieron cuidndoeomente a una caja de Petri 

eatéril inclinada. Con agujas de diaecci6n, ee dee­

garr6 la pared del ciaticcrco. dejando escurrir el 

FV, colocando loa rea toa del paráei to en la parte 

auperior de la ca.ja. 

7) Con pipetas Paeteur ae recogi6 el FV, transfirién­

dolo a tubos de centrifuga eetérilea. 

6) Se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 min a 4"C. 

9) Se recogió el eobrenadante, el cual se repartió en 

ali.cuotas de 1 ml en frascos de vidrio, eetoe ae 
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<:~.;··~::_,/:,:\·:~:··< .'; ··:(-:: _, ·' 
e) DETERMINACION ' DE PR01~1NAS, POR: EL HE'rooo Dr.: LOWRY e.t 

aJ. .• (1951); 

1) Kn tubos de ensaye de 10 ml previamente marcados, 

coloc6- 1 ml de la solución patrón de Albúminn 

Sérica Bovina (BSA), diluidn en agua destilada de 

manera que cada tubo, quedaran concentracionee 

de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 pg de proteina. por ml 

de solución. Como blanco de reactivan, ae uoó 

tubo con 1 ml. de agua destila.da. 

2) En otros tuboo, ae hicieron diluciones al doble de 

la.a muestra.a problema en agua destilada. partiendo 

de 1:50 y terminado en 1:1600. 

3) Se preparó nl momento. un volumen auficiente de 

mezcla de sulfato de cobre al 1 %, tartrato de ao-

dio y pataaio al 2 % y carbonato de aodio en hidró-

xido de aodio 0.1 N, en proporción de 0.1 ml, 0.1 

ml y 10 ml reapectivamente. 

4) A cada uno de loa tubos. ee añadieron 3 ml de éata 

aoluci6n. 

5} Loa tubos ee agitaron vigorosamente y so dejaron 

reposar durante 10 min a TA. 
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6) A cada tubo ee· ogreg6 0.3 ml del reactivo de ·Folio 

l. N. 

7) Se :agitó: vigorosamente cada tubo y ae ·,.d0jnron 

repoffo.r 30-.~in a-_TA"~ 

B) Tranacur~-id.O·:"eáte· t1empa. se -tomaron alicuotaa _-_;d~ 

0.3 ml de cada tubo y ae depositaron por duplicado 

efi loa tiras de micropozoa colocadaB en loe marcos 

portatirae. 

9) Después de ajuutar el lector de micro ELISA MR-300 

(l>yno.tech) a cero con uno de loa pozos del blanco 

de reacti voe, cada pozo ae leyó a 490 nm, regia-

trando las denaidadea ópt.icaa. 

10) Con loa resultados de las muestras patrón, grafi-

cadoa contra concentrnci6n, se obtuvo una linea de 

referencia en la cual ae interpolaron las denaida-

deo ópticas de las mueatrae problema para obtener 

la concentración virtual. 

11) Ln concentración real, se obtuvo multiplicando la 

concentración virtual por el factor de dilución de 

cada mueatra. 

d) DRTERHINACION DE HKXOSAS POR EL Hll'l'OOO DE DUBOIS W;. al., 

(1956). 

1) En tuboa de ensaye de 10 ml previamente marcados, 
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se colocó 1 ml. de glucoBll 0.01 X. diluida en agua 

dcotilada de manera que en cado tubo. quedaran con­

centracioneo de 10, 20, 4.0, 80 y 100 pg de glucoan 

por ml de agua destilada. Como blanco de reactivoa, 

se uaó un tubo con 1 ml de agua deotilada. 

2) En otros tubos se hicieron diluciones al doble de 

laa mueatrna problema en a.gua destilada. partiendo 

de 1: 50 y terminando en 1 : 1600. 

3) A cnda uno de loa tubos se agregó 1 ml de Fenal al 

5 % • 

4.) Se agit6 y dejó reposar un minuto a TA. 

5) De un solo golpe, se añadieron 4 ml de ácido 

sulfúrico concentrado a cada uno de loa tuboa, 

usando una pipeta aerológlca de 10 ml despuntada. 

6) Loa tubos ee agitaron y ae dejaron enfriar durante 

10 min en baño helado. 

7) Transcurrido este tiempo, ae tomaron alícuotas de 

O. 3 ml de cada tubo y ae depoai taran por duplicado 

en la.e tiras de micropozoo colocadna en loa mo.rcoa 

porto.tiras. 

8) Deepuéa de ajustar el lector de micro BLISA a cero 

con uno de loa pozoo del blanco de reactivos, cada 

pozo leyó a 490 nm, regiatrando loa densidades 

ópticas. 
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9) Con loe reeultadoo de laa mueatraa patrón, gra­

ficadoa contra concentroción, ee obtuvo una línen 

de referencia en la cual ce interpolaron las den­

eidó.dee ópticne de lae mueetrne problema pnra ob­

tene~ la concentración virtual. 

10) La concentración real, ee obtuvo multiplicando la 

concentración obtenida en la gráfica por el factor 

de dilución de cada mueatra. 

II. SUEROS 

a) ORIGEN DE LOS SUEROS. 

En lo Tabla 11, ee anota la relación de loe eueroe 

utilizados en eate trabajo, agrupados de acuerdo origen 

(humano, conejo ó ratón), indicando au nümero y al provienen 

de la infección natural ó de la inmunización artificial. 

Eetoa auoroa fueron utilizados en la eatandarización de 

la prueba (ratón anti-albumina a6rica bovina); en la aplica­

ción para el eerodlagnóatico de la claticercoaia (humano 

ticieticerco y normales) y loe restantes, para determinar la 

reactlvidad cruzada 6 la aplicación de la prueba con atrae 

eietemaa antígeno-anticuerpo. 
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TABLA 11. 

ANTISUKROS UTILIZADOS l!N LA PRUKBA Dll TIA-llLISA.* 

Kapocie 
Pruebo Sueros con anticuerpos 

contra: Serológicn Humano Conejo Ratón 

Normal 
Albúmina Sérica. Bovina 
Swrpthrj x nnhe.nckll 
HietgplafWO capm1Jntiun 
r.ncgiclioidee ilmni_t..i.a 

kT::!~dT~:"v7!7~:i** 
~ baz:ahaj. l'Co.ali.i 
11am:il2la hc.rultic.11 
Twmi!l .imlium ( larva) 
A=a..r:.1a l... = 
~=ni.u 
:rr.1ch.!.ne.U. UP.ir!ll.in 

KLISA 
Precipitación 
Precipitación 

KLISA 
KLISA, HAI 

KLISA 
IIAI 

KLISA, HA! 
HAI 

llLISA, HAI 
HA!, CIEF 

HAI = Hemaglutinación Indirecta 

59** 

2 
3 
3 
6 
3 

l 
29 

2 
4 

l 
l 
3 

Precipitación = Doble :J.rununodifual6n tipo Ouchterlony 
CIEF = Contrainmunoelectroforeaia 

5-

*Todos loa sueros de humano p0eitivoe a algún antígeno, 
provinieron de la infección natural. mientras que loa de co­
nejo y ratón lo .fueron de la inmwlizo.ción art.lficial_ 

**sueros de peraonaa aparentemente aanaa. 

***El parásito se detectó en frotie tefiidoa con Giemaa_ 

b) IllMUNIZACION ARTIFICIAL DE RATONES 

1) Antes de la inmunización, varios lotea de 10-12 

ro.tonee fueron numerndoa para eu identificación y 

sangrados para control (ver más adelante). 

2) Cada ratón ee inoculó por vía intraperitoneal con 1 

ml de B5A (100 pg/ml) loe diae O, 3, 6, 9, 12, 15, 

30, 37 y 44. 
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3) Deapuée de eate tiempo, a todos loe ratones eo lea 

di6 un refuerzo con periodicidud meneunl la 

mieDlQ concentración de antigeno. 

e) Ofil'KNCION DE LOS SUEROS 

- DE LA INFECCION NATURAL (HUMANOS) 

Loa 29 aueroe de individuos ciaticercosos utilizados en 

este trabajo, provinieron de pacientes con diagnóatico con­

firmado por tomografia nxlal computarizo.da, por cirugía o por 

aerologia y fueron proporcionados por loa laboratorios de In­

munoparaaltologia del Departamento de Hlcrobiologia y Paraai­

tologio. de la Facultad de Medicina y por el Departamento de 

Inmunología del Instituto de Inveatlgacionea Biomédicna, 

baa de la UNAH, mientras que loe aueroe de pacientes infecta­

dos con hongos 6 helmintos, fueron donados por loa laborato­

rios de Hicologfn Básica y de Inmunoparaeitologia del Depar­

tamento de Microbiología y Paraei to login de la Facultad de 

Medicina de ln UNAH. Laa mueetrae fueron envindae por 

ineti tucionee hoepl talnriaa o tomadas directamente en eaoe 

laboratorios, pero en todoe loe caeoe, llegaron con fines de 

confirmación diagnóstica. 

PROCEDIHIENTO 

1) Las muestras de sangre ee obtuvieron por punción 
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V~nona:· del;.lllltebrn~O, ya eea c"an jerlilga deeecha-

ble ó .con Vacutainer, previa aeepnla · t;fo: la .reglón.: 

2) En el primer. ca.so. la aangrc fue - tranaferid~-,,::n 

tubOa de centrifuga Waaaerman de 9 - inl ·~~~B-~i!c~~!. 
mientras que en el eegundo, la sangre ~e .. dejó. 'en 

loe miemos tuboe. 

3) Las mueetrae ae incubaron a 37ºC durante una o- doa 

horaa y luego a 4ºC durante doe horaa adicionales 

para lograr la retracción del coágulo. 

4) Se centrifugó a 1,500 rpm en centrifuga clínica a 

TA durante 15 min, separando antes ol coágulo 

aplicador de madera. 

5) En ambiente de eeterilldad, ae coaechó el 

pipeta Paateur eatér i 1 y transfirió a tuboa 

de vidrio Wnaaerman eetérilea. 

6) Se agregó azida de aodio 1.54 H hasta obtener 

concentración final de 15 mH; repartió en ali-

cuotas de O. 4 ml, ae etiquetaron y ae conservaron 

en congelación a -lOºC hasta au ueo. 

- DR LA INHUNIZACION ARTIFICIAL (RATONES) 

PROCKDIHI KNTO 

1) Con el ratón colocado sobre la tapa de la jaula, 
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ee agregó talco a lo larsu de toda la' cola. 

2) Con·.lae tijeroa ac cortaron de 3 a 4 mm del extremo 

distal de la r.ola. 

3) Con -loe dedos indice y pulgar, ae frotó la cola 

del ratón con un movimiento deacendento haeta 

obtener una gota de anngre en la punta de la cola. 

4) La gota de sangre ae recogió aplicando el extremo 

de un tubo capilar heparlnizado. 

5) Se repi tleron loa paaoa 3 y 4 hasta que la columna 

de sangre llegara a aproximadamente 5-6 mm del 

otro extremo del tubo capilar. 

6) Se sellaron loa tubos con fuego por el extremo 

vacio y ae transfirieron a tubos Wnaaerman previa­

mente identificados con el número del animal. Loe 

paaoa 3. 4. 5 y 6 se repitieron ha ata obtener 10 tu­

bos capilares de cada animal (aproximadamente O. 5 

mlJ. 

7) Se centrifugaron en centrifuga clínica a 1, 500 rpm 

durante 15 min a TA. 

8) Loe capilares ae cortaron en la interfase plaoma­

leucoci toa y el plaoma ac recogió en tubos Eppen­

dorf de 1.5 ml. 

9) A cada tubo Bppendorf ae agregó azida de eodio 

hasta una concentración de 15 mH y loa plasmas ac 
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mezclaron para - integrar una mueetru de cada fechA. 

10) Se etiquetáron y nlmacenaron en el congelador 

hnatn áu'--uao. 

- CONEJO Y CABRA 

Loe aueroa hiperlnmunee de conejo y cabra, no fueron 

preparados en el laboratorio, alno que ae consiguieron por 

donaciones. En conaecuencia, y debido a que loe protocolos 

de inmunización para cada especie de animal y para cada antí­

geno fueron diferentes y no ae tuvo acceso al procedimiento 

especifico, no ae detallarán en eata aección. 

III • - CONJUGADOS 

a) OB'l'KNCION DE LA FRACCION GAMAGLOBULINA (Parkhouae y 

Abney, 1981). 

PROCEDIHIENTO 

1) En un vaao de precipitados de 50 ml, ee dieolvicron 

aproximadamente 300 mg de auero liofilizado antiga­

maglobulino. en 5 ml de agua destilada. 
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2) Se agrogaron 10 ml de PBS 150 mH, pi! 7 .2 y ee de-

jó ngitaci6n conotante durante 10-15 min, procu-

rando evitar la formación de espuma. 

3) La eolución ae tranafirió a tubos Waeeerman de 9 

ml y ae centrifugó 15 mln, TA a 1,500 rpm en cen­

trifuga clinica. 

4) El aobrenadante ae transfirió a un vaao de preci­

pitadoa de 50 ml colocado en ba.flo helado. 

5) Se agregaron 15 ml de solución saturo.da de sulfato 

de amonio en PBS (SSSA-PBS) fria, gota a gota y 

agitando, dejándose en bafio helado y en agitación 

conatante durante 30 min. 

8) La auapenaión ae transfirió a tubos de centrifuga 

y ee centrifugó a 12,000 rpm a 4ºC durante 15 min. 

7) Se eliminó el aobrenadante y el precipitado ae re­

dieolvló en 15 ml de PBS. 

8) Se repl ti e ron loe paeoe 5 y 8. 

9) El precipitado se rediaolvló 2.5 ml de PBS y dia-

lizó 24 h con 500 ml de PBS, doa cambios. 

10) Se determinó la concentración de proteína.e, ae en­

vasó en al icuotae de 1 ml, ae etiquetó y almacenó 

en congelación hasta 
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b) CONJIJGACION CON PKROXIDASA (Avre.men" Y. 1'erny;,ck, 1971; 

Pnrkhouae y Abney. 1981). 

PROCKDIHIKNTO 
'".':---:.; '.";::_-:.·)\;_. 

1) Se peanron 10. mg de :~.~~:~·l·~:~~ ~.~::·~ ~á~a~-~- ;~\f~-Ó~i~-~­
tipo VI csisma >; ae ~diooi;,ii;~tin~;F¡;;~':'cU? ~1 él~ PBS 
10 mH, pi! 6.B, adlc1Ón~do;d:~~~~~~~!~1:~f~j' (c.;n-

centración finnl de 1.25· %)_Y.: ~~e:~-\j'~j{;>~e~a~~ toda 
, - -:o:,,_-·,,.- - -. ~·. - . 

la noche a TA. 

2) Se ajuató a 1 ml con SS y diBl izó contra la 

misma aolución (doa cambios). 

3) La enzima activada ae transfirió a un tubo de enea-

ye. ae agregó 1 ml del anticuerpo (5 mg) en SS y 1 

ml de bicarbonato de aodio 100 mH, pH 9.5. El tubo 

tapó y dejó en reposo a 4•c durante 24 h. 

4) Deapuéa de eate tiempo, ee añadieron 0.2 ml de L­

liaina 200 mH y ae dejó incubar a TA durante 2 h. 

5) Se dializó contra PBS (doe cambice). 

6) Rl conjugado ae precipitó en fria con un volWnen 

igual de SSSA-PBS Y ee dejó durante 20 min con agi-

tación constante en ba.fio helado. 

7) Se centrifugó a 12,000 rpm durante 20 min a 4•c. 

8) Se eliminó el eobrenndante y el precipitado ee 

reauependió un volumen igual de SSSA-PBS al 50 X 
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de eaturacl6n y oe centrifugó como en el paao an-

terior; coto realizó doa vecen. 

9) Se eliminó el sobrenadan te y e] precipitado 

dieolvi6 en 2 ml de PBS, dializándose contrn la 

misma eolución con trea a cuatro cambice._ 

10) La aolución del conjugado ae centrifugó a 12,000 

rpm durante 20 min a 4•c. 

11) Se rescató el eobrenadante y ae le agregaron 20 mg 

de BSA. Se repartió en alícuotas de 0.2 ml y 

etiquetó y almacenó en congelación haata BU uao. 

12) Se tituló el conjugado en la prueba de ELISA tipo 

directa (ver máa adelante). Para ello, y depen 

diendo de la especificidad del conjugado, se utili­

zó como antígeno. suero normal de humano, de conejo 

6 de ratón, diluidos aerialmcnte nl doble e 10 dilu­

ciones), partiendo de 1: 100 en amortiguador de car­

bonatos 64. mM, pH 9.5 (BC), mientras que el congu­

gado diluyó en PBS adicionado con Tween-20 al 

0.05 %, concentración final (PBS-T), partiendo de 

1:250. El título ae definió como la dilución máe 

alta del conjugado que diern una nbaorbancia mayor 

de 0.35 unidades de densidad óptica con la dilución 

máa baja del antígeno. 
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IV. INMUNOENSAYO CON ANTICUERPOS LIGADOS A ENZIMAS (ELISAJ. 

a) METOOO INDIRECTO (Porkhouao y Abncy, 1981; Gómez-Priego 

..t Al., 1991) (Figurn 1). 

LJ INMa.llUZACION DEL ANTIOENO 

ADICION DEL ANTIBUERO 
<ANTICUERPO PFHMARIO) 

ADICION DEL CONJUGADO 
(ANTICUERPO SECUNDARIO} 

ADICION DEL SUBSTRATO 
(EN SOLUCIOH) 

Figura 1. Repreaentnci6n eaguemática de loa cuatro 
paaoa fundwnentaleo en ol dcaarrollo del inmunoenaayo 
con anticucrpoa ligadoa a cnzimao (ELISA). Cada paao 
requiere de un periodo de incubación y de un lavado 
previo con PBS-'r. EL paoo final mucatrn el aubstrnto 
cOloreado deapuéa de ln reacción enzimática. 

PROCEDIMIENTO 

1) A cada pozo, de placo.a de micro-EL! SA de 96 pozoa, 

fondo plano (lmmulon JI, Dynatech, Alexandria, VA, 

USA), ae agregó 0.1 ml del antígeno (3.4 pg/ml) di-

luido en BC, excepto en deo pozoa en loa cuálea aó-

lo ae agregó BC. 

2) Se incubó toda la noche (18 h) a 4ºC. 
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3) :.>asado eete tiempo, ee decantó el eobrenadante ea-

cudiendo In placa en el vertedero .. El exce50 de 

liquido se e limin6 sacudiendo laa placne contra pa­

pel absorbente colocado oobre la meaa. 

4) Se agregaron O .. 25 ml de BSA al O .. 5 X en BC a cada 

pozo para bloquear las euperficiea libree .. 

5) Se dejó incubar durante 60 min a 37ºC. 

6) Se eliminó el aobrenada.ntc como en el paeo 3 y ae 

lavó con PBS-T trea vece a, cada laviido de 3 min. 

7) Loe aueroe oe diluyeron al doble con PBS-T, par­

tiendo de 1: 240 y ae agregó O .. 1 ml de cada dilución 

a pozos por duplicado .. Rn cada placa, siempre ee 

incluyeron pozos con suero testigo (negativo y po­

sitivo), tambión por duplicado .. 

8) Se repitieron loe paaoa 5 y 6. 

9) Se agregó 0.1 ml de la dilución óptima del conju­

gado (1:1000), diluido en PBS-T a cada pozo, excep­

to en loe que no tuvieron antígeno. 

10) Se repitieron 106 paeoe 5 y 6. 

11) Se preparó al momento, un volúmen suficiente de la 

eolución del eubatrato (ácido cítrico 24 df; fos­

fato dibáeico de sodio 51 mH, pH 5.0; o-fenilendia­

mina 0 .. 4 mg/ml y peróxido de hidrógeno al 3 X 1 .. 6 

pl/ml) y ec agregaron 0 .. 25 ml a cada pozo .. 
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12) Se incubó 30 minutoe en ln obscuridad y a TA. 

13) Se detuvo la reacción agregando 0.025 ml de ácido 

sulfúrico 2.5 H a cada pozo. 

14) La placa se colocó en el lector de RLISA y ee 

obtuvieron las densidades ópticas (00) a 490 

b) MKTODO DIRECTO 

PROCEDIHll!NTO 

1) Este método ae utilizó para ti tul ar loe conjugados. 

Para ello. y dependiendo de la especificidad del 

conjugado, se empleó antígeno suero normal de 

humano, de conejo 6 de ratón diluidos al doble 

BC, partiendo de 1: 100 ( 10 diluciones). 

2) El conjugado se diluyó en PBS-T, partiendo de 1: 250 

y se agregó O .1 ml a cada poza, siguiendo una ti tu­

lación tipo tablero de ajedrez, ea decir, en las 

hileras horizontales colocan las diluciones del 

antigeno y en las verticales, lae diluciones del 

conjugado. El reato del procedimiento fue idéntico 

al método indirecto. 

3) El ti tul o ee definió la dilución máe e.l ta del 

conjuga.do que diera. una abeorbancia. mayor de 0.35 

unida.des de densidad óptica. (00). con la dilución 

máa baja del antígeno. 
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el DllTKRHINACION DH WS COCII!NTllS DH DllNSIDAD OPTlCA 

(CDO) (Gómez-Pricgo <l.t al., 1991). 

Debido a la vario.bilidad en laa DO observadna entre 

placaa, loa rcaultadoe ee trnneform.aron n cocientea de denai-

dad óptica (COO), calculadoe con la fórmula.: CIJO = DOP/OON, 

donde OOP fue la densidad óptica dfjl auero problema y DON fue 

la media máe doa desviaciones estándar de la DO obtenida de 

loa duplicadoo del suero testigo negativo .. 

d l DllTllRMINACION DHL CRITERIO DH POSITIVIDAD llN HLISA 

(Gómez-Priego at aJ.., 1991). 

De loa COO"'a de loa sueros de loa individuos normales, 

ae obtuvo la media y ac le BWDÓ doe veces BU desviación 

tánda.r, dando un valor de 1 .. 90, que redondeado a 2, 

aider6 como el umbral de poaitividad en la prueba .. 

e) CODIFICACION DH LOS TITULOS 

Para uniformar loa reaultadoa, las diluciones de loa 

roa ee transformaron loearitmicmnente ( log2 ) obteniendo aai 

loa titulas codificados (TC) en donde a la. primera dilución 

(1:240) oe le dió un TC de CKRO o negativo y aumentando una 

unidad hasta la última dilución enoayada ( 1: 15, 360). 
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V.INHUNOHNSAYO BN CAPA DKLGADA-ELISA (TIA~KLISA) (Elwinl! a.t 

al., 1980; Gómcz-Pricso a.t D.l., 1991). (Figurn" 2) 

a) ESQUELETO TECHICO DEL PROCRDIHIHNTO 

Rn términos senera1ee, ln técnica conata de: a) faae 

Fieicoqu1mica, quo implica ln adeorción del antígeno n la eu-

perficie pló.oticn do una caja de Petri; b) fnae Inmunol6-

gicn, que incluye la unión del primer anticuerpo al antígeno 

inmovilizado y la del ecgundo o.nt icuerpo conjugado con pero-

xidaea al complejo antígeno-anticuerpo y e) !'aee Bioquímica. 

que ee la acción de la enzima eobre BU substrato, renlizá.ndo-

ee en formn localizada. y denotada por un carncteriatico color 

pardo, que ac inicio juato arriba del complejo trimoleculnr. 

Figura 2. Repreaentación grá:ficn del deao.rrollo de la 
pruoba de TIA-l!LISA. Las diforenciaa en el ashurado en la 
última ilustración, repreeentan el oubetrato degradado C~ll 
y no degradado e <'Ti l en el sel por la acción enzimática de 
la peroxidaea uriido. covalentemente al anticuerpo de cabra 
anti-gamnaglobulina especifico. 

56 



b) KSTANDARIZACION DKL KNSAYO 

Para la eetandarización y optimización de 16 pruebo.. 

analizaron laa vo.rlablea que ee indican en 1ae, ~~bl~B .:III y 

IV. 

TABLA III. 

VARIABLES ANALil'.ADAS DK LA FASE FISICOQUIHICA DR TIA'-ELISAi 

VARIABLE KSPECIFICACION 

AMORTIGUADOR AJ Carbonato-Bicarbonnto de Sodio 65 mH; Pu 9·;6 
8) Fosfatos-Salina 150 mH, pH 7 .2 
CJ Salina 135 mH, pH 6.8 

TEMPERATURA A) '.l'emperatura ambiente (16-22ºC) 
BJ 37• e 

CONCKNTRACION 50, 5, 0.5, 0.05, 0.005, 0.00013J.IS/ml(10 ml). 
TillHPO 5, 15, 60, 120, 180 minutos. 

TABLA IV. 

VARIABLES ANALIZADAS DR LA FASR INHUNOLOGICA DR TIA-HLISA. 

VARIABLE 

TITULO DK 
ANTICUERPOS 

TITULO DR 
CONJUGADOS 

DIWYHNTR DE 
ANTISUKROS* 

RSPHCIFICACIONHS 

Suero de tituloe medica (1;40 a 1:40.960) 
Suero de altos titules (1:40 n 1:327,960) 

1:50, 1:100; 1:200; 1:400; 1:600; 1:800 
1:1,000; 1:1,200 

Fosfatos-Salina 150 mH, pH 7. 2 ( PBS) 

~:;:;w~:"ii!~ó~P:~;:!!l con NaN ** ero-) 
SUero de Ratón Normal con SS ~PO+) 

* Realizadaa en placa.e con y ein antígeno. 

** 15 ni1, concentración final. 
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Para analizar la oenoibilidad molecular de ln prueba (t.i· 

tuleción de loo eueroo), oe analizaron 14 diluciones hechao 

al doble ( log2), en PBS-T de doa nntiaueroa preparadoo 

ratón, uno de alt.oa títulos (1:327,080) (Suero 9) y otro de 

tituloe medioe (1:40,960) (Suero 11), demoetradoe en &LISA 

tipo indirecto. Por otro lado, también ee titularon loa con­

jugados siguiendo deo métodos: En el primero, al que se le 

llamó directo, ee usó como antígeno auero normal de ratón, de 

conejo o de humano diluidos 1:200 en BC para eenaibilizar 

una caja de Petrl (Technicare, México) y loa diluctone:s del 

conjugado ae agregaron en gotae de 5 pl y en el segundo, 1 la­

mndo método indirecto, ae usaron varias placas aeneibili.zadaa 

con BSA o con FV de ciaticercoa, seguido de 5 }ll de las dilu­

ciones de loa antiaueroa eapecificoa y finalmente, de B. 5 ml 

de las diluciones del conjugado a analizar. 

Por último, para analizar la influencia que pudiera te­

ner el diluyente de loo antimleroe en la especificidad del 

reaul ta.do en TIA-KLISA, éetoe fueron diluidoa en PBS, PBS-T 6 

en suero de ratón normal. En este último cnao, y debido a 

que el auero diluyente estaba hemo liza.do y contenía abundan­

tea peroxidaea.a natura.leo de loa eritrocitos, para determi-

la influencia de la actividad enzimática ineepecifica de 

eataa peroxidaeae, el suero ee dividió en doa partee iguales; 

ee le adicionó azida de eodio ( 15 mH, concentración fi­

nal) para inhibir la actividad de lae peroxidaane natura lee 

(Sparrow y Williame, 1986; Lim, 1986) y a la otra, usada como 

testigo positivo, ee agregó el miBmo volumen de SS. Ka too 
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ronctivoe fueron denominodoa ro- y ro+ reepectivamente. 

PROCKDIHIRNTO GKNKRAL 

1) A ln caja de Petri de pláatico. ee agregó la: con­

centración óptima del antígeno diluido en 10 ml de 

un amortiguador determinado. 

2) Se dejó incubando con agitación conetente durante 2 

ha TA. 

3) Se decantó el eobrenadante y la placa ee lavó 

SS y agua deetilada. 

4) Se oecó completamente con una corriente ligera de 

aire. 

5) Se hicieron 6 dilucionee al doble en PBS-T de loe 

eueroa, iniciando con 1:30 y ae colocaron 5 pl de 

cada dilución, diatribuyéndoae por duplicado la 

placa, siguiendo un patrón preestablecido. 

6) La.e cajas tapadas e invertida.e. ee incubaron 

cámara húmeda a 37• C durante 60 min y ee lavaron 

deepuée con PBS-T. 

7) Sin secar. se agregaron 8. 5 ml de la dilución óp­

tima del conjugado en PBS-T y ee incubaron en cá­

mara húmeda como ee indicó arriba. 

8) Deepu6e de eliminar el eobrenadante, lae placas ee 

lavaron con PBS-T y PBS. 
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9) Se colocaron lae plecae nobre una miperficie per­

fectamente horizontal. 

10) Se agregó el eubetrnto ( 1.6 pl/ml de peróxido de 

hidrógeno y 0.5 mg/ml de Acido 5-aminoealicilico 

(5-AS) (Sisma, Chemicnle St. Louie HO. USA), dieu­

eltoa en 10 ml de agar noble (DIFCO) al 0.75 % en 

PBS y enfriado a 45• C. 

11) Se dejó gelificar a TA durante 15 min a que proce­

diera la reacción enzimática. 

12) A aimple vista. ae detectó el reaul tado como man­

chas de color pardo obacuro on el eitio donde 

colocó el auero con anticuerpos. 

e) REGISTRO DE RESULTADOS 

Loa reeultadoa ee detectaron visualmente y ae regis­

traron como Titulo Codificado (TC) y Unidades Arbitrarias de 

Color (UAC"'S). En el primer caso. ae hizo una transformación 

logarítmica (log2) de lae diluciones como indicó antes 

(ver Hétodo de ELISA) y en el segundo. ee tom6 en cuenta 

tanto la intensidad del color como el tamafío de las zonas de 

reacción de cada dilución para hacer un registro por cruces. 

Cada cruz recibió un valor arbitrario de 25 unidades. excepto 

cuando el reeultado fue ± • donde el valor fue de 5. La muna 

de todoe eetoe valorea. fue lo que integró las UAC'"e. 
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Vl.KVAWACION SKROIOOICA. (Voller y DeSaviany, 1981; Ho­

rrow, 1981; H6ndez nt. ..i., 1984). 

Para determinar la utilidad de TIA-KLISA para el eero­

diagn6ntico de la. cieticercoeie,, ee realizó unn evaluación 

eerol6gica alguiendo loa procedimientos indicadoe por Morrow 

(1981) y Héndez nt. lll.., (1964). B&ta evaluación ae realizó 

con loe resulta.doa obtenidos con: a) 69 eueroe da individuoe 

normales. ein ninguna eintomatologia atribuible a oieticerco-

ale; b) 29 eueroa de pacientee divereoe tipos clf.nicoe de 

ciet.icercoeie, diaanoeticadoe ya eea por Tomografía Axial 

Computarizada. Por cirugin o por serología poaitiva en BLISA 

(Larrnlde nt.. a.l.~, 1986), y e) con 19 aueroa de individuos in­

fectados con helmintos,, hongos y protozoos como eo indica en 

la Tabla 11. 

Loe parámetros evaluados fueron: aeneibilldad, espe­

cificidad, valor predictivo tanto para un reaultado paeitivo 

como para un negativo en la prueba. eficiencin y par último. 

reactividad cruzada (CUadro 2). 

Batos parámetroe ee definen como eigue: 

11) SllNSIBILIDAD: Prop<>rc16n de 8\leroa de individuoe 

que tienen la enfermedad y que fueron paeitivoe a la prueba. 

Se calcul6 dividiendo el niimero de BUeroe de individuos cle­

ticercoeoe poeitivoe e. la prueba, entre el número total de 

eueroe de ciaticercoeoe analizadoe y el re11Ultado ea multi­

plicó por 100. 
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CUADRO 2. 
REPRESENTACION DIAGRAMATICA DE LA EVALUACION 

DIAGNOSTICA DE UNA PRUEBA SEROLOGICA 
PARA LA CISTICERCOSIS HUMANA. 

M8ULv.D0t o• LA 
•auaM •tlllOLDelCA 

Cl8TICERC0818 P<>llTl'tA 111'.0ATl'A TOTAL 

SI 
NO 

TOTAL 

SENSIBILIDAD• a+ e x 100 

• b • 
e d f 

g h 1 

a• Buleto• con la enfermedad poalllvo• a la prueba. 
b- BuJelo• oon ta enrermedad negaU\IOIJ a la prueba. 
o- l!lul•lo• aparentemente Nno• po11t1vo1 a la pruM>a. 

E8PECIFICIDAD1 d +f X 100 d• 8uJetoa aparentemente eanoa negativo• a la prueba. 
VALOR PREDICTIVO o• Total do lndlvlduoe enformo1 01tudlado1. 

P08ITIV01 a+O K 100 r• Total do 1uJoloa eatudladot aparontomonte 
NEO.At¡V01 d+ h x 100 Nnoa y aln la anl.rmedad. 
EFICIENCIA: a•d + 1 X 100 u• Total da auJeloo aeropoalllw• a la prueba. 
FALSOS NEOATIV091 b +e X 100 h- TOtal da lndlvlduo1 11roneg1llvo1 a la prueba. 

FALSOS POSITIV081 e+ f X 100 I• lblal de lndlVldUOI HtudladOI. 

b) BSPRCIFICIDAD: Entendido como ln proporción de sue-

roe do individuoe aparentemente annoo que HQ tienen la en-

fermedad y que fueron negativos a lo prueba. Eatn proporción 

~ obtuvo al dividir el número de aueroe de loa aujetoa 

aparentemente BllJJoe y ain a1ntomaa euserentea de cisticerco-

eie que resultaron aeronesativoa, entre el total de BUeroa 

estudiados de estos individuoe, multiplicando el reeultado 

por 100. 

e) VALOR PREDICTIVO: Bate parámetro tiene dos acep-

cianea: 1) para un resultado Poeitivo en la prueba y 2) pa-

ra un reuultado nesativo. Para el primer caeo, el concepto 

debo entenderBO COIDO el arado de confiabilidad (expresado en 

por ciento) que debo tener un reeultado positivo y ee calculó 

62 



al dividir el número de nueroe de individuos que tienen· la 

enfermedad y que fueron ponltivoe en lo prueba, entre el nú­

mero total de aeropoaitlvon, multiplicando el reaultndo por 

100. Rn el segundo caao, ne debe entender como el grado de 

confiabilidad que debe atrlbulrae a un resultado negativo 

la prueba. El cálculo ee hizo dividiendo el número de aue-

roe de individuos normales, no ciaticercoaoo y que fueron ne­

gativos a la pruebo, entre el total de aeronegntivoa y multi­

plicando el reaultado por 100. 

d) EFICIENCIA: La eficiencia del enaayo, entendida 

la capacidad de la prueba para identif!cnr tanto el 

ro de un individuo que tiene la enfermedad como al del que no 

la tieno y que eatá aparentemente aano, ae calculó sumando el 

número de aueroa de pacientea ciaticercoaoa poaitivoa a la 

prueba, el número de aueroa de individuan normalea, apa­

rentemente aanoa y que fueron negativos a la prueba (verda­

deros poaitivoa y negativos reapectivnmente), dividiendo 

óate reeultndo entre el número total de aueroa eotudiadoa 

(con y ein la enfermedad) y multiplicándolo por 100. 

e) RKACTIVIDAD CRUZADA: Rete parámetro aerológlco 

la proporción de aueroe de aujetoa que tienen otra.a enfer­

medades dletintaa a la que ae eetá eatudie.ndo. en cate caao 

cieticercoaia. y que fueron poaitivoa a la prueba. 
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VII. ANALISIS KSTADISTICO. 

Debido a que las diluclonee de loe eueroe aon una pro­

gresión geométrica. para obtener la media aritmética. cada 

una de las dllucionee fue tranefoX'mB.da calculando BU losarit­

mo base 2 para obtener el Titulo Codificado (TC). Con eetoa 

valoree, ee procedió a calcular loe valoree eetadieticoe fun­

damentales (Media, desviación eatándar y error eató.ndar) si­

guiendo loe procedimientos ueualea (Downie y Heath. 1971). 

Para determinar visualmente lae diferencia.e obtenido.e 

entre grupoe de eueroe, ee siguió el método gráfico descrito 

por Dice y Leraae (1936). Para eeto, ademáe de loe do.toe 

eetadieticoe fundamentales ya indicados,. ae obtuvo también la 

media mae o menee una desviación estándar y la media mao o 

menee doa veces el error eetó.ndar, aai como loa valorea mi-

nimo y máximo de cada grupo. En eate método gráfico, Bi 

las áreaa correopondientea a la media maa dos veces el error 

eotándar ae entrecruzan. entonces las diferenciaa nn aon es­

tadiaticamente aignificativaa; lo contrario ocurre cuando 

obeerva que estas a.reas no se entrecruzan. 
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Rll6ULTAOOS. 

Loa reBUltndoo ae preaent.arán en cuatro eeccionea: 1) 

Reaultndoa prellminareo; 2) Eeto.ndarizaclón del enoayo; 3) 

Uti.1 idad de TIA-RLISA en otroa alatemaa nntigeno-anticuerpo y 

4) Aplicación de la prueba en la ciotlcercoaia. 

1) JWm1ltndo0 prel 1m1nnrga. En la Figura 3,. ae preoenta 

una imagen típico. de la prueba de TIA-ELISA inmediatrunente 

deapuéa de finalizar el experimento. 

De eota figura. resaltan loa aigulentea aapectoa: 1) 

La.a zonaa de reacción son mas o menos circulo.rea y perfecta­

mente definidas con respecto al medio circundante; 2) La 

intensidad del color y diámetro de la zona de reacción 

igual para la.a primeras dllucionea (1:100 a 1:800. poaicio­

nea 10-7; 17-14; 41-40; 48-47) y va disminuyendo conforme 

ae aumenta la dilución (1:1,.600 y 1:3,.200. Poaicionea 6-5; 

13-12; 38-36; 45-43); 3) El twnafio y definición de laa zonaa 

de reacción no ea uniforme en todaa le.a diluciones y, por 

último, 4) Loa aueroa que no tienen anticuerpos aon fácil­

mente identificables, ya que no ae forman manchas de color 

en el eitio donde ae colocaron lae diluciones del mioma (Po-

eicionee 25-20; 33-26) . Por otro lado, en algunas place.a 

aparecieron también manchna amorfas en zonas ajenna n loa 

aitioe de colocación de laa muentraa. Para estandarizar la 

prueba de TIA-ELISA,. ee analizaron cuatro variablee de la 

faae fieicoquimica y trae de la fe.Be inmunológica,. pero nin­

guna de lo fe.ne bioquímico. Excepto cuando la variable por 
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analizar fue la concentración de antígeno, el tipo de amor­

tiguador, la te1r1perntura ó el tiumpo de incubación, en todos 

loa experimentos de catandarlzación, el antígeno ee utilizó 

a una. concentración de 50 ug diluido en 10 m1 en solución 

amortiguadora de carbonato-bicarbonato, a temperatura 

biente durante 2 h con agitación constante. Aeimiamo, ee 

utilizaron doa eueroe de ratón anti-BSA, uno con titulas 

al toe (Suero 11) y otro con tituloa medios (Suero 9), amboa 

determinados previamente en ELISA. 
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Figurn 3. Imac:cn rcprcocntativn de la prueba de TIA­
KLISA, que iluatra también el patrón de colocación de las 
mueetrna. En todoa loa caaoe, laa diluciones fueron deade 
1:100 hnata 1:3,200 y loe números indican la posición de ca­
dn mueatra por duplicado. 10-5 y 17-12 suero de alteo titu­
loa; 41-36 y 48-43 suero de títulos medica y 25-20, 33-28 
BUero normal negativo. Nótenae laa variaciones en intennidad 
del color, el tamaño y laa zonas amorfas. que no interfieren 
en la lectura de 1 reBUl ta do. 



2 l Eat.widw::iz=.ión del. .lllWllllll = un "Il.l<íiwnu I111ro ( BSA J • 

Cuando ee utilizó el amortiguador de carbona.to-bicarbo­

nato para el pegado del antígeno (Figura 4 A), el suero de 

ratón con tituloa nltoo nntl-BSA, preaentó mnyorea Unidndee 

Arbitrarias de Color (UAC"'a) que en la.a placas donde se 

empleó PBS 6 eolución aalina, aunque laa diferencia.e no fue-

estadlatico.mente aignificativae. Ademáa en le.a placas 

el antígeno diluido en amortiguador de carbonatoblcar-

bonato, observaron laa manchna ineapecificna que apare-

cieron en laa que ae utilizaron loa otros amortiguadores y en 

ningún caso, eetae mnnchaa interfirieron en la lectura de loe 

reaul tadoa. Por lo tanto, el amortiguador maa apropiado 

para diluir la BSA, fue el de carbonato-bicarbonato de aodlo 

64 mH, pH 9.5. 

La prueba de TIA-ELISA resultó positiva a concentraciones 

tnn bajas de el antígeno como de 13 ng/ml (Figura 4B) _ La.a 

UAC""a de loa doa nntiaueroa a esta concentración de antígeno, 

fueron prácticamente iguales. lo cual no ocurrió a 50 pg/ml. 

Con el auero de tituloa medica. la diferencia entre ambas 

concentraciones 'fue de 250 UAC'"a. mientras que con el 

de títulos altea. laa diferencias fueron de 480 UAC"'e (Fii.TUra 

4B). lo que sugiere una relación entre concentración de an­

ticuerpos y la intensidad de color en lae zonas de reacción. 

Por otro lado. hay un incremento paulatino en UAC'"e hasta loa 

5 ps/ml, el cual ee detiene a 50 pg/ml - Bajo eatna candi-

cianea, la concentración óptima del antígeno en TIA-BLISA, 

ensayada en el sistema de BSA-ant.i-BSA ea de 5 pg/ml. 
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Figurn. Eotnndnriznción de TIA-EfJISA en au faae 
fiaicoquimlca uanndo albumina aéricn bovina como nntigeno y 
aueroa de ratón unti-DSA. 1 y (+) Suero 9, título en 
ELISA 1:327, 680; \\\\\\~ y (•) Suero 11, titulo en ELISA 
1:40,960. BC= Amortiguador de curbonnto-bicarbonnto de eodio 
64 mM, pH 9.6; PDS= Amorti¿.•·uador onlino de foafnton 150 mM pH 
7 .2; SS= Solución aalinn 135 mM pH 6.8. A= Amortigua.dar 
diluyente del nntigcno; B::: Concentración del antígeno; C= 
Ticm_po do incubación y D= 'l'cmpcratura de incubocíón. UAC= 
Unidadea Arbi trnriaa de Color. 

El antígeno ae adhiere rápidamente y en cantidades su-

ficientea n la superficie pláaticn como para tener resul tadoa 

identificnblea a los 5 min; sin embargo. lna UAC'"' a regietra-

daa aon bo.j a.a comparadas con le.a obtenidas después de 2 o 3 h 

de incubación. donde son mao altas y establea (Figura 4C). 

Se obeervn que doapuée de 60 min y hasta lae 180 min de incu­

bación el auero de altea tituloa produjo UAc·a claramente di-

feronclablea con respecto al de títulos medios. Reto e 
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aulta.doo ocño.lnn .que en TIA-KLISA. el'"tiempo óptimo 'de incu­

bación ·de. la. BSA dlluída. en amortiguador .de cnrbonat;o-hicar-

bono.to. es de 120 min y nuevrunonte auaieren uno. relación en-

tre la concentración de anticucrpoo y la intenoida.d del color 

formado. Por último, 1a incubación a temperatura. ambiente. 

dá mejorca o igunlca reaultndoa con amboa nnt~ioucroa que 

cuando oe incuba n 37• C (Figura 4D). 

En conclueión, n excepción del amortiguador y de la no:i-

tnción conotnnte de la solución durante el pegado del o.ntige-

no. loa condicioneo óptimas de la fa.oc fioicoguímicn de TIA-

KLISA. resultaron airnilarco a lno de DIG-ELISA, y au reprc-

eentnción esquemática. y aun pnaoo técnicos fina lea, ee pre-

eenta en In Figura 5. 

1 ... · ;,. ..... ·:· :. : .··· j 
1 1 
L~ ..... ~.J 
1 l it4 1 
l;;\r')\!1.·;;;;r=~v::·,I 

G ~g/ml d• .ntfa•no •n •morllgu•dor d• 
carbonato•. ea: mM. pH lit,8 oon agltaol6n 
conetanl•. 1 hora • t.mperatura ambl•nte • 

• Lavado oon Salina y agua d•atllada 

• 8 pi de 1u1ro dlluldo •n PB8-T 

' Lavado o'n P88-T 

ConJugado oonoentrado 3 veo•• mH qui en 
ELleA 

t 
L.vado con P98-T y PBS 

0,0 mg/ml de Aoldo\-amlnoHllollloo • 2 &.11/ml 

d• Per6• Ido de Hklróg•no al a " muollldo •n 
10 mi de Agar Noble o.ae ti en PBS y enfrl.cto a 

'ª"º· 
Figura 5. Repreaantaci6n eequematica del deaarrollo 

final de la prueba de 'l'IA-ELISA. En el recuadro, ae anota In 
eecuencia y caracteriaticoa finales de cadn paao técnico. 
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Para eliminar la poaibilidad de que el color deao.rrolla-

do en laa zona.a de rcncción pudiera doberac n un pegado ineu-

pccifico do lno gnmnglobulinna ó n ln actividad de lna pero-

xidaano nnturnlea preoentea eapccialmcnte loo oueroa 

hemolizadoe. ac determinó la influencia del diluyente del an­

tioucro en la eapoci:ficidnd del enanyo (ver Materia.! y Méto-

don). Loa rcaultadoa de catea experimentos. ae iluatran en 

la Fieu1.·a 6 .. 

1600-
u 1400-. 

1200 
1000 

800-
A 

e 
600 
400 
200· 

o-
•/PBS 

(/ 

-/PBS •/PBS·T -IPBS-T •/PO(-) •/PO(•) 

Figura 6. Efecto del diluyente del antiauero en la 
prueba de TIA-ELISA. Se utilizaron cajna incubo.dno pre­
viamente con amortiguo.dar de carbonnto-bicnrbonnto 64 mH pH 
9.6 CBC) eolo ( - ) 6 con 5 pg/ml de albúmina eérica bovina. 
( ~- ) • Loa eueroo con anticuerpos eapecificoa ( +) o 
normnlca ( - ) • fueron diluidos en PBS. PBS-T 6 con auero de 
ro.t6n normo.l hemolizado. o.dicionado con azido. de aodio 15 mM 
(PO+) o con oolución ealinn 135 mH, pH 6.6 (PO-). En laa 
ordenado.a. ae anotan laa Unidades Arbitrarias de Color CUAC). 

Con PBS aolo. la go.maglobulino. de loa aueroa inmunes ( +) 
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y la de loe normales (-). ee pog6 de forma incupecifica t.anto 

en las placas con 5 pg de antígeno, como en aqucllae que con­

teninn únicamente amortlftUador cnrbonato-bicarbonato. eiendo 

loe valorea del suero inmune maa al toe que loo del normul. 

Cuando al PBS se le agregó '!Ween-20 a una concentración final 

de 0.05 %, eolo observaron zonaa colorendaa eapecificaa 

con el euero inmune lea placas .c..cn antígeno. lo que na ee 

presentó en loa aueroa de ratón normal en ninguna de lao pln-

Por último. cuando el suero inmune ae diluyó con suero 

hemolizado de ratón normal, ya sea adicionado o nó con azida 

de sodio. ae observaron reeultadoe positivos únicamente 

laa placae aenaibilizadaa con antígeno y la.e UAC" e estuvieron 

dentro del intervalo obtenido con el suero diluido con PBS-T. 

Para determinar la aenaibilidad molecular de TIA-ELISA 

(titulación del primer anticuerpo), además de utilizar loa 

sueros de ratón anti-BSA de titulas altoa y medioa, el con-

jugado ae ue6 diluido 1:500. La curva obtenida al gro.ficar 

1aa UAC .. e de eatoa oueroa contra aun tituloa codificadoa. se 

preaenta en la Figura 7 A. 

La intensidad del color de laa de reacción 

TIA-ELISA. ae mantiene igual haata un titulo codificado de 6 

( 1: 160) ' pare ambo a aueroa. A partir de eate punto, loa 

aueroa ee separan una dilución. que permanece constante ha.eta 

el titulo codificado de 10 (1:2,560) y la diferencia in­

crementa. en un título a diluciones mayores. 
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Figura 7. Reaul tndoa de la eatnndarización de ln Faae 
Inmunológica de la prueba de TIA-ELISA. A) Titulación de an­
ticuorpon. Se uoaron doa aucroa anti-BSA~ uno de tituloa al­
tos ( •) y otro de ti tu los medica ( +), demoatradoo previamente 
en ELISA.. B) Titulación de conjucado en TIA-ELISA directa 
( ii!lii1I ) , TIA-ELISA indirecta ( • ) y EL!SA directa ( !.5.J ) . 
El conjugado utilizado, fue un anticuerpo de cabra nnti­
ga.munlobulinn de ratón. 

ReDultodoa aimilnreo ac obtuvieron al onaliznr en ELISA 

loa miomoo oueroo y a In miamn concentración de antígeno (5 

µg/ml). excepto que loo puntos de cambio en la curva non trea 

tituloa máa que lo observado en TIA-ELISA (Da.toe no moatrn-

doa). 

Para determinar la dilución óptima del conjugado en la 

prueba de TIA-ELISA, loa experimentos se realizaron siguiendo 

el método directo y el indirecto (ver Material y Método). 

Kn ambos caeos, loa reaultadoa fueron idénticos, dando una 

dilución óptima de 1: 600, que ea máa de la mitad de la mejor 
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dilución obtenidn en BLISll (1;1000) (Figura 7B). Por otro 

lado. y debido a que posteriormente ln prueba de TIA-KLISA ae 

utilizaria con BUoroe de conejo o de huma.nos como fuente del 

primer anticuerpo, también ac titularon loa con,1usndoe anti-

gwnaglobullna homólogoa eiguiendo eetoe miemos linewnientoe. 

Hn la Tabla V ee presentan loa resultados de eetae titulacio-

nea.. Rn términos generalee. al igual que 1o observado en la 

titulación del primer anticuerpo. la dilución óptima de eatoa 

conjugados, fue inferior a la obtenida en KLISA (1:1000). 

'l'ABLll V. 

RRSULTADOS DE Lll TITULllCION DE CONJUGllDOS 
RN Lll P.RUIIBA DE Tlll-ELISA. 

CONJUGADO TITULO H E --r o D o 
ANTI-GllHll BN DIIUlCTO INDIRECTO 

DB BLISll 

COllBJO 1;1,000 1;250 1;250 

HUMANO 1;600 1;100 1:100 

3) Factihilidnd de. TIA-Et.ISA mm EID.UM.nn.a ni.mn.l..e.a g .cm= 

~.J.fi<:a.dll.a. Una vez determlnndo que Tlll-BLISA funcionaba 

con un nntiseno protéico razonablemente puro (BSA), ae de-

terminó eu factibilidad al aplicarse con otros antigenoa más 

complejos molecularmente (extractos semipurificados de bel-

mintoe o protozoarios) o con otros cuyos componente principal 

eran carbohidro.toa (extractos de bongos) (Tabla VI). 
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TABLA VI. 
RRlJ\CION DKL TIPO Y CONCKNTRACION DR PROTRINAS Y CARllOHIDRA­

'l'OS (HKXOSAS) DR 11 ANTIGRNOS ANALIZADOS RN 'rIA-KI.ISA. 

Concentración cmS/ml) 

Antígeno elaborado de Tipo Proteinaa Cnrbohidratoa 

Sl>ar.o.thcl.x aciHmc.kil Purificado 
HiatnploH!lA capm1lotum Puri'ficado 
Cocgtdioidea .immi..tiB Purificado 
Trypnnpapma .c.rnz.i Kxoantigeno 
plenmod111m be.rallitl ~ Kxoantigeno 
planrondinm ~ Crudo 
~ ham!.UcA Crudo deelip. 
:ra.ani.a tm.lium (larva) Fluido vcaic. 
Aaca:tla l.. BllWll Crudo deelip. 
~ =la Crudo dealip. 
Ty:iphinella Jmirnlia Crudo dealip. 

* No hecho. 

1.06 
4.22 
1.54 
3.42 
0.53 
7 .66 
3.74 
4.66 
1.79 
2.53 
1.95 

9.06 
6.30 
10.4~ 

1.69 

Eatoa ae realizaron con un número reducido de sueros ho-

m6logoa provenientes de la infección natural en humanos o ra-

tonea, o de la inmunización artificial de conejos (Tabla II) .. 

Loa reaultadoa, exproaadoa como titulas codificados (TC), y 

se anotan en la.a Tablas VII y VIII .. 

TABLA VII. 
UTILIDAD DR LA PRUKBA DE TIA-ELISA PARA DETECTAR 
ANTICUERPOS SKIUCOS DK llUMANOS CONTRA ANTIGENOS 

DK HONGOS, PROTOZOARIOS Y HEUilN'l'OS. 

SUKROS DK HUMANOS 
INFECTADOS CON: N 

SwrgtbrJ '« nclJepck11 2 
Hiatoplnom ~ 3 
Cocc1dig1dea .J.miti.a 3 
TryoonpaQIM .c.r:u.z.i B* 
l'a=ia.la beJ>at.i<:A l 
~ lumbr1cgidea rmum 2 
~=ni.a 4 
Tri chine] ln .múrAJ..ia 3 

Nonial 10 

TITULO CODIFICADO 
(media) 

5 
4 
4 
o 
5 
7 
5 
6 
o 

* Todoa eetoe eueroe tenian tituloe ~1:100 en BLISA. 
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TABLA VIII 

UTILIDAD DK TIA-KLISA PARA DKTKC'rAR AN1'1CUKHPOS SKRICOS 
DK CONllJO INOCULADOS CON AHTIGKNOS DE HONGOS Y HBLllIHTOS. 

SUEROS DE CONEJOS INOCULADOS 
CON ANTIGKNOS DE: 

~r..i>< acllwl<:kil 
~helmti.= 
~ Jnmhr1coidws rn 
Xmwc=A ""'11a 
Trlchinelln im.ii:DJ.i.a 
Ta.enia. .ac.lium ( larva ) 
Normal 

N 

1 
1 
1 
1 
3 
1 
2 

TITULO CÓDIFICAOO 
(media) 

3 
6 
7 .,_ 

7 
6 
o 

Como ee puede apreciar, TIA-KLISA fue paeitiva en todoa 

loe sistemas ensayados, con la notable excepción del modelo 

de Trypepnepma .c.cuzi., en el cuál el reaulta.do fue consisten-

temente negativo, a pesar de que probaron diferentes con-

centraciones del antígeno adicionado a la placa (3, 10 y 50 

ps/ml), ae cambiara el amortiguador diluyente del antígeno 

(carbonato-bicarbonato, PBS 6 solución salina) o la dilución 

del conjugado (l:BOO; 1:400; 1:200; 1:100 y 1:50). 

Eatoa reaul tadoe son mas intrigantes aún el ee considera 

que en la prueba de ELISA, todos estos sueros mostraron an-

ticuerpoa a titulas euperiorea a 1: 100. 

Por otro lado,. y al igual que con el eietema de BSA-an-

ti-BSA, en algunas placas ee obaervaron manchas amorfas fue-

re. de 1oa sitios eeperadoa de reacción. Por tal motivo, loa 

tree antigenoe de honsoa e.al como loa de. ~ ~ y 

4w::AcJ...a lumhr1co1den ™• ae analizaron con loe tree BlllOr-

tiguadoree utilizados antea para di luir el antio:eno para la 
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eeneibilizaci6n· de lae placas .. 

Loa reoultndoa de eotoa exporimentoe,. ae· presentan 

reaumldoo en la Figuro. 8. 

Figura B. Reaultadoo do la prueba de TIA-ELISA con 
varios aietemaa nntígeno-nnticucrpo homólogon~ CxPreaadoo 
como Uriidadea Arbitra.rina de Color (UAC). Cado. panel rc­
proocntn el promedio de cada oiatclllll analizado en el que el 
antiecno ae diluyó con Amortiguador de carbonato-bicarbonato 
de aodio 64 mM pH 9 .. 6 (A); Amortiguador aalino de foafatoa 
(PBS) 150 mH pH 7.2 (B); y Solución aalinn 135 mH pi{ 6.B 
(SS). 

Rn la mayoría de 100 caeoo,. la intensidad do la reopuoe-

ta varia con la natura.loza del omortiguador empleado. En ge-

neral, loa reaul tadoa fueron maa al toa cuando loa antigenoa 

se diluyeron con amortiguador de carbonato-bicarbonato, eln 

importar el grado de pureza o eu naturaleza química, eefialan­

do que la prueba de TIA-KLISA funciona para detectar anti-
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cuerpos yo. seo. un el euero de hu.manca o en ol de onimaloo in-. 

fecta.dos naturalmente o inoculados artificialmente con anti­

genos de diversa naturaleza y composición. 

4) Fant1h:IJ1dad de: TIA-RTJSA mi J..a giatigerppaia. Uno. 

vez demostrado que TIA-KLISA funcionaba con casi cualquier 

antígeno, incluyendo el FV de ciaticercoe de :.C • .wtl.iJ.lm, inde­

pendientemente de eu grado de pureza y que ln reactividad y 

limpieza de la prueba, depende del amortiguador utilizado pa­

ra el pegado del a.ntigeno, fue necesario determinar laa con-

dicionea óptimas para el 'FV. Eetoa experimentoa ae reali-

zaron con una mezcla de 10 BUcroa de ciaticercoaoa poaitivoa 

en ELISA y una de 10 individuan norma.lee. De esta manera, 

lae condiciones óptimas fueron: a) 3.4 pg/ml de FV diluido 

PBS; b) Loe eueroa diluidoa al doble con PBS-'f, partiendo de 

1:30, ya que a diluciones menorea, la. ineapecificidad del 

aa.yo resultó inaceptable y por último, c) El conjugado dilui­

do 1:100 con PBS-T, el reato del procedimiento quedó igual. 

De esta manera, ee analizaron en TIA-ELISA un total de 117 

sueros, de loe cuales, 69 pertenecieron a individuos norma­

lee, en loa que no ee detectó ningun dato sugerente de ciati­

cercoeie; 29 a pacientes con neurocieticercoeie confirma.da, 

ya sea por serologia, TAC o por cirugia y por último, 19 

muestras provinieron de sujetos infectados con atrae paraei­

toeie o micoeie, eetoe últimos para determinar la reactividad 

cruzada de la prueba. Para efectos de comparación, loe 

misnoa sueros y antígeno ee analizaron en ELISA, pero loe 
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aueron ae diluyeron 8 vecco nl doble con PBS-T. iniciando con 

1:240. el conjuga.do ae ua6 diluido 1:800 en PBS-1.' y el auba-

trato de ln enzima. fue 01.tl> con poroxido do hidrógeno ul 3 %. 

amboo dieucltoo en aolución nmortigundorn de foefnto-citrnto .. 

Con loa titulan codlficadoo obtenidos de cstoa grupos. ee hi­

zo una diotribución de frecucncino y loa hietogramae ~~á~J..:... 

tanteo ee preaentan en la Figura 9 .. 

B L 1 1 A 

• 
=11 -- IO 
8 • NORMAL~& , IH~ IOO~ B 11 IO 

~ • Cl8TICERC0808 . 

l " 40 

* 21 IO 

• o 
IQOllJ4tfT tm:Jtaa411 

TnVUll CODIJllC.ADOS nna..oe ~ 

Flitura 9. Dietribuci6n de frecuencias de loe titulas co­
dificados obtenidoe en ELISA y TIA-KLISA con 69 eueroe de in­
dividuos aparentemente onnoa y de 29 de individuoa cleticer­
coaoo analizadoo con el fluido vcoicular de ciaticercoa de 
:J:anniD. =llum-

Kn TIA-E.LISA. el 90 % de loe sueros normales fueron ne­

gativoa, mientras que el reato ee distribuyó entre loe titu-

loo codificadoa 1 y 3 dando una proporción de faleoo poeiti-

vos del orden del 10 %. Por el contrario, solo uno (3 ::.:) 

de los eueroe de pacientea ciaticercoaos fue falso negativo 

y 28 (97 S) fueron poaitivoa, moetrando una tendencia a una 

distribución unimodnl y mae normal que loa anteriores, con 
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una máxima frecuencia entre TC 3 y 5. 

'0:~13 
~ ~ 

ii8 EEBt 
fütlLIU\'ü:; 

Kn KLISA. loe eueroe 

de individuos normalca, moutraron una dl stribuclón diferente 

a la de TIA-KLISA y solo treo eueroe de cate grupo (4.35 X de 

faleoe poeitivoe) reaccionaron a tituloe codificados de 1, 2 

y 3, uno en cada dilución. Por el contrario, 25/29 (86 %) 

de loe eueroe de cleticercoeoe. fueron poaltivoe. dietribu-

yendoee la mayoria entre loe primeros 2 ti tuloe codificados 

y eolo el 14 X fueron negativoe, lo que representa la propor-

ci6n de faleoe negntivoe. 

De acuerdo con eetoe resultados, fue necesario determi-

nar el umbral de poeitlvldad aerol6gica para ambas pruebas. 

Para ello, ee calculó la media y la deeviaci6n estándar de 

loe tituloe codificadoe obtenidos con loa aueroe de indivi-

duoe normales. A la media ee le fJUDlÓ don vecea el valor de 

la demriación eatándar para tener un 95 X de nivel de 

-fianza eatediatica en la determinación. Aei, tanto para 

TIA-BLISA como para KLISA, ee obtuvo el titulo codificado de 

que ee consideró como el umbral de poaitividad. 

Para apreciar la diepereión que presentaron loa titulas 

codificadoa obtenidos en lea doe pruebae, construyeron 

sendas gráficas donde con una linea, ee indica el umbral de 

paaitividad y con puntos, loa tituloa codificadoe obtenidos 

con cada euero, tanto de individuos normales como de infecta-

doe (Fisura 10) . 
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Figura 10. Comparación de loa tituloa codificados gue 
se rcgiotraron en las pruebas de HLISA y TIA-RLISA. El 
umbral do poaitividad, repreaentado por la linea horizontal, 
divide la poblnci.6n de aueroa poaitivoa (+) y negativos (-) a 
lao prueba.a~ 

En. TIA-ELISA, loa aueroa normnloa moatrnron Wla diaper-

ei6n diocreta, reaultando 62 nega.tivoa (90 %) y 7 poaitivoa 

( 10 X) , lo que con traata. con la mootro.da por loo oucroa de 

pacientes con ciaticercoaie, loa cuales tuvieron al menea una 

muestra representada en cada uno de loa tituloa codificados 

analizados y aproximadamente el 69 % de loa casos cayó entre 

loa tituloa codificados 3 y 4, mientras que solo uno (3 X) 

fue negativo. En KLISA, la dietribuci6n de loa eueros nor-

malee, fue similar, aunque solo 3 (4 X) fueron positivos, 

mientras que en el grupo de cieticercosos, la dlaperai6n fue 

mno amplia y la mayoria se concentró entre los titulas codi-
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ficadce 1 V 2 V Bólo 4 ( 14 ") fueron negoti VOB. 

Para apreciar gráficamente ln eignificnncia de lae dife-

renciao entre grupos do eueroa y entre laa pruebas, con loe 

datos eetadioticoe fundruncn talco calculndoe e media. denvia-

ción eotándar y error estándar) y loe valorea mó.ximoe y mi-

nimoe de cada srupo, oe conetruy6 una cráficn de acuerdo con 

el método de Dice v Leraae ( 1936). Loa reau1tadoo ee pre-

eentan en la Figura 11. 

ELISA TIA-ELISA 

Figura 11.. Diagrama de loa datos cete.diaticoe funda­
mentales calculados a partir de loe titu1os codificados 
obtenidoe con lae prueboa de ELISA v TIA-ELISA para en la 
detecci6n de anticuerpos oéricoe en sueros de individuos nor­
males (A y C) y cinticercoeos (B y D), presentado de ncueJ:do 
con el método gráfico de Dice v Leraoe ( 1936) . Rn el recua­
dro, se anota la oimbologia .. 

Tanto en KLISA como en TIA-KLISA, la medio de loe titu-

los codificados obtenidos con loo eueroB de personse aparen­

temente eanae (A= 0 .. 09 v C= 0 .. 17) eon dlferenteo a las de loe 
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ciaticercoeoe ( B= L 97 y D= 3. 71) • 

De acuerdo con cote método, ai le.a áreaa correapondien­

teo a la media maa o menos dos veces el error estándar de loe 

·grupos ee llegaran a entrecruzar, entonces las diferencias 

entre ellos, carecen de algn.ificancia eate.diatica y lo con-

trario sucede ai no lo bacon. De esta manera.. fácilmente 

ec puede apreciar que los reaultadoe obtenidos en KLISA y 

TIA-BLISA con loe aueroa normales y cieticercoeoa (A ve B y 

C va D respectivamente). son diferentee y estas diferencia.e 

aon por lo tanto. eatadieticamente aignificativae. 

Por otro lado, también ae puede apreciar que la reacti­

vidad eerológica de TIA-ELISA. en términos de titulas codifi­

cadoa, ea algnlficativamente mayor que la obtenida en KLISA 

al comparar la.a figurea de loe grupoa B y D. pero que la 

pecificidad de embaa pruebas ea muy aemejante CA va C). 

La evaluación aerológica de laa pruebaa de TIA-ELISA y 

BLISA ae presenta en forma comparativa en la Tabla IX. 

TIA-ELISA moetr6 _una mayor eeneibilidad que ELISA (96.85 

ve 86.20 ll:) pero menor eepecificidad (89.85 ve 95.65 X) y am­

bae pruebae tuvieron una eficiencia similar. poca diferencia 

en el valor predictivo para un reeultado negativo y amboa 

pruebas proaentaron nula J:ftªctiytdad a::uzada con loa anti-

eueroe eeflaladoa en la Tabla II. Rata información eugiere 

gue TIA-KLISA ea una prueba serodiagn6atica util en la cie­

ticercoeie y comparable a la KLISA tradicional. 
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TABLA IX 

RESULTADOS Dll LA IWAWACION SllROLOGICA COMPARATIVA 
Dll DOS PRUEBAS INMUNOllNZIHA'rICAS PARA llL 

SKRODIAGNOS'rrco Dll LA CIS'l'ICKRCOSIS. 

PARAMETRO 

SllNSIBILIDAD 
KSPllCIFICIDAD 

VALOR PREDICTIVO 
POSITIVO 
NEGATIVO 

BFICillNCIA 
RKACTIVIDAD CRUZADA 

A 

TIA-llLISA 

(X) 

96.55 
69.65 

60.00 
98.41 

" 

91..83 

º·ºº 

,., ......... ,,. .. , 
,.o.17a 

> • 4 1 
TIA·BLISA 

llLISA 

( % ) 

66.20 
95.65 

69.28 
94.28 

92.85 
0.00 

Figura 12. Correlación lineal de loa títulos codifi­
cados obtenidos en RLISA y TIA-ELISA con 98 mueatrae de auero 
analizadas con el fluido vesicular de cieticercoa.. Los nú­
meros representan el total de sueros con ese titulo en cada 
prueba. En el recuadro. se anota la ecuación de la recta 
resultante y el valor del coeficiente do correlación. 
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Kl coef:icientO de correlnc16n r= 0.97. indica una oatre-

cha relación entre loa reault.adoa de ambne pruebaa. Ea evi-

dente que:a ,tituloa codificados menores o iguales n 2. hay 

maa Cff.aoa en ELISA que en TIA-ELISA y lo contrario sucede a 

títulos -codificados mayores. Sin embargo, e atoe resulta do a 

son moa aparentes que reales, ya que en ELISA. la primera di-

lución fue 1:240, que representa tres diluciones máe que la 

inicial um•da en TIA-KLISA ( 1: 30). 

Por otro lado, 92 de loe 98 sueros analizados. fueron 

positivos o negativoe en cualquiera de lae dos pruebas, lo 

que indica una concordancia del 93.9 X y una discrepancia 

loe resultados del orden del 6 " (Tabla X). 

TABLA X 

CONCORDANCIAS Y DISCREPANCIAS KHTRK TIA-ELISA Y 
ELISA EH LA DKTECCION DE ANTICUERPOS CONTRA 

EL FLUIDO VESICULAR DE CISTICERCOS. 

TIA-ELISA ELISA 

+ + 

+ 

+ 

N 

28 

84 

5 

CONCORDANCIA 

93.9" 

DISCREPANCIA 

6.1 " 

Dentro de las discrepancia.e, 5 eueroe normales que fueron 

positivos a TIA-RLISA, fueron negativos en RLISA, mientras 

que sólo un suero de loe ciaticercoeoe, fue negativo a la 
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primera pero positivo en Ja segunda. Kl onñlinia oaauistico 

de estas dincrepanciao. oe proaentn en la llieurn 13. 

TITULO TITULO 
CODIPICADO CODIPICADO 

6 6 

4 4 

3 3 

2 2 

NEG. NEG. 

TIA-ELISA ELISA 

Figura 13. Análisis detallado de lna diecrepnnciaa que 
ae observaron en loa rcBUltadoa obtenidoo con 3 aueroa de 
individuoa normalca ( O ) y 3 de pacientes con ciaticerco­
eie ( e ) en lne pruebna de ELISA y TIA-ELISA. 

Como ee puede obaervar, 3 mueatrna do aujetoe normales, 

que no presentaron ningún dato clinico sugestivo de cieti-

cercoeie, tuvieron anticuerpos detectables a titules codifi-

cadoe ba.ioe (1 y 2) en TIA-ELISA pero n6 en ELISA, y doe ele-

ticercoaoe negativos en esta última, mostraron altoo títulos 

en TIA-KLISA. Por último. sólo el suero de un cieticercoeo 

que fue negativo en TIA-ELISA por el contrario, di6 un título 

codificado de 3 en ELISA. El análisis de este eubgrupo 
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eugiero par un lado. que TIA-ELISA puede ser me.a aenaiblo 

reo.ctiva que lo prueba de ELISA y por otro, que ea mcmoa ea-

pecifica y reactivo para la detección de anticuerpos aéricoa 

en la ciaticercoaia. 

Finalmente. y como ae observó en la eatondarización de 

In prueba, bo.y uno. correlación entro lo media de loa titulas 

codificadoe y laa UAC"" a obtenidaa con loa aueroa de pacientes 

con neurociaticorcooia (Figura 14), lo que confirma que ea 

indistinto utilizar uno u otro para registrar loa reaultadoa. 

M 
E 
o ~ 
1 
A 

o 
E 

T 
e 1 

'r 0.0072 X • 0.974 
r-0.Hll 

101-150 201-250 301-350 ~1-~0 501-550 
RANGOS DE UAC'B 

Figura 14. Análiaie de correlación lineal entre la 
media de loo Tituloo Codificadoe (TCJ y Rnnsoa de Unidades 
Arbitrario.a de Color (UAC""'a) obtenidaa con 29 aueroa de 
pacientes cioticercoaoa en la prueba de TIA-ELISA. La 
ecuación de la recta se anota en el recuadro. 
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DISCUSION 

Bn este trabajo. ee deee.rrolló, eetandariz6 y aplicó una 

prueba aerológica del tipo inmunoenzimático l lnmnda TIA-EJJISA 

para detectar anticuerpos en el euero do pacientes con neuro­

cieticercoaia, con algunas micoaia como eaporotricoaia, hie­

toplamnoeie y coccidioidomicoaia o con otras parneitoeia (tr.i 

panoaomiaeie americana, malaria, faacioloaia, aacarinaie, to­

xocariaeie viaceral y triquinooie) o bién, de anima.lee de la­

boratorio hiperinmunizadoa con extractos preparados de loa a­

gentes etiológicos de eaaa enfermedades. La prueba funcionó 

con loa antigenoe deacri toa en la Tabla I. abatan te mJB di 

ferenciaa en origen y grado de pureza, laa que variaron desde 

lo razonablemente puro. representado por la fración V de la 

albúmina aérica bovina (proteína) y extractoa acmipurificadoa 

de honsoe C~cix tilienckli., Hial&P.l!lama ca=ul.Atum y !.k>= 

cidinidea .immi.ti..a), ricos en carbohldrntoa, hoata extractos 

crudoe de helmintoe (.l'.a.a<::.il2. lllmallca, Aa<>acl.a luml>J:icoidea 

mium, Xoxc= cania y Tci.chinella omiI.'.alifl), cuya compoei­

ci6n quimica estuvo integrada por proteinaa, carbohidratoa Y 

posiblemente otroe compueatoa. 

El principio de eeta prueba ee fundamenta en la propiedad 

que tienen la mayorla de laa proteinae, al aer diluidas en un 

amortiguador, de pegarse a auperflciee pláeticaa por fuerzas 

fieicaa débiles no bién definidas en au naturaleza (Lebtonen 

y Viljanen, 1961). Al adherirse, la.e moléculas proteicas, 

sin perder au eetructura globular, dejan expueetoe epitopoe 
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que pueden aer reconocidoo por nnticuerpoe que Be nf'indon nl 

eietemu (Elwing <>t al., 1976, 1977 l. Al complejo antígeno·-

anticuerpo aal formado, ae le puede unir a eu vez, un segundo 

anticuerpo ant.igrunnglobullna eapecíficn, conjugado con unn 

enzima (peroxidasa.). La presencia del complejo trimolecular 

(nntigeno-anticuerpa-conjugndo), Be revela agregando el auba-

trato de la enzima, cambiando de color por la actividad enzi-

mática. Haota aquí, el principio ea idéntico al de la prue-

ba de ELISA cuando el substrato y el donador de hidrógeno ae 

agregan en solución (Voller .e..t. al., 1979). Por e 1 contra-

ria, el enea.yo que aqui eo describe, oetoe últimos reacti-

vos ee añaden mezcladoa en un gel, en el cuál, Be lleva al 

cabo la reacción enzimática, pero de manera localizada que 

inicia en ln interfase y ae continua en el aeno del gel, pero 

que eatá limitada por la propia diatribución del conjugado 

unido al complejo antígeno-anticuerpo primario. En conae­

cuoncia, el hecho de que en TIA-KLISA la reacción enzima-

eubatrato ae realice en forma localizada y no libremente en 

toda ln capa de gel afectando a todo el aubatrnto como ocurre 

en KLISA, eo lo que establece la principal diferencia entre 

embaa pruebas; eata diferencia también ea válida para la 

prueba de DIG-ELISA, la que de hecho, ea el antecedente di-

recto del enaayo que aqui ae describe (Blwing y Nygren, 1979; 

Elwing et. al., 1980; Gómez-Priego <>t. al-, 19821, 1985). 

1.Gómez-Priego, A., Paniagua-Solia, J.F., Rivaa-Alcala, A.R. y 
Ruenee-Meza. M. T. C 1982). TIA-ELISA en oncocercoeia. Reaul te.dos 
pre liminaree . t1em<>cl= dfl.l '!J. Cona= l!lli:Wmo.l. de P.at:aaLt.o.J.nila. 
Puebla, Puebla. México. 
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De loa reaultadoa de la ealandnrizaclón de la fase 

flaicoquimica. llama la atenci6n que por una parte·, 'l'IA-ELISA 

puede detectar anticuerpos aún con una concentración de an-

tigeno tan baja como 13 ns/ml y por otra, ln rapidez la 

que el antígeno ee pega al plástico ( 5 mln). En el primer 

caao, cata aenaibilidnd molecular eató. muy cercana a la que 

ee ha indicado para la pruebo de llLISA (1-10 nl!/ml) (Kuretak, 

1985), pero muy lejana a la obtenida en la prueba de DIG-TIA 

para la esquistosomiaeie ( 100 pg/ml )( Imnail .e.t. al.. , 1979), 

amibiosis (200 pg/ml) (Nilsson .e.t. al.., 1960) o en la eotanda­

rización de la prueba de DIG-ELISA con un antígeno crudo de 

Onchpcerca ~UD ( 100 pg/ml) (Gómez-Pricgo _ej; al., 19931). 

Como lo eef\ala Kuratak: ( 1985), ca tao aemejnnzaa y diferencias 

podrían estar dadas más por el título de anticuerpos en el 

que por laa caracterieticae del antígeno. En el se-

gundo caso,, ea decir. la velocidad de adhesión, no está muy 

claro si a loa 5 min ea poca la cantidad de antígeno la que 

se pega. o ei la unión con la auperficie plástica ea débil, ya 

que conforme avanza el tiempo de incubación, la intensidad de 

la respuesta ae incrementa en forma no lineal hasta loa 60 

min y permenece prácticamente sin cambios haata lao 3 h de 

incubac 16n. Por otro lado, la uni6n del antígeno al pollea-

tireno, ea dependiente de temperatura, o al menos el in-

tervalo parece sor muy amplio, ya que loe resultados fueron 

mejores en lae placas incubadas a temperatura ambiente. cuyas 

1.G6mez-Priego, A., Peniagua-Solia, J .F., Schlié-Guzmán. A. y 
Ruenez-Meza, M. T. ( 1993). DIG-ELISA en oncocercosis II. Mejora­
mientos de la técnica. Manuscrito en preparación. 
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varlacionee fueron deede. loe 15•c hasta loa 2a•c. que loe ob­

tenidos en aqucllaa incubadas n 37•c durante el miamo tiempo 

(1 h). Rn cambio, en KLISA ae requiere de aproximadamente 

18-horaa de incubación a 4•c o de 30 min a 37•c, pero con al­

tas concentracionea de antígeno, para obtener loa mejores 

aultadoa (Kuretak, 1985). De cualquier manera, con base n 

eatoa tree factorea: concentración de antígeno, tiempo y tem­

peratura de incubación, ae puede decir que en comparación con 

la ELISA tradicional, TIA-ELISA ea un ensayo con la misma 

acnaibilidnd molecular pero de mayor rapidez (aproximadamen­

te 2 a 3 h). 

De lae trea aolucionea que ae han uaado comunmente para 

facilitar el pegado del antígeno a la superficie plástica en 

otroa EIA, concretamente en ELISA y DIG-ELISA (Voller .e.t. al.., 

1979; Elwing y Nygren, 1979; Elwing flli. al., 1980; Kuratak, 

1985; Gómez-Priego .e.t. al.., 1985; Gómez-Prlego y Gutiérrez, 

1992), el amortiguador de carbonato-bicarbonato, resultó me­

jor para pegar el BSA en TIA-ELISA que la solución salina 

amortiguadora de fosfatos 150 mH, pH 7. 2 y que la solución 

salina 135 di, pH 8.8, lo que también resultó válido para to­

dos loe antígenos analizados, excepto para el de Trypanpapma 

cz:.uzi, que no funcionó con ninguno de loa tres amortiguador­

es Y para el FV de cisticercos de Tamlia .a.oli.um, que dió loe 

mejores resultados cuando se diluyó en PBS. Reto podria eu-

gerir que el pegado del antígeno al plástico, depende de la 

combinación de al menos doe factores: a) De las caracte­

risticae fiaicoquimicae del amortiguador usado para diluir el 
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antígeno (composición químico, molaridad, fuerza i6nica 6 pll) 

y b) De la naturaleza intrinaeca del a.ntieeno. Ln combinn-

ci6n apropiada de estos, resulta.ria en una adhesión tan- fuer­

te del antigeno al plástico como para que al agregar loa 

otros reactantea (anticuerpo y conjugado) y ae formara el 

complejo trimolecular, este quedara razonablemente estable Y 

firmemente inmovilizado al aoporte aólido, de manera que ol 

af\.adir el gel que contiene el aubatrato y donador de hidró­

geno, la fase bioquimica podrio realizarse ain reatriccioneo, 

pero en forma localizada y en eate caao, el ensayo seria po-

aitivo. Alternntivnment.e, ai lo adherencia del antígeno 

fuera débil y por tanto inestable, el comple.io tri-molecular 

ae desprenderla desde el primer lavado 6 en loa aubaiguien­

tea, posiblemente debido a que el tamafio del complejo facili­

tarla el arrostre fiaico de laa aolucionea de lavado y en 

consecuencia, la prueba seria negativa o seria notorio una 

reducción en la reactividad. 

La importancia de 1 amortiguador en la firmeza en la 

adheei6n del antígeno al plástico, también puede reflejarse 

en la formación de las manchas amorfas de color observadas en 

varice experimentos. Rn laa placas de BSA diluida en amor-

tiguador de carbonato-bicarbonato 6 en aquellas con el fluido 

vesicular diluido en PBS, eólo ocaeionalmonte y de manera db­

bil se detectaron eatae manchas amorfas, mientra.a que lo con­

trario sucedi6 con el uao de loe atrae amortiguadores~ 

Además, loe manchas no ee formaron en toda lo. placa, sino en 

zonae muy irregularea y aparentemente distribuidas al azar. 
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aunque: invariablemente. pnrecian tener BU origen en áreas de 

reacción muy intensas. Esta observación. ademáe de que 

fuerza. la hipóteais de la dieociaci6n de complejos a.ntigeno­

anticuerpo-conjugado débilmente unldon al plástico, también 

sugiero que tal vez por exceso de anticuerpc, la interacción 

primaria del antígeno con eu anticuerpo y la secundaria, 

decir, la del anticuerpo con el conjugado, probablemente sean 

débilee y por lo tanto, estos componente e aon nrraatradoe y 

mezclados en el agar debido a la denaidad y la temperatura 

del ago.r vertido a la placa. Tales mancho.a, por tanto, pue-

den consideradas como parte de la coloración de fondo del 

enaayo. A eote respecto, Barlough e.t Al.., (1983) informaron 

que la coloración de fondo que altera la especificidad de 

ELISA en la detección de anticuerpos contra coronavirus que 

infectan gatoo, se puede eliminar cuando ac cambia la solu­

ción amortiguadora o el pH, por ejemplo, uoando agua desioni­

zada a pH 6.9, y concluyen que dicha colornci6n no ea depen­

diente de la compoaici6n o de la fuerza iónicn de la aolución 

amortiguadora, sino del pH. Además. conaideran que eate 

factor debe influir sobre los a.ntigenoa p}J-dependientea de 

la aoluci6n antigénica empleada para eenalbilizar la euper-

ficie plástica. A pesar de que para confirmar lo anterior, 

la caracterización fiaicoquímicn de la mayoría de loa antige­

noe utilizados en el preaente trabajo eató. aún por realizar­

ae, loe comentarios de Barlougb .at Al.., (1983) podrian apar­

tar una explicación complementaria e la presencia de lae 

manchas amorfas en la.e placas de TIA-ELISA, lae que ai bien 
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no desaparecieron totalmente al cambiar la solución amorti­

guadora para pegar el antígeno a la auperficie plñatica, ai 

al menos diemlnuyeron en intensidad. De cualquier manera. 

la preaencia de eetaa manchan wnorfaa no interfieren con la 

lectura de 1 reaul tado de la prueba. Por lo anterior. antes 

de intentar aplicar TIA-ELISA con cualquier antis;eno y en 

ausencia de da toe fiaicoquimicoa específicos del antígeno, 

primero ee deberá precisar por el método del aneo.yo y error, 

el amortiguador óptimo para la adhesión del antiseno. 

La composición de la aolución diluyente del auero.. tam-

bién tiene importa.ne in en el ensayo. lll PBS-T impidió que 

la.e inm.unoglobulinaa no eapecificaa de loa aueroa normales 

inmunes ee pegaran al antígeno o al plástico. pero no inter­

firió en el reconocimiento de loa epi topos de laa moléculas 

antigénicaa adheridas al fondo de la placa por loa anticuer-

poe eapecificoa de loa aueroa inmunes. La ausencia del 

Tween-20 en el PBS. por el contrario 7 resultó en un pegado 

ineepecifico de inmunoglobulinaa, obaervado tanto en las pla­

cas aenaibilizadaa como en laa que no tenian antígeno. Ea ta 

especificidad de la reacción, debe atribuirse a la propiedad 

tenaoactiva del Tween, que anula la interacción pláatico-in­

munoglobulina y favorece la unión antígeno-anticuerpo, 

sucede en laa pruebas de ELISA y DIG-ELISA (Voller eii. al., 

1979, lllwing y Nygren, 1979; lllwln¡¡ ...t al.., 1980; Gómez­

Priego ,.!;. al., 1985, Gómez-Priego y Gutiérrez, 1992). 

La posibilidad de que la dieminución paulatina en la in­

tensidad del color en lae zonas de reacción observadas en 
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TIA-RLISA, pudiera deberse a una simple di lución de antiouer­

poa junto con todna lao proteinao del auero. quedó eliminadn 

con loa reeul tadoa de loa experimentos donde ae mantuvo cons­

tante la concentración total de proteinaa en la muestra. al 

utilizar suero normal de ratón como diluyente. Además, la 

adición de azida de sodio para inhibir la actividad de las 

peroxidaaae naturalea preaentea en el suero diluyente (Spa­

rrow y Williama. 1986; Lim. 1988). si bién no modifica la es­

pecificidad del ensayo. ai parece influir en su reactividad, 

ya que la intensidad del color formado por las muestras di­

luidas en ro-. fue menor a la observada con las diluidas 

po+, aunque talea diferencias no fueron eatadíaticamente aig-

nifica ti vaa. No obstante eato t'il timo, pudiera aer que la 

concentración de la azida de sodio agregada ( 15 mM). haya si­

do insuficiente. lo que sugiere la conveniencia de que 7 al 

agregar este reactivo como preservador de loa aueroa 7 la 

centración final dcberia eer de al menan~ 30-40 mM. De 

cualquier manera, eatoa resultados. al lado de la clara dife­

renciación entre laa zonas de reacción y el reato de la placa 

donde no ae colocaron anticuerpos, dejan pocas dudas 

de la especificidad de la prueba de TIA-ELISA. 

Con respecto a la fase bioquímica del ensayo, en DIG­

BLISA ee han usado conjugados con foafataan alcalina (Elwing 

y Nygren, 1979) o con peroxidaea (Elwins y Nygren. 1979; 

lllwing f>i; al., 1960; Gómez-Prieso J>.t Al., 1965, Gómez-Prieso 

y Gutiérrez. 1992) . Por otro lado. también ee han ueado 

varice donadores de hidrógeno cuando eeta última enzima 
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emplea como marca en loe conjugados CKlwin·g-_y_:NYRren;·: 19.19; 

Elwlng e.t. a.l .. , 19BO; Gómez-Prlego·e.t al., .).905;-~-----~6~~-~~~~i.~Í1,o 
y Gutiérrez, 1992).. El producto de la rencClón··'.:"enzimática 

de la foafataea alcalina sobre el p-nitrof~-~i;.-~~·~~i¡t-~::~;· ea '.:un 

compuesto amarillento, el que contrasta bién. ·cofi-;'_~'6'i'· !Óedio 
' ·.· : . ; " ' .· ,: ~ -: :: ·._ ' 

circundante.. Sin embargo, conforme Be deja :tr_~~BC_~i-~1::.1=~ -r·61° .. 

tiempo -hasta 1-2 h, ae pierde definición en loa linlfteB ~ ci~ -.. 
las zonas de reacción' por lo que es neceeari.o hacer un --.-re---
gietro fotográfico inmediatamente después de terminad:o el ex-

perimento ( 15-20 min). Por el contrario, cuando el sistema 

enzima-aubstrato se cambia a peroxidaaa y p-fenilendiamina 

con peroxido de hidrógeno como eubatrato, no obstante que el 

producto color pardo contrasta igual que el anterior, reaulta 

más eatable y no requiere de prontitud en el registro (Elwing 

y Nygren, 1979) .. Con un donador de hidrógeno similar (o-

fenilendiamina), el producto naranja-wnarillento también moa-

tr6 loe miemoa problemas obaervados con la foefatasa alcalina 

(Gómez-Priego .e.J:. .al., 1965). cuando se utilizó el ácido 5-

nminosalici.lico (5-AS) como donador de hidrógeno, el producto 

do la reacción fue de color pardo obscuro y bastante estable 

(G6mez-Priego y Gutiérrez, 1992) .. Ea más, dicha eetabili-

dad ee puso de manifieato cuando lo.B ple.cae ae dejaron a tem-

pera tura ambiente durante una semana, ya aea en la obcuridad 

o expuestas a la luz .. Si bien todo el gel ee obacureci6, no 

existieron dificultades para diferenciar un resultado paai-

tivo de uno negativo .. El obscurecimiento del gel, puede de-

berae a que el peroxido de hidrógeno ea un reactivo poco ea-
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table y por lo tanto, tiende a liberar eepontanenmente hidró­

genos al medio, loe que inmediatamente eon capturadoe por el 

5-AS y éete cambia de color en todo el eeno del gel. 

Re conveniente mencionar que al bién la actividad enzi­

mática de la peroxidaaa ee especifica sobre el peróxido de 

hidrógeno, para e 1 donador de hldrósenoa no lo ea, por lo que 

se ha informa.do del uso de al menos 6 donadores en loa 

eayoa inmunoenzimáticoa que emplean peroxidaaa como marca 

( Kuratak, 1985) • Además. entre e atoa dona.dores hay algunos 

en loe que el producto final de la reacción permanece en ea-

tado soluble y otroa que precipitan in .ai.t.u. Retn flexibi-

lidad en el uao del donador. ha sido exploto.da princi­

palmente en las técnicas inmunohiatoquimicaa o en la electro­

inmunotranaforencin (KITB), donde ao emplean conjugados con 

peroxidnaa (Kuratak. 1985¡ Sparrow y Williama. 1986; Towbin 

f>i;. .al., 1979; Bittner fl.t. .al., l.980; Larralde fl.t. .a.].., 1986; 

Tanng fl.t. .al. , 1963 , 1969 ) . Por e ata a razone a, aún existe 

la posibilidad de que en la prueba de TIA-ELISA, el 5-As. que 

dá un producto soluble de color pardo, pueda ser suba ti tuido 

por un donador que precipite in .allu, por ejemplo, el 4- clo­

ro-1-naftol, que dá un color azul o la diaminobenzidina. que 

dá un color pardo, eemejante al del 5-AS (Kuretak, 1985). 

Además, eeto podria hacerse ya sea mezclándolos en un gel de 

agar o bién agregándolos junto con el peroxido de hidrógeno 

simplemente en forma de eoluci6n, lo que podría simplificar 

aún má.e el procedimiento. 

Rn remimen. TIA-ELISA resultó eer un en88yo inmunoen-
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zimático eeneible y eepecifico, con gran potonciolidad pora 

detectar anticuerpoa: en el euoro de ratones inoculados expe­

rimentalmente con un antigeno de naturale?;n protéica y 

nablemente purificado (BSA). Deapuéa de lo eatandarizaci6n, 

la técnica reeult6 eimilar a la descrita previnmente para 

DIG-KLISA (Gómez-Priego y Gutiérrez, 1992). aunque ea: eviden­

te que alguna.e de la.a: condiciones eatablecidaa para un tipo 

de antígeno. no fueron la.e óptimae para todoa loa antigenoa 

probados. Además, la reactividad de la prueba resultó al-

tamente especifica, debido a que por un lado, la actividad de 

la.a peroxidaeaa no.tura.lea de loa sueros analizadoa, sobre to­

do en aquella.a muestras hemolizadae, fue inhibida por la adi­

ción de la ezida (Sparrow y WilliaJDB, 1966; Lim, 1966) y por 

otro, a que ee posible diferenciar claramente un auero posi­

tivo de uno negativo, ya que al no existir enticuerpoe eape­

cificoa en la muestra en cantido.d EJUficiente tanto éatoa como 

la.a inmunoglobulinaa eapecificaa no ae pegan al eietema. 

Por último, y a diferencia de la prueba de &LISA, loa reeul­

tadoa pueden ser detectadoe a simple vista. 

La utilidad de la prueba de TIA-RLISA como herramienta 

para la detección de anticuerpos en enfennedadee infeccioaaa 

y parasitarias, quedó demoetrada con loa reeultadoa obtenidos 

tanto con el fluido vesicular de ciaticercoa de 7a.en.1a ao.= 

.lium, como con otros antigenoe derivados de hongos, proto-

zoarios y de otros helmintoe. Para el aerodiagn6etico de 

la cinticercoeie, TIA-RLISA fue comparable con ELISA, tal 

mo eefiala la evaluación aerol6,gica y la correlación lineal 
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exietente entre loe reeultado!! de ambas pruebas. Lae eeme-

janzae pueden aer maa npo.renteu que realeH, Ya que ea poai-: 

ble que eato no refleje máa que lna diferencias en reactivi­

dad (3 dilucionea) obtenidas durante la. titulación de anti­

cuerpoa mencionada en la eatando.rización con BSA. De cual­

quier manera. loa resultados de TIA-ELISA con sueros de in­

dividuos con o sin ciaticercoaJe, y al igual que en ELISA, 

aon fácilmente dlferenciablea cuando analiza la respuesta 

por grupo de sueros, como ae establece en la comparación grá­

fica de reaul tadoa hecha con el método de Dice y Lera.as 

(1936). 

Si bién existieron algunas diferencias entre loa titulas 

codificados y loa intervalos de UAC ... e obtenidos con loa sue­

ros de ciaticercoaoa. éataa nunca fueron más allá de un titu­

lo codificado, y el hecho de que ae obtuviera una correlación 

estrecha ent1·e eetaa unidades de medida cuando fueron anali­

zadas en forma. agrupada, aefiala, por un lado, que puede ser 

indistinto utilizar cualquiera de esta.e unidades para regis­

trar loa reeul tadoe y por otro, augiere que en TIA-ELISA, la 

inteneidad de color en lae zonas esperadas de reacción, pro­

bablemente no ee deba a la presencia de anticuerpos de alta 

afinidad unidos al antiseno inmovilizado a la. placa (Holm­

sren y Svennerholm. 1973) sino mae bién. a diferencias en la 

concentración de anticuerpos (Lange .aj¡ al .• 1981). Kxieten 

evidencias que apoyan este concepto en loe eetudioe hechos 

con DIG-BLISA en oncocercoeie (06mez-Prieso y Valdéz-Ber-
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múdez, 19661). 

La eeneibilidad diegnóetice de 'l'IA-llLISA y RLISA obte-

nida en este trabajo (98.65 " y 86.2 % reepectlvamente), 

aultó mayor 6 al menos quedó comprendida dentro de loe in-

tervaloe de aeneibilidad que han moatrndo DIG-ELISA y KI,ISA 

en el eerodiagn6etico de la cieticercoale (Cuadro 1). 

Dichos valoree hnn variado del 33.3 al 95 X, y el origen de 

esta variación ee encuentra en el antígeno utilizado ( excó-

lex, fluido veaicular o extracto totnl); el grado de purifi-

cación; tipo de muestra analizada, dilución y por último, de 

la prevalencia de cieticcrcoeie en el área de donde provinie-

ron laa muestras en estudio ( Arámbulo e.t .al. , 1978; Diwnn a.t. 

aJ.., 1962; Eapino:>:a <>!; aJ.., 1966; Larrelde ..:t aJ.., 1966; 

Baily eL al.., 1988; Gómez-Priego y Gutiérrez. 1992; Diaz fil 

aJ. .• 1992). Por otro lado, parece ser gue para buscar anti-

cuerpos anticiaticerco en el euero ó en LCR, el fluido veei-

cular crudo ó parcialmente purificado parece eer el máe ade­

cuado por preaentar buena seneibilidad y adecuada especifi­

cidad en cualquiera de las pruebas utilizadas para el 

diagnóetico de la cieticercoeie (Flieeer .e..t al.., 1975, 1979, 

1980; Larralde <>!; .al., 1986; Gómez-Prie¡¡o y Gutiérrez, 1992). 

Rn este sentido, loa reaultadoe preeentadoa aqui, aportan da-

tos confirmativos para este concepto. 

1.Gómez-Priego. A., Valdéz-Bermúdez, O.A. ( 1986). Cuantificación 
de anticuerpos en le. oncocercoeie con la prueba de DIG-ELISA. 
Pág. 46. En: Acevedo-Hernández, A. y G6mez-Prie¡¡o, A. !Ede.). Me.= 
m=1lul dtl llI.l ~ li.acli:mal dfl .Ew::aa.l..t.o.lcgia. Pueble, Pue­
bla. México. 
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En cuanto a la especificidad, loe autorea informan de 

muchno vnrincionea, laa cuales también han sido dependientea 

del antígeno utiliza.do y n6 menos importBJlte. de loo crite-

rioa emplendoe parn la evaluación aerol6gica. en especial de 
·:. 

la prevalencia de la enfermedad o de la probabilidad que ten-

gnn loa individuos incluidos en el grupo de eujetoa normales 

de padecer ciaticercoeie (Larralde .a.t. al., 1986; Baily J:.t. 

al.. 1988). Como oef'ia.lan Larralde y aua colaboradorea 

(1986), el umbral de poaitividad para una prueba eerodiag-

nóstica y la prevalencia de la enfermedad en la población 

que ee cotudia, muy especialmente en la que ae usa como tea-

tigo negativo para la prueba, tienen valor preponderante .. 

Si eato ae cumple, las eetimacionea de eenaibilidnd, eepeci-

ficidad y sobre todo del valor de predicción, quedan montada.a 

sobre baaea firmoa y por tanto, apropiadao para cualquier 

comparación, yn que por ejemplo, en loe pniaeo en desarrollo 

la frecuencia e incidencia de enfermedades parasitarias, tan-

to en aquella.a con evidenciae clínicas como en la.a aeintomá-

tieso, ea comparativamente más altn que la encontrada en loa 

paises industrializados. Rato se traduce en una al ta con-

centración de inmunoglobulinae eéricaa, tanto eapecíficaa co-

mo ineopecificae que eventualmente pueden interferir en el 

resultado de la reacción aerológica que ae estudia (Gómez­

Priego y Schlié-Guzmán, 1978). Por estas razones, en el 

presente trabajo ee utilizaron como tentiso negativo, eueroe 

de eujet~Be.noe y ein ningún dato clínico eugeetivo do cis­

ticercoaie, todos loe cuales tenían lae mlemae poeibilldadea 

de infección por atrae enfermedades infectocontagloeao y 

100 



paraeitariae, e.ei como nivelee eocioeconómicoe y hábitos 

higiénicos aemejontee a loe de loo indj viduoe con cieticer­

coeie (datos no mostradoa), par lo que ambaa pablacionea son 

comparables. De acuerdo con ea tao consideraciones. estao 

pruebo.a pueden ser utilizadas con un alto grado de confiabi­

lidad en México y en otros lugares donde la ciaticercoeie ea 

endémica. 

La.e diferencie.a observadas en eenaibilidad y especifi­

cidad, al igual que en el valor predictivo, pueden aer el re­

flejo de la.e diacrepanciaa en la reactividad do lna pruebas 

mostradas en la Tabla X y en la Figura. 13. Ratos reaul ta do a 

eef\alan que TIA-ELISA puede tener una alta proporción de fal­

eoe poai tlvoe o que ELISA detecta una mayor cantidad de casos 

forma de falsos negativos, lo que de una u otra manera, 

puede influir en la determinación de al la prueba ea o nó de 

utilidad para detectar al individuo ciaticercoao. Tales die­

crepanciaa son, sin embargo, elementos inauficientea para ca­

lificar o deocaliflcar la utilidad de catas pruebas para el 

aerodiagn6atico de la ciaticercoaia, mas bién sirven para 

orientar la decisión de qué ee lo que ee desea sacrificar: la 

eepecificidad o la sensibilidad, lo cual depende a eu vez, 

del uao que ee le quiera dar a la prueba. Por ejemplo, para 

hacer un diagn6etico individual la eeneibilidad ee fundamen­

tal, mientra.e que para realizar un eetudio o encueste. eerol6-

gica la eepecificidad ea ahora lo que adquiere mayor impor­

tancia y ee por eeto por lo que ee deben considerar loa va­

loree parcentunlea derivados de la evaluación aerológica. 
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Por otro lado, como establecen claramente Voller y DeSavigny, 

(1981); Horrow, (1981) y Héndez e.!; aJ.., (1984), ee prácti­

camente impasible obtener valorea de sensibilidad, especifi­

cidad y rcactividnd absolutos para una prueba diagn6atica. ya 

que todoa elloa dependen de factoreB inherentes a la prueba 

en aí, al antigeno utilizado en ella. o a al rigor usado para 

la evaluación de la misma. Por ejemplo, el umbral de poai-

tividad de ELISA y de la hemaglutinaci6n indirecta, cuando ee 

determinó con una muestra de aueroe de individuos normales 

residentes en una población no endémica de ciaticercoaia. fue 

menor que el obtenido con aueroa de una población donde eata. 

enfermedad ea frecuente ( Larralde .e..t_ al. , 1986) , lo que rea­

firma la importancia de la población donadora de lae 

trae uea.dne como testigo negativo al evaluar la prueba. 

La utilidad de TIA-ELISA con otroa aiatemae antígeno­

a.nticuerpo homólogos. quedó demostrada en loe ex:perimentoe de 

detección de anticuerpos en e 1 euero de humanos infectados 

naturalmente o de anima.lee hiperinmunizadoa ex:perimentalmente 

en el laboratorio con eeoe antigenoa. Hl hecho de que 

obtuvieran reeultadoe diferentes con respecto a la solución 

amortiguadora. ein importar la naturaleza química de loe com­

ponentes de loe antigenoa ni au complejidad. no hace mae que 

reforzar lo J.ndicado anteriormente. en el sentido de que hay 

que estandarizar el ensayo para cada eintema antigeno-anti-

cuerpo. Ademáa, es evidente que eeta prueba tiene amplias 

poaibllidadee de eer utilizada en el eerodiagn6etico de prác­

ticamente todas lae enfermedades infeccio88e y paraeitariae 
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donde la detección de anticuerpon sea un procedimiento alter-

nativo .. A eate roepecto. ee conveniente mencionar que en 

lae pruebas serol6Sicae que utilizan cajas de Petri de plás­

tico como a.aporte oólido para el enoayo. ae ha informado del 

6xito PGra detectar anticuerpos contra 17 antígenoo en TIA. 5 

en DIG-TIA y 16 en DIG-ELISA ( Elwing nli al. , 1977, Elwing lf 

Nygr,,n, 1979; JeaneBOn <>L .U.., 1979; Lange 1>.li al., 1961; 

Iemail c.t. a,l. •• 1979; Gómez-Prieso a..t .al .. , 1965). a loe que 

habría que agregar loa 8 adicionalee enaayadoa a.qui con TIA­

ELISA. 

La auaencia de renctividad de TIA-E.LISA con el antiseno 

de Trypangapma .cz:uz.1. no deja de llamar la atención. ya que 

eata negatividad fue coneietento, independientemente de que 

ea cambiara el amortiguador, la concentración del antigeno 6 

la dilución de loe eueroa o del conjugado. Rato contra.eta 

con lo informado por Nileaon y Voller (1962), quienes traba­

jando con un extracto crudo preparado a partir de epimaati­

sotee de :C.-~ crecidos en cultivo, encuentran una corre­

lación eetrecha entre BLISA y TIA (DIG-TIA) con eueroa de 

peMK>nae residentes en Brasil.. Lementablemente, no indican 

la concentración del antígeno, aunque para DIG-TIA, mencionan 

que fue diluido 1:50 en ""lina. Reto puede tener importan-

cia por que, como se mencion6 antee, hay diferencias notables 

entre la concentración del antígeno utilizado en TIA-KLISA '11 

DIG-TIA (3 pg lf 200 pg/111 reopectivmnente), por lo que pudie­

ra eer que loe reeultadoe negativos obtenidos con la primera 

de eea.e prueba.,, lJUdiera deberse a la baja concentración de 
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antígeno ( 50 ps/ml). Debido a lo limitado del material 

nntigénlco y de loa aueroa diaponiblea para eate eatudio, 

pudieron hacerse experimentos adicionnlea para determinar la 

razón de esta negatividad. A reserva de que eeto ae hosa 

en un futuro, por el momento aolo ee puede decir que eatoa 

reeul tadoa refuerzan la sugerencia de que la prueba se debe 

estandarizar con cada eiatema antiseno-anticuerpo utilizado. 

para obtener laa condicionee 6ptimae del ensayo. 
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CONCLUSION 

Considerando laa grandee similitudes en loa valorea 

porcentuales obtenidos la evaluación aerológica en mnbao 

pruebas y el alto grado de concordanciae. TIA-KLISA puede ser 

una prueba tan efectivn o mña que lo de ELISA para ln detec­

ción de anticuerpos eéricoa en la cieticercoeie humana, 

amplias poaibllidadea para au aplicación en eatudloe epide­

miol6gicoe o de diagnóetico individual de eata enfermedad pa-

re.altar la. Además, hay que recalcar que para BU implemen-

tación, TIA-KLISA no necesita materiales o equipo eapecio.­

lizado, coatoao o de dificil obtención, como sucede en loa 

pruebas de EITB y ELISA (papel de nitrocelulosa, equipo para 

electroforeaia vertical y de transferencia para el primero; 

placas de polieatireno y lector para la segunda). ni tampoco 

ea neceaario un adiestramiento eapecializndo. Eata aimpli-

cidnd para au implementación, la hace especialmente adecuada 

para que ee aplique en cualquier laboratorio clínico, ya que 

BU coato final ee reducido por utilizar cnjaa de Petrl de fa­

brlcación nacional y por que el equipo neceaario ae encuentra 

normalmente en cualquier laboratorio. Finalmente, una ven-

taja adicional que pudiera tener TIA-ELISA dentro de la in­

veatigaci6n aerológlca de la ciatlcercoaia o de otras enfer­

medades micóticaa o parnaitariae, ea la poaibilidod de con-

la evidencia del reBUltado en forma permanente, para 

lo cual, ea suficiente dejar secar la capa de gel que contie­

ne el resultado de la reacción, ya sea separándola de la caja 

de Petri o dejándola en ella. 
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