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INTRODUCGCION

En nuestro pais, la cisticercosis es una’ pnrualtoain cu-

ya’ frecuencia ha variado deade el 1 X en eatudio.“
mipléglcoa. hasta méAs del 10 X en pacientes
,neproiégicus hospitalizados (Flisaer ﬂL' a.
preﬂehteb un amplio espectro en su sintomutolcgia,
;“néstico clinico es dificil y més dificil atn: la
- parasitoscépica. Aunque la Tomografia Axial,Computarizada es
considerada como el procedimiento de eleccién pa}a détectar
al pardsito, tiene el inconveniente de que séio se réailzé>en
instituciones hospitalarias o muy especializadas, por lo Qué
la deteccién indirecta del pardsito o aus productos por medio
de 1la serologia, ha resultado una buena alternativa para
confirmar el diagnéstico. A penar de lo anterior, la mayo-
ria de las técnicas seroldgicas han presentado problemas de
sensibilidad, especificidad 6 de confiabilidad en 1los re-
sultados, debido a la inestabilidad de loa antigencs, al nu-
mero elevado de falscos positivos y negativoa, a deficiencias
en la evaluacién diagndéstica, dificultades para 1la ad-

quisicién de materiales o equipos, etc.

A pesar de que el inmunoensayo con anticuerpos ligados
a enzimas (ELISA) ha demostrado ser especifico, sensible vy
relativamente sencillo de realizar, tiene como principal 1in-
conveniente, el requerir de materiales pldasticos y eventual-
mente de equipo especializado, los cuales son costosos o di-

ficiles de conseguir.

onfirmacién::.u.



Reclentemente, se public6 un crabujo éue aaucribe la
aplicacién de una técnica llamada Difusién en gel-RLISA (DIG-
BELISA) para el disgndéstico serolégico de la claticercoeis.
Esta técnica, que tiene nus antecedentes directos en el In-
munoensayo en Capa Delgada (TIA) y su variante DIG-TIA (El-
wing et nl., 1976, 1977) vy en la prueba de EL1ISA (Engvall vy
Perlman, 1872), demostrd ser al menos comparable con la Hema-
glutinacién Indirecta, en la deteccidn de anticuerpos contra
el Fluido Vesicular del metacéubodé de Taenia splium (Gdmez-
Priego y Gutiérrez, 1992). Ademdis de que para su realiza-
cién no se requiere de material o equipo sofisticado, este
método permite cuantificar de manera siwmple, la concen-
tracién de anticuerpos presentes en el suero analizado.
Esto, aunado al hecho de que la reaccién enzima-substrato se
realiza en forma localizada en un medio seminélido y de que
el método no requiere de un adiestramicento especializado para
su realizacién, es lo que la hace particularmente util para
estudios serodiagnésticos, seroepidemioléglcos y para imple-

mentarse en laboratorios modestos.

No obstante lo anterior, la c¢btencién de un resultado
ripido se ve obstaculizada por la necesidad de incubar los
sueros durante 24 horas para permitir la difusién de los an-

ticuerpos en el seno de la capa de agar.

Por lo anterlor, en easte trabajo se presentan los resul-
tados del desarrollo, estandarizacién y aplicacion de una
nueva técnica, a la que se llamé Inmunoensayo en Capa Delga-

da-ELISA (TIA-ELISA), para la deteccién de anticuerpos en el



euero de individuos infectados con el cisticerco de T. go-
1ium. Bsta nucva técnica resultd de la modificaclén de
&lgﬁnas variables de la prueba de DIG-ELISA, especialmente en
lo  referente a la omisién de la difupién de los anticuerpos
.en un gel de agar, de manera que los resultados fueran mas
rdpidos, el procedimiento mds sencillo y sBe mantuvieran las

cualidades de sensibilidad y especificidad de DIG-RLISA.

La prueba de TIA-ELISA fue evaluada serolsglcamente en
su capacldad diagnéptica para la cisticercosis humana, usando
el fluido vesicular de cisticercos de cerdo como antigeno y
sueros de pacientes clsticercosos confirmados, de individuos
aparentemente sanop y de sujetos infectados con otros agentes
mic6ticos vy parasitarios. Los resultados se compararon con
los obtenidos en la prueba de ELISA, la que hasta el momento,
es uno de los procedimientos de eleccién para el diagnéstico

serolégico de la cisticercosis.

Por otro lado, TIA-ELISA también se ensay6é con otros

_ Bistemas antigeno—anticuerpo en los que se emplearon ex-—
tractos antigénicoe de hongos, protozcarios y de otroa hel-
mintos, todos con pus respectivos antisueros homblogos obte-
nidos tanto de la infeccién natural como de la inmunizacién

experimental en animales.

Los resultados mostraron gue TIA~-ELISA tiene mayor sen-
s8ibilidad que ELISA, pero menor especificidad; ambas pruebas
tuvieron ipual eficiencia en la detecci6tn de anticuerpos,

asi como nula reactividad cruzaeda y escasa diferencia en el

3



valor predictivo para un resultado positivo. Por 1ltimo,
esta prueba funcioné con todos los alstemas antigeno-an-
ticuerpo ensayados, excepto con el de Trypanasoma eruzi, ne
obstante que los sueros analizados fueron seropositivos en

ELISA.

Nuestros resultados sugieren que para el serodiagnéatico
de la cisticercosis humana o para la deteccidén de anticuerpos
en otras enfermedades mic6ticas o parasitarias, TIA-ELISA
puede aplicarse con igual confiabilidad que KLISA, con 1las
ventajas de no reguerir de material ni de equipo caro y so-
fisticade que limite su aplicacién en cualguier laboratorio
clinico, ni de procedimientos tediosos y complicados para la

interpretacién de los resultados.



AANTECEDENTES.

El metacéstodo de T. aglium, también conocido como Cys-
ticercum gcellulosne o simplemente cisticerco, se aloja prin-
cipalmente en los tejidos musculares del cerdo, que ep el
hospedero intermediario por excelencia, aunque de maners
acclidental, el hombre también puede albergar este parasito en
sus tejidoa. Cuando el cisticerco se aloja en el sistema
.nervioao central o en el globo ocular, esta parasitoesis ad-
quiere especial relevancia, debido a que la enfermedad puede
ser invalidante e incluso, llegar a causar la muerte del in-

dividuo infectado (Woodhouse et al., 1982).

CICIO DE VIDA

Debido a que T. ppolium es la forma adulta de Cysticercus
ecellulosse, el “ciclo de vida del cisticerco” no es mAs que
una parte del ciclo de vida de X. aglium; ademds, ambas for-
was causan parasitoslis diferentes, por lo que para hablar de
la cisticercosis, se tiene que hacer mencién de la teniasis.
Debido a que esta Gltima enfermedad es producida por dos te-
nias diferentes: Taenia molium ¥ Iseniarynchue saginatus, ¥
desde el punto dec vista epldemiol6gico de la cisticercosis,
ambas infecciones se definen como teniasis solium y teniasis

saginata.



Kl ciclo se inicia cuando los huav@q aéjwfﬁeﬁlu~,nnllﬁp
son expulsados del hospedero junto con las hecen; esto hu;vud,
salen ya sea cncerrados dentro de los proglbétidos gravidon 6
bien libres y mezclados en las heces. Desde el momento  que
salen, los huevos son infectantes. Para continuar el eciclo
de vida, los huevos tienen que ser ingeridos por un hospedero
intermediario, generalmente el cerdo. Cuando cata sucede,
las enzimas del aparato digestivo (pepsina y tripsina) y las
sales biliares del hospedero, actian oobre la cubierta del
huevo, hidrolizando la proteina cementante, separando los
bloques embrionoféricos y activando asimismo al embrién, el
que en un lapso de 24 a 72 horas y con ayuda de sus ganchos y
de las enzimas que posee, se adhiere a la mucosa intestinal y
1la rompe, llegando al torrente sanguineo o linfatico, para de
ahi distribuirse y localizarse finalmente en diversos ositios
del organismo. BEn esos sitlos, madura y aumenta de tamafio
hasta formar en un lapso de 60 a 70 dias un cisticerco, el
gque forma una cubierta vesicular y origina una pared gquistica
que serd la interfase entre el tejido del hospederc y el pa-
rdsito. En el interior de la cublerta vesicular, se cncu-~
entra un liquido (fluido vesicular), que bafia la poreidén ce-
fdlica del pariasito (esctHlex). Cuando el hospedero defini-
tivo que es el hombre, ingiere carne de cerdo parasitada, ya
eea cruda o insuficlentemente cocida, las enzimas y las sales
biliares del aparato digestivo, activan al cistiterco, el
cudl evagina su escOlex y a@e adhiere a la mucosa del intes-

tino delgado y por un fendémeno llamado proglotizacidédn, origi-



na una cadena llamada estrébilo, el que al cabo de 2 a 3
meses, forma una tenia adulta la cual en su porci6én distal,
contiene proglétidos grdvidos que contienen miles de huevos,
los que serdn posteriormente eliminadoe con lac heces, para
iniciar nuevamente el ciclo de vida de este pardsito (Asada

et al., 1956; Lumaden at nl., 1982; Botero y Restrepo, 18987).

MECANISMOS DE INFECCION DE LA CISTICERCOSIS

Como se describld antes, el hombre padece de cisticer-—
cosis cuando ingiere los huevos de I. solium. Esto puede

ocurrir de varias maneras:

Por Heterojinfeccidén: Cuando el individuo ingiere huevos
de T. scolium producidos por otro hombre y que contaminan sus
alimentos o el agua potable, ¢ bien, cuando estos son conta-
minados directemente al ser manjipulados por individuos con
tenianis ain aseo previo de las manos (Botero y Reatrepo,

1987).

Por Autoinfecclon externa: Es un mecaniswo de infec-
cién por via ano-mano-boca y ocurre en individuos parasitados
por I. solium. Aunque este mecaniamo parece ser el mas 16~
gico y fédcil para azdquirir la cisticercosis, en realidad debe
ocurrir muy raramente, ya que la tenlasis es précticamente
inexistente entre los paclentes con neuroclsticercoeis y wvi-
ceversa (Biagi, 1972; Botero y Castafio, 1982; Aluja pt al.,
1987).



Por Autoipfecclén interna: Se dice que este mecanismo-
ocurre en pacientes tenldoicoes, mediante la regurglitacion de
proglétidos grédvidos hacia la cavidad géstrica, favoreciendo
la activacién de los huevos. Ente mecanismo es casi impro-
bable, puea los progl6tidos gravidos se encuentran en la par-
te distal del gusano, muy cercanos al final del intestino
delgado (ileon) y debe suponer que eatos tlienen gue recorrer
en sentido inverso todo el intestino hasta llegar al estéma—
go. Ademds, la escasa probablilidad de que esto ocurra, se
vé&  reforzada por la baja proporcién que existe de pacientes

con teniasis y con cisticercosis.

Recientemente, se ha propuesto otro mecanismo de infec-
cién que involucra la ingestién de carne de cerdo cruda o
mal cocida, que contiene formas post-onconferales wviables.
Eatas estructuras son denominadas asi porque tienen el tamafio
vy la forma de las oncosferas, pero sin ganchos. Debido a
que las formas pomt—-oncosferales pueden multiplicarse por ge-—
macién, puede hacerse innecesario el paso a la etapa adulta
para incrementar el niwero de individuos. Ademds de las im-
plicaciones biolégicas gque esto pudiera tener, también podria
explicar las intrigantes diferencias observadas entre las
frecuencias de teniasis y cisticercosis (Salazar-Schettino et

al., 1988l, 1992). Sin embargo, es conveniente cefialar que

1.Salazer-Schettino, P.M., De Haro, I. y Herndndez, R. (1888).
Mecanismos de infecciébn de la cisticercoeis. Pdginas. 5-9. En:
Acevedo-Hernéndez, A. (Ed.). Memoriaa del II Epcuentro de Cisti-
gerconig. Pachuca, Hidalgo. México.



eate mecaniamo aolo ! o éf] foma experimental en

cardou v bn:jo condiciones ind 1 ) de;-‘jirnmunoémpreaién.

MORFOLOGIA DEL: CISTICERCO DE Taenia molium

Vl“ln(‘:roacépicnment:er. los ciaticercos pueden a'drquri'rtti*r don

formas: el celuloso y ¢l racemoso.

El primero, también llamado vesicular, es el mas frei—
cuente ¥ se presenta en forma de vemiculas redondas u  ovala-
les, de 0.5 a1l cm en su eje mayor ¥y son de color blanco
translicido. En su interior, se observa una estructura glo-
bular que contiene el escélex invaginade e invertido, con sus
cuatro ventosas y un rostelo con dos coronas de ganchos cuyo
nimero va de 22 a 32; se encuentra unido a la pared vesicular
por un canal espiral y estd bafiado por el fluido vesicular.
Microscépicamente, la pared vesicular estd constituida por
tres capas, una externa, acidéfila y de forma festoneada, una
intermedia formada por tejido conjuntivo y una interna cons-
tituida por un reticulo de fibrillas. Al microscopio elec~
trénico, la superficie se observa cubierta por unas estructu-
ras delgadas, filiformes, denominadas microtricas que favore-
cen el intercambio metab6élico y la relacién inmunolégica
entre el hospedero y el pardasito a través de la pared quiati-
ca (Ramirez et al., 1982; Cafiedo et al., 1982).

El otro tipo de cisticerco llamado racemodac, mide de 5

a 90 mm de diamétro aproximadamente y se conesldera que puede



»_éla‘(ar_ »un'a larva degenerada de T. aolium 6 una larva ’d'e tenias
n . a\'m ‘no identificadas, gquec parasitan animalen. Hnuroaqépi’ca;
s ;:‘ente. préaenta una forma lrregular, con miltlples sacos que
le donfieren la forma de racimo, con una membrana de aparien-
._c_:la: més delgada que la forma veslcular y no tiene-escélex en
“‘pu interior ni canal espiral (Rablela y Flisaer, 1_990)r pre_

tipo de cisticerco sé6lo se ha encontrado en humanoa.

RELACION HOSPEDERO-PARASITO

Dentro de los agpectos inmunoldgicos de la relacién hoa-
pedero-pardsito, destacan los mecaniamoa de evasién que em~-
plea el parasito para sobrevivir en el hospedero. Se .. han
postulado distintas hipétesis para explicar esta sobreviven

cla:

1) Secrecitn de un componente del pardsito, al que Be
ha llamado Antigeno B, gque no tiene funciones metabSlicas ni
estructurales vitales para el parasito, pero que es muy inmu-—
nogénico. Al parecer, este antigeno tiene propiedades seme-
Jantes a las fibrolectinas, como la afinidad por la colagena.
Dada sBu gran inmunogenicidad, los anticuerpos especificos
contre este antigeno, carecen de efecto directo sobre el pa-
rdpito, puea estos reaccionan con un producto gque ha =sido
eliminado y que probablemente estd unido al tejldo conectivo
del hospedero y lejos del parésito; a este mecanismo se aBe-

meja entonces a una “Cortina de Humo" (Correa, 1889).
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‘2) Incorporacién de inmunoglobulinas a la superficie del
pardsito., Hay estudios experimentales hechos con anticuerpos
fiuo:reséentes o por técnicas inmunoenzimdticas, que aportan
;evldenc‘:lna de que algunac inmunoglobulinas del hospedero es-
tdn unidas a la superficie del parésito por un receptor para
su fragmento Fe, lo que impide la llegada de anticuerpos di-

-»rigidos contra cotros antigenos de superficie de este metacésm—
todo (Willms y Arcos, 1877). En la cisticercosis murina
causada por Taenis taeniformisn, también se encontrdé que los
cisticercos oon capaces de endocitar IgG del hospedero (Ha-
yunga et al., 1989). A este tipo de de evasién de la rea-

puesta inmune, se le conoce como “"Mimetismo Molecular™.

3) Induccién de la inactivacién del complemento. Exie-
ten estudios gque pugieren que los ecisticercos de T. aolium
son susceptibles al atagque del complemento in vitra, pero no
in vivo, por lo que es probable que exista un mecanismo que
enté relacionado con la inactivacién del complemento. Nueva-
mente, en el modelo murino con cipticercos de I.taeniformis,
se ha encontrado que hay productos de naturaleza glicoprotéi-
ca producidos por el pardsito que inhiben tanto la reaccién
del complemento como la de coagulacién. Por otro lado, tam-
bién se ha observado que el mencionado Antigeno B, es capaz
de unirse al Clq (el primer componente de la via cldsica del
complemento), a través de su segmonto de colégeno, y asf in-
hibir de csta manera la reaccién del complemento (Hammerberg

et al., 1980; Molinari eLt al., 1983; Correa, 1889).
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4) Induccién supreaoru de lu reapuostu 1nmuno celular.

““Hay' nlgunaa viden'ius de’ que cl ciatlcerco inhibe 1a aeti-"

"vidud de 105 1lnfocihoa T ccoperadoren enpecificos e ineupé-

;,ciflcoa. perm1Ciendo uai el deaarrollo de otruu enfermedades

(Correa ot 'nl.‘. 1988) ;

'5)7§6§ ultimo, hambién sé Aigumenta gue el alojamiento

. preferencial del cisticerco en slﬁios inmunolégicamente pri-

vilqgiadoa como el cerebro y el ojo, e8 de los principales

mecaniamos de evasién inmune (Barker y Billingham,. 1977)...

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

La ciaticercosis prevalece en sitios donde existe feca-
lismo al aire libre‘y malas condiciones de vivienda e higile-
ne, situaciones que frecuentemente se observan en los paises
del tercer mundo, siendo México y Brasil las zonas mds afec-
tadas del continente americano (Maharan, 1982; Schenone et

al., 1982).

La frecuencia de la cisticercosis humana no puede ser
determinada con precisién, debido a las dificultades para su
diagnéatico. Entre ellas se pueden mencionar: la heteroge-
neidad de las manifestaciones clinicas (ver mis adelante); la
existencia de una minima respuensta inmune en los pacientes
apintométicos y de algunos enfermos con sintomatologia evi-

dente y por ultimo, las comunidades antigénicas entre cisti-
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cercos y otros helmintos por&sitos, lo que lleva a la induc-
ciétn de anticuerpos de renctividad cruzada. Esto WUltimo
tiene especial relevancia, ya que o ha informado de una alta
reactividad cruzada de Jos sueros de individuos cisticercosos
con antigonos dal guiste hidatidico de Echingcoccys sgrabulo-
aua (Bricefio et a8l., 1961; Schantz et al., 1980; Woodhouse gt
al., 1882) o de adultos de Hwmenolopis nana (Gémez-Priego ot
al., 1991). La reactividad cruzada observada entre la cis-
ticercosls y la himenoleplasis, que ha varlado entre el 756 X
"y, el 80 X (Gémez-Priego et al., 1981; Gémez-Priego v Gutié-
rrez, 1992), es de tomarse en cuenta, debido a la elevada
frecuencias de infecci6n (25 X), que al menos en México, pre-

senta la himenclepiasls (Tay et al., 1981).

Con respecto a México, la mayor parte de los estudios
que se han reaslizado para determinar la frecuencla de cisti-
cercosis humana, se han hecho principalmente en pacientes

neurolégicos hospitalizados y en series de necropsias.

En pacientes hospitalizados, la frecuencia ha variado
depeondiendo del grupo de edad analizada. Anf, Robles
(1946) informé de 25 X y Zenteno (1865) del 22.4 ¥ de neuro—
cisticercosias en adultos, mientras que en nifios, Maciaas ¥
Hernadndez (1966) y Lépez (1882), informaron de s6lc un 0.03 %

v un 0.3%X respectivamente.

En series de necropsias, Bricefio at al., (1961) ¥y
Rabiela et al.. (1879), informaron de frecuencias més altas

(3.5 y 3.2 X respectivamente). Todos los autores han coin-
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cidido en que la dificultad para aatablecer ul diasnbﬂhiCD.
ae debe a la gran variacion en la intensidnd con que Be’ :pre-
‘agntun las manifestaciones clinicas.>~ A este renpecto, Biagi

et al., informaron en 1961, la exiatencia de: un 43 S x de .ca-

sda asintomdticoa.

Las diferencias entre sexos no son significatives para
padecer cisticercosis, pero aparentemente, las mujeres pre-—
sentan, en comparacién con los hombres, una mayor reaccién
inflamatoria en 1la neurociaticercosis parenquimatosa (Del
Srutto et al-., 1988), lo que sugiere gue las hormonas sexua—
les pueden estar Jugando un papel importante en ol proceso
inflamatorio. En estudios experimentales realizados en la
ciaticercosis crassicepe, se encontrd que en ratones de la
cepa BALB/c, hay una mayor susceptibilidad en las hembras que

en los machos (Larralde et al., 1988, 1890).

La cisticercosio tiene varias implicaciones médicas ¥
sociales, que de alguna manera repcrcuten en la economia fa-
Qiliar de los enfermos que la padecen (Velasco et al., 1982).
Algunos cédlculos realizados para estimar el costo para los
cuidados wédicos, tales como hospitalizacién, quimioterapia y
diagnéstico por TAC, sefialan que en 1986, en nuestro pais se
gastaron 14.5 millones de dSlares para atender cerca de 2,700
cano8 de neurocisticercosis (Flisser, 1987), lo que ejempli-

fica el impacto social vy econSmico de esta parasitosis.

81 bién desde ol punto de vista antropocéntrico, la cis-

ticercosls humana es une parasltosls de suma Aimportancia,
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] ’borrel decomlso de carne 1n£ectada, agudiznndc ln '8
'tuaclﬁﬁ de la porcicultura mexicanu (Aluda, 1982, Zadil]o y

~ Bobadilla, 1887).

MANTFESTACIONES CLINICAS. .

La cisticercosis humana puede aer'asintométiéé o'breaen~
tar toda una gama de manifestaciones clinicas (polimorfismo
clinico); lo cudl depende de la localizacién y viabilidad
del parasito y se puede dividir en cuatro tipos generales
{Zenteno, 1982):

1) Cisticercosis diseminada. En esta, los cisticercos
estdn distribuidos en las visceras, piel y misculos. En el
tejido subcuténeo es generalmente asintomdtica, o si hay sin-
tomas, en general aon muy leves. En misculo, la infeccién
cursa saintomditica o puede causar dolor y debilidad y ea de
evolucién variable; el diagndstico se basa comunmente en
imdgence radiolégicas hiperdensas dadas por los cilaticercos

calcificados (Zavala gt al., 1984). En la mucosa bucal y
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'tejido'aubrehinéa

- 1962; Gameg y 7‘De

g posible atrofia del ojo y pérdida del mismo (bonzél

co‘et ml., 1980; CArdenas et al., 18985).

3} HNeurocisticercosis. Cuando lose pafﬁsitosrse ioca—
lizan en el sistema nervioso central, los sintomas y. ~signoa
varian con la localizacidn, nuimero y viabilidad de los para-
sitos, haciendo que las manifestacicnes clinicas sean poli-
‘mérficas o simplemente nulas. Cuando existen, se deben a la
irritacién, compresién y frecuentemente a la destruccidn del
tejido, asi como 2 la oclueidn de los conductos de Silvio por
donde pasa el liguido cefalorraquideo. Los aintomas wmds
frecuentes son: crisis convuleivas del tipo epiléptico, vomi-
tos, cefalea, cuadro de hipertensién intracrancal, transtor-

nos mentales y afeccidén de psres craneanos. Con  esto se

1.Gémez, L.A y De Regil, M.C. (1979). Cisticercosis del globo
ocular y sus anexos. Pédginas: 57-58. Memorias del V ucmgneso Mé_.
xicapo de Oftalmologia. Veracruz, Veracruz. México.
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'DIAGNOSTICO

El diagndstico definitivo de la cisticercomia solamente
se - establece por la demostracién del pardsito, con procedi-
mientos directes (cirugia) o indirectos como los Rayos X, los

' que durante muchos afios fueron 1la vnica herramienta dispo-

nibler(Santin y Vargas, 1988).

A partir de esta técnica, se desarrollaron variantes ta-
les como la Ventriculografia, Pneumoencefalografia, Angiogra-
fia, Mielografia, etc. dque, no obatante ser Utiles para loca-

lizar al pardsito, no permiten la definicién fina de la 1le-

1.Escobar,I. (1988). Neurocisticercosie, patologia y diagnéstico.

Paginas: 57-64. En: Acevedo-Herndndez., A. (Ed.). Memorias del IL
Encuentro Nacionnl de Cilaticerosis. Pachuca, Hidalgo. México.
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_“sién, ‘ni tampoce’la’confirmacién oticlégice (Dorfeman, = 1963:

mejoré <notablemente.-‘

ish@qercqaiﬂ

e un’procédimienho”aeéﬁfo. no asrenivo muy,sqn—“
ad de”certeza diagnéet!ca de apboxima-
(Rodriguez y”Boleaga, 1982) . Ademén,“‘permire

laa manifeatacionea de la enfermednd en un aolo

cor;é]acionar
est tn la actualidﬂd. énte es el procedimiento ‘de
 eie6c16h para la éonfirmaciﬁn del diagnéstico de la  cisti-
cercoéis, aunque por ser una técnica muy cara que requiere de
equipo y personal especializado, sélo se encuentra disponible
en hospitales de tercer nivel y en otras instituciones priva-
das, lo que en ocasionee queda fuera del alcance de la pobla-

cién de escasos recursos.

Una forma indirecta para realizar el diagnéstico de 1la
-cisticercosis, es aprovechar la respuesta inmune inducida por
el pardsito en el hospedero. De esta manera, se han desa-
rrollado numerogcaa pruebas inmunolégicaes para la deteccién
de anticuerpos en ouero o liquido cefalorraquideo (LCR)} de
individuos enfermos, las cuales también han sido atiles para
determinar los componentes del cisticerco que participan en
la relacién hospedero~parésito. Ademds, estas pruebas
suelen ser fdcllea de implementar, su costo es relativamente
bajo y tlenen una senaslbilidad y especificidad diagndstica

aceptable, pero reguieren de materlal y equipec no siempre
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".disponible éh{léﬁgfaﬁbrioa;

: ‘ = oo =
: Bl (;EFi; Corntrainmu—f,
otras) de dgluﬁiﬁacién' kHeﬁag]u— "i
{ Cc—Aglutinacién (Co-A, eata también ,‘
, para detectar antigenos) y finalmante. otros pronedimienton
_inmunoenzililétiCDE, llamados genéricamente EIA, tales como : el
Inmunoeﬁsnyo con uﬁcicuerpos ligados a enzimas (ELISA), 1la
Electroinmunotransferencia (EITB), la Difusién en Gel-ELISA
(DIG-ELISA), la ELISA en punto (DOT-ELISA) y otras mas (Flis-
ser at al., 19756, 1979, 1980; Beltrdn v Gémez-Priego, 18973;
Ardambulo et al., 1978; Larralde et al., 1986; Téllez gt al.,
1987; Tsang et al., 1989; Gémez-Priego y Gutiérrez, 1992;
Monroy-Ostria et al.. 1992). Algunas se han empleado para
detectar antigenos circulantes en suero o LCR, pero todas se
han utilizado para buscar anticuerpos. Por otro lado, al-
gunas de ellas han permitido profundizar en el estudio de los
aspectos de la reapuesta inmune en el individuo cisticercoso,
por ejemplo, 1identificando las fracciones antigénicas rele-
vantes del paradsito, la clase y subclase de inmunoglobulinae
que reaccionan con los antigenos, la variacion antigenica en-
tre loe cisticercos (Yakoleff et al., 1982), etc. En el

Cuadro 1, se presenta una sintesis de las diversss pruebas
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aplicadnn él'aeind{égnégticc,de~laﬁ3 j Lic ‘” 3 hqqicﬁdn

alto porcentaje

nos. suerof; ademae, es un prccedimlent Ia) ioép que exige

cuidados extremos en la preparacién de aa‘soluciones amorti-

guadoras y en la lmplementucién de 15 pruebn,_asi como  la. pa-
ra su eabandarizacion v en oceaionaa, pnra la .intarprecacién

de los resultados.

También se han utilizado pruebas de preci#ihaciéh.t; En
eatas pruebas, para que se observen los resultados, ,éé 'in-
diapenaﬁble que ne cuﬁplan tres reaulsitos: a) que-la.concenz..
tracion de antigenoc y de anticuerpos sea relativamente alta;s
b) que ambos reactantes se encuentren ¢n equivalencia y c¢)
que los antigenos seon polivalentes. Tanto la aensibilidad
como la eampecificidad diagnéatica de estos ensayvos. ha varia-
do dependiendo de la prueba y muy especialmente, del antigeno
utilizado (Cuadro 1). Hay que gefialar que la IEF, ha sido

muy dtil para identificar los antigenos relevantes del pard-
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“sito 'y para demustrar la heteroueneidad de iu”réapuéuLa-}ﬂmu—

ne :‘en esta enfermednd parasitaria. (Fllaﬂe!' e&. Bl.y ‘11’975),-‘

 -Adem6u. con eata técniva se demostro que casl el 85 X de 7163

individuos cisticercooos, tienen anticuerpoa que y rccipltanr

i-con una fraccién antigénica iBoléctrica a pH B 1a1quevge

le llamé Antigeno B (Flisser et al., 1979 ;1SBQ){

‘" Para todas las pruebas Berplégicas_dﬁér-detéchan ﬁnél—
cuerpos, la técnica de exbracéién,'al uso de inhibidorea de
lus’ enzimss proteoliticas presentes en los extractos v la
temperatura de conservacién de’ los antigenos, son algunos de
les elementoa condicionantea para la estabilidad de los ma-
teriales antipénicos utilizados y para la reproducibilidad de
los ensayos. En 1977, Gémez-Priego v colaboradores, infor-
maron de un método para conservar los antigenos en discos de
papel filtro (Inmunodiscos) sin necesidad de culdadop espe-
ciales para evitar la degradacion. Esta forma de preserva-—
eién de los antipgenos, la demostraron en una variante de 1a
doble inmunodifusién en gel. La sensibilidad, reactividad y
especificidad, fueron idénticos a los de la 1D tipo Ouchter-~
lony, con la ventaja adicional de que los inmunodiscos per-
manecen estables y sin contaminacién por tiempos prolongados
(un afio o mes) aln c¢uando se conservan a temperatura amblente
(Gomez-Priego et al., 1977). No obatante lo anterior, los
tiempos necesarios para la completa difuesién de los antigenos
y anticuerpos en el gel, independientemente de si se acelera
(de 4 a B h en CIRF) (Beltrdn v Gomez-Priego. 1973; Monroy-

Oatria et nl., 1992) o n6 con una corriente eléctrica (entre



48" y 72 hien [EF) (Flisser gt al., 1875, 19"19‘ 1930)‘,» 'J'unua

,,05"; Loé requialtos de concentracién da ronctanten vy de

“lencia mencionudos antes, son los fact ‘f imltun”'

r‘el uso- de eutas pruebas de precipitacién

De laa diveraaa tecnican del hlpo d‘ 1a aglutlnaci&n, 1la
as la qua ae usa en forma rutinaria en ulgunon laborato~
':piga de‘dlagnéabico y nuevamente, tanto la sensibilidad como
la feBPeCificj;dnd diagnéstica de esta prueba, varia con el an-
. tigeno usade (Cuadro 1). Por otro lado, y a pesar de la ca-
pacidad de la prueba para detectar bajas concentraciones de
anticuerpo, la positividad se vé modificada si el paciente
recibidé antiinflamatorios (corticoesteroidea) como parte de
un tratamiento médico antes de la toma de la muestra de oan-
gre (Villanueva-Diaz y Gonzdlez-Barranco, 1980). La reacti-
vidad cruzada ha sido alta con sueros de pacientes infectados
con el quiste hidatidico de Echinococecus granulosus (Ardmbu-—
lo et al., 1978; Villanueva-Diaz y Gonzdlez-Barranco, 1880) y
ha fluctuado entre el 76 y 100 ¥, aunque también se ha infor-
mado de reacciones cruzadas con sueros de pacientes afectadosn
por otras helmintiaals, como la Faeciolaals y EKaquistoesomia-
sis (Ardmbulo et al., 1978; Olivo ek pl., 1988). Adicio-
nalmente, hay informes que sefialan que la sensibilidad diag-
néstica de HAI, puede variar del 91 X en zonas endémicas

hasta el 95 X en areas no endémicas (Larralde et gl., 1988).

Como ejemplo de otra técnica de aglutinacién, pero di-
sefiada para detectar antigeno, estd la Co-A, recientemente

aplicada umando I.CR de pacientes con neurocisticercosis. De
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équérd@f'conila'locﬁlizaéibh‘del pardsitc en el sistema = ner-

:viopo central, la sensibilidad del ensayo varis del 50 al 100

jx.»gunqhe-:ﬁ,gengrul.ffue del. 79.%, con una especificidad. de

‘caoi 180 % (Monroy-Ootria gk al., 1892).

o :Ndrabétante su sencillez, estas pruebas de aglutinacidén
‘no aportan mayor informacién que la de un titulo serclégico
o una respuesta del todo o nada (positivo o negativo), lo
‘cual, por otro lado, depende de la interpretacién subjetiva
. del obaervador. Adicionalmente, es wmuy dificil controlar
la cantidad y calidad de los reactivos (antigenos o anticuer-
pos) unidos a las particulas inertes, por lo que han sido
desplézadas por otras técnicas que ofrecen mejores opciones
de control y que ademds, aportan informaclén que, aunque po-
siblemente también subjetiva, permite por una parte, realizar
un menejo matemidtico mas Gtil de los datos y por otra, cono-
cer las fraccioneasa antigénicas reactivas en los antigenos de
prueba y en consecuencia, mejorar la especificidad de los en-

aayos.

Las técnicas que paulatinamente han substituido a las
anteriormente descritas, han sido aquellas que utilizan un
segundo anticuerpo unido covalentemente a una marca, que pue-
de ser un 1sbtopo radicactivo (1125). una enzima (peroxldasea)
o un cromégeno (fluoresceina). En el primer caso, la téc-
nica se llame Radioinmunoensayo (RIA) y como podria esperar-
se, muestra valores muy altos de sensibilidad molecular vy

bastante aceptables de sensibilidad y especificidad diag-
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néetica (Miller gt al., 1984). Sin embargo, el rieego inhe—
rente al manejo y deshecho del material radioactivo, asi como
el alto costo de instalaciones, materiales, equipo y el adi—
estramiento necesario para su implementacién, hace que este
ensayo no se haya aplicado ampliamente en el serodiagnésticeo

" de la cisticercosis (Cuadro 1).

Los ensayos que usan un segundo anticuerpo conjugado con
una- enzima, llamados genéricamente inmunoenzimdticos (EIA),
son los que se han utilizado con mayor frecuencia en log 1l-
timos afios, debido a su gran versatilidad, a la estabilidad
de los reactivos, confisbilidad de los repultados, excelente
sensibilidad molecular y a la disponibilidad comercial de los
reactivog, materiales y equipo necesarios. Justamente, 1a
versatilidad de 1los EIA ha propiciado el desarrollc de wun
gran numero de variantes gue intentan mejorar los tiempos del
ensayo, abatir los costos y eliminar el uso de equipoc y mate-

riales de dificll obtencién.

Debido a que en este trabajo, se describe precisamente
el desarrollo de una variante de un EIA, a continuaci6én Be
hari una descripcién mds detallada de estoa enpayos aplicados

al serodiagnéstico de 1a cisticercosis.

El principio general de los KIA, se fundamenta en la
propiedad gue tienen la mayoria de las proteinas para adhe-—
rirse a superficlies pldeticas o de otra naturaleza. En
congecuencia, el antigeno se puede pegar a superficies pléas—

ticas de un tubo o de un pozo de una placa de microtitulacién
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X (ELISA) (Vollar‘ at al., 1979); de una caja de Petri (DIG-
lév[JS(\) (Rlvwing v Nygren, 1979) o bien, después de separar los
diferentes componentes del extracto antigénico por electrofo-
resis en gelesa de poliacrilamida, transferirlos electroforé-
tigamente a hojas de papel de nitrocelulosa, (EITB) (Bittner
et al., 1980; Larralde gt nl., 1986; Tesng et al., 1989).
Una vez que el antigeno estd inmovilizado sobre un soporte
s6lido, . se agregd el suero del paciente que tiene anticuer-
pom,:blos,cuales se unen a los determinantes antigénicos ex-
puestos 24 libres {epitopos) vy forman asf{ un complejo antf-

geno-anticuerpo.

Para hacer visible ese complejo, en la prueba de ELISA
eé agrega .un segundo anticuerpo conjugado con una enzima, ge-—
neralmente peroxidasa de rdbano fuerte (Engvall y Perlmann,
1972; Voller et a8l., 1979) o fosfatasa alcalina (Diwan el
al., 1982, Espinoza et al., 1986) el cual, al reconocer la
porcién Fc del primer anticuerpo, se le une y forma un com-

“’plejo trimolecular. Al adicionar al sistema el substrato de
la enzima (perdxido de hidrégeno y un donador de hidrégeno en
el caso de la peroxidasa), este sufre la accién enzimdtica
dando un producto coloreado y la intenaidad del color, va a
depender de la cantidad de enzima presente en el sietema vy
esta, de la cantidad del primer anticuerpo fijado al antige-—
no. La intensidad del color ce mide en un espectrofoté—
metro, fotocolorimetro o en un lector de ELISA, a una deter—
minada Jlongitud de onda en la que el substrato desdoblado

muestra su médxima abeorcién, generalmente en un intervalo de
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405 a :490 nnhﬁmetros. por lo'quufloavrggultadqn usualmente se

expresan:en Denaidndeu‘Op;lcqa Q Q'fdhdeg‘de Absorvancia.

En la EITB, el procadim}enbo egligunl. pefd el donadér
de hidrégeno usado es e1'4—cloro;1—ﬁaftoi é.la diuminobehzl—
dina. Aqui, el producto de la réaécién ;ﬁ;imética, en . vez
de ser eoluble como en ELISA, precipita justo en el lugar
donde se encuentra el complejo antigeno-anticuerpo-conjugado
¥ en consecuencia, las lecturas se hacen a simple vista (Tow-

bin et al., 1979; Larralde gf al., 1988; Teang et al., 1989).

La prueba de ELISA fue utilizada por primera vez en la
deteccién de anticuerpos en el suero de enfermos cisticerco-
sos por Arambulo y colaboradores en 1978. En 8u ensayo,
emplearon dos antigenos somdticos deslipidizados, uno de cis-
ticercos y otro de adultos de Taecnia selium ¥ el suero de 45
individuos residentes en México, sospechosos de padecer cis-
ticercosis cerebral y sus resultados los comparan con la HAI.
En ELISA, obtuviercon un 77.55 % de seropositividad contra
73.47 X en HAI, con un 95.96 % de concordancia entre ambas
pruebas. Ellos informaron también de una alta reactividad
cruzada en HAI (88.89 X) y s6lo el 13.33 X en ELISA con sue-
ros de individuos con hidatidosia. De manera interesante,
la reactividad cruzada desaparecié al utilizar el antigeno de
adulto de T. aolium. Lamentablemente, no registran la es-
pecificidad del enpayo como tal, sino que la confunden con la

reactividad cruzada.

En otros estudios, la Bensibi]idad_y eapecificidad de
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o1 v 95 Xy el /o v 100 x reopec-

Vel nntigena ut.:Uzndo,"; b) éi.;
nal'izadn (Suero o LCR): ©) la’ dllucidn-‘

r IVQe poaitjvidad~y e) la poblacién egcq~a

péhd cricicamente de la prevalencia de cisticerco-

qulééi@n escogida para tomar estas muestras con-
troli(Diwan h&'ni:. 1982{ Eepinoza et al., 1986; Larralde et
1986 Bgily"gum., 1988; Diez ot al., 1992).

primer trabajo en el que se informé del uso de 1a
EITB ﬁara‘ detectar anticuerpos séricoa contra el fluido
 veaicu1ar (FV) ‘de cisticercos (Larralde gt al., 1986), se
observé - que  la wayorfa de los sueros analizados, contenian

X anticuerpos que ldentificaban claramente una fraccién de peso
molecular relativo de 103 Kilodaltones (Kd) y algunos sueros,
aunque de manera no clara, con una serie de antigenos de me-

_nos de 50 Kd. Sorprendentemente la fraccién de 103 Kd, no
fue el Antigeno B, el mas frecuentemente reccnocido por los
sueros de cisticercosos en la IEF (Flisser gt al., 1975,
1979, 1880).

En otro estudio (Tsang et al., 19688), demostraron que
con fracciones glicoproteicas del FV purificadas por cromato-
grafia de afinidad con lectinas de lenteja, 145 de 148 mues-
tras de suero de enfermos cisticercosos, identificaron hasta
7 fracciones comprendidas entre 13 y 50 Kd, siendo las més
frecuentemente reconocidas aquellas de 24 y 42 Kd, mientras

que 80lo loe sueros de pacientes con hidatidosis, identifi-
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de ;mﬁa de 70 Kd. Estos resultndos - confirman

x_§§rcialmente 1;é‘hobecrvacioneu de Larralde ot '&ir; (1939)

I “hechas édﬁ‘iaé fracclones de menor peso molecular del: £luide

r(i‘FV) crudo, y dado que no informan de poﬂihivi‘déd»"w

e por VB\.l eppecificidad (100 X) para el serodiagnéatico de 1la
;:i‘sbbyicercosia en el hombre. Finalmente, en un estudio donde
‘06&paran la efectividad diagnéstica de ELISA para detectar
anticuerpos 6 antigeno en ICR y de la FEITB para demostrar an-
ticuerpos, Disz y colaboradores (1992), ademis de confirmar
que la EITB es el método de eleccitn para el diagndstico se-—
rolégico de la cisticercosis, sefialan una reactividad eruzada
del 20 X en ELISA y solo dol 2 % en EITB, vy ésta con sueros

de pacientes himencoleplidsicos.

Aprovechando 1la propiedad que tienen la mayoria de las
proteinas para adherirse firmemente a las superficlies plasti-—
cas por medio de interacciones fisicas ain no definidas con
precieiédn (Lehtonen y Viljanen, 1981), Elwing et al., (1976),
desarrollaron una técnica serolégica que denominaron Inmu-
noensayo en Capa Delgada (TIA, por sus siglas en inglés) aun—
que posteriormente se definid como Difusidn-en—gel-TIA (DIG-
TIA) ¥ que se realiza en cajas de Petri de pléstico. Esta
técnica conaiste en agregar a la caja de Petri sensmibilizada
con el antigeno, una capa de gel de agar mezclado con protef-

nas no relacionadas para evitar la adherencia firme del agar
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a’ la placa. Déabuéa de la geli'ficncién. se hacen horada-

cyldnérsri'eij\ Vel ‘geyl_r;:r‘ en lét; pozt;B asi formadoa, me agregan Jas
dilucionea del suero. Después de 24 horas de incubacién
para xéerniitir 1a difusion tridimensional de los anticuerpos,
la capa de gel se elimina y las cajas se lavan y pecan per—

fectamente y el anticuerpo unido al antigeno, hace gque este
complejo se vuelva altamente hidrofilico (en contraste con la
gran hidrofobicidad que muestra el antigeno adherido a la su-
perficie plédstica), cuande al igual que en DIG-TIA, se revela
por medio de la condensacién de vapor de agua en la superfi-
cie de 1le caja de Petri donde se encuentra este complejo.
Debido a que el anticuerpo difunde en el gel en forma circu-
lar y siguiendo la Ley de Difusitn, como ocurre en la Inmuno-
difuei6n Radial de Mancini (Mancini et al., 1865) el diametro
de las zonas que muestran grandes acumulos de gotas de agua
debido. a la hidrofibilidad del complejo, es directamente pro-
porcional a la concentracién de anticuerpos (Elwing et al.,
1977).

En 1977, Elwing y colaboradores, publicaron una modi-
ficacién a la que le llamaron “Spot—TIA". Esta modificacién
conaistié bdsicamente en agregar pequehfos volimenea (2-7 ul}
de varias diluciones del suero con enticuerpos, directamente
sobre la superficie pléstica recubierta con antigeno, ¥y
deapués de incubar, lavar y secar, el complejo antigeno-anti-
cuerpo se revela también con vapor de agua. Bajo entaa- con—
diciones, con "Spot-TIA” se obtienen resultados semicuanti-

tativos de la concentracién de anticuerpos (titulo del anti~
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.suero).

Tanto ke;’\ DIG-TIA como en "Spot-TIA", la sensibilidad mo-
lecular del ennayo se incrementa diez veces sl antes de reve-
qia;;r las cajas se incuban con un anticuerpo eapecifico para
la: clape de inmuncoglobulinas presentes en el sistema, por
edémplo anti-1gG. Asfi en DIG-TIA, deopués de lavar y secar,
los di&metros de las zonas de reaccién fueron mayores y mucho
mejor definidos que sin el antisuero y a este ensayo se le
1lamé DIG-TIA Reforzada (Elwing et al., 1976; Ouchterlony vy
Nilsson, 1978; lsmail et al., 1978; Nilason et al., 1880),
mientras que en "“Spot-TIA", en las muestras qQue inicialmente
eran débilles y dificiles de distinguir, la adicién del anti-
gamaglobulina, las hicieron més evidentes y claramente defi-

nibles (Elwing et al.., 1877).

Esta secuencia técnica, sentdé las bases para desarro-
1llar una variante adicional, llamada Difusién-en-Gel-ELISA
(DIG-BLISA) (Elwing v Nygren, 1979; Elwing et al., 1980).
En esta, se introdujeron doe modificaciones esenciales para
el ensayo: a) el anticuerpo anti-inmunoglobulina especifico
estaba conjugado con peroxidasa o con fosfatasa alcalina y b)
la reaccién se revelaba al igual que en ELISA, con el subs-
trato de la enzima (per6xido de hidrégeno y p-fenilendiamina
(PFD) como donador de hidrégeno para la peroxidasa) & <ini~
camente p-nitrofenilfosfato (PNF) pars la fosfatasa alcalina,
pero & diferencia de la prueba de ELISA, ambos reactivos se

mezclaban en una solucién de agarosa o de agar enfriada a 45°
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c. an esencia, el resultado es idéntico al observado en
DIG-TIA Reforzada, pero en este caso, las zonas circulares de
reaccién toman un color obscuro cuando el donador de hidré-
geno usado para la peroxidasa fue el PFD o un color amarillo
formado por la accién de la foesfatasa alcalina sobre el PNF y
quedan perfectamente delimitadas con respecto a las zonas in-
coloras del resto de la placa, ya que la reaccién ocurre jua-
to dentro de los limites donde se encuentra el complejo anti-
geno—antjicuerpo-conjugado. No obstante gque con el alatema
fosfatasa alcalina-PNF, el resultado de la prueba podia ob-~
tenerse de 15 a 20 min despuéso de agregar el gel que con el
substrato y de que las zonas de reaccién pedian definirse a
simple vista y delimitarse fdcilmente marcando los bordes de
sus didmetros en el reverso de la caja de Petri, después de 2
o 4 horas, v debido a una fotorreduccién espontdnea, se pier-
den los limites de las zonas de reaccidn. Este mismo fen6-
meno ocurre cuando se usa la o-fenilendiamina (OFD) para la
peroxidasa (Gémez—Priego ct al., 1985). Por el contrario,
con esta (iltima enzima, la reaccién fue estable cuando se uad
como donador de hidrégeno el PDF o el dcido S-amino-salici-
lico (5-AS) (G6émez-Priego vy Valdez-Bermidez, 1986%) lo que
permite ademds, que los resultados permanezcan sin cambios a

pesar de que se secara el gel que contiene el substrato.

1.Gémez-Priego, A. y Valdéz-Bermidez, O.A. (1986). Cuantificacién
de anticuerpos en la oncocercosis con la prueba de DIG-ELISA.
Pdg.: 46. En: Acevedo-Herndndez, A. y Gémez-Priego. A. (Eds.).
Memorias del Congreso Nacional de PRarasitologis. Puebla,
Puebla. México.
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La prusba de DIG-ELISA ha sido’ﬁt{lizadu:pﬁra la :'detec-
cién de anticuerpos en la oncocercosla‘(Géméi—?riego et ai..
19521. 1885), triquinosis (Ljungntrom; 1883), clsticercosis
(Gbémez-Pricgo y Gutlérrez, 1992) y en infecciones causadas
por Yerapinis enterocolities 0:3 (Lange et al., 1881) v la
proporcionalidad entre el didmetro de las zonas de reaccién y
la concentracién de anticuerpos, fue demostrada por Elwing et
al., (1980) y confirmada por Gémez-Priego y Valdéz-Bermiadez
(1988)2. Una observaci6tn consistente en esta prueba fue el
hecho de que en muestras con didmetros de laas zonas de reac-
cién similares, habia diferencias en la intensidad de color
formado en ellas (Gomez-Priego y Valdéz-Bermidez, 19863),
sugiriendo que ademis de éste didmetro, la intensidad del co-
lor producido podria tener relacién con la concentracién de

anticuerpos.

Resumiendo estos antecedentes, la cisticercosis humana
es unp parasitosis de importancia en =salud publica, con re-
lativa dificultad para su diagnéstico clinico y su confirma-
cién. parasitoscépica, a pessr de que los recursos serolégi-
cos, han ofrecido buenas soluciones a eatas dificultades.
No obstante que las pruebas de ELISA y EITB son las que en la
actualidad ofrecen las mejores condiciones de eppecificidad y

1.Gémez-Priego, A., Paniagua-Solis, J.F, Rivas-Alcala, A.R. vy
Ruenes-Meza, M.T. (1882). TIA-ELISA en oncocercosis. Resultados
prelimineres. Memorias del V Congreso Nacional de Parasltolegia.
Puebla, Puebla. México.

2.0p. cik. (pég. 31).

3.0p. git. (pag.31).
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éénaibi;idad para el aserodliagnéstico, su uso se restringe a
1n5hituc;6nea de investigocién 6 u aquellas con recursos su-
/ficlenbeu para la adquisicién de equipos, materiales y reac-
tivos necesarios para ou implementacién. A pesar de que
existe una alternativa como la técnica de DIG-ELISA, que no
necesita de equipo, materiales o habilidades técnicas eape-
clalizadas, tiene aGn el inconveniente de requerir de tiem-

pos largos para la obtencién de resultados.

La propiedad que tienen los componentes antigénicos del

V ciaticerco de T. polium de adherirse firmemente a superficies
plédnticas, en los EIA len conflere, una gran versatilidad pa-
4ra,desarrc;lar técnicas alternativas que permitan superar los
_§roblemna mencionados, tratando de conservar, e incluso me-
dorar,‘ la especificidad, sensibilided y eficiencia gque los
EIA. han aportado al serodiagnémtico de la clisticercosis hu-

mana.
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CUADRO 1.

PRUEBA!: SKRODIAGNOSTICAS UTIL1 ZA[)I\H B
: EN LA CISTICERCOSIS. e

(hutor ‘Afio . " Tipo de Fuente de  Prueba’ .
et-al oo o Antigeno - anticuerposi: S

‘Somético
alcohélico

a lcohél ico

Escélex
‘Pared
BV

" Recélex
"Pared -
i

= Arémbulo 1978 Somdtico

R .+ deslipidizado
mieaer* 1980 Antigeno B Suoro
Villanueva®* 1980 Somdtico Suero
deslipidizado
Schantz* 1980 SomAtico Suero
salino e il T ,
Diwan* 1982  Somatico LCR ELISA " 79 .85
deslipidizado Suero 80 0
Miller® 1984 Pared ICR " RIA 90 100
Eapinozn*lSBS Antigeno B Suero ELISA- 80 96
Zona Endémica
HAI 91 88
- : BLISA 80 70
Larralde™ 1986 Fv Suero

Zona No Endémica
HAI 95 100
ELISA 95 . 100




. ‘Tellez* ©1987 . Antigeno . . Suero de

en LCR conejo |
R - FV . 5 i
Baily* " 1088 Pared ‘Suero” "
R : Eacélex el
_Tsang® 1989  ".Glicoprotefnas
R o del FV Buero
7 Gémez-* 11992 ¥V 3 -fSuero CUHATG 2 i
..Priego ' o - DIG-ELSA - 93.7- 97.1'
R .. Somético - LOR. .. RFC. “'72.7  75.8"
‘Honz‘oi—* 1992 alcohblico g T Co-=A * 79 907
Ostria CIEF* 100 59.2
“Diaz*: 1992 - Glicoproteinas
i del FV Suero EITB 100 100 .
Sens.l= Sennaibilidad. Esp.2= Especificidad.

ASI= Antigeno Som&tico Incompleto.

ASC= Antigeno Somdtico Completo.

Ca-A= Co-Aglutinacién.

CIEF= Contrainmunoelectroforesis.
DIG-ELISA= Difusién en gel-ELISA.
DOT-ELISA= ELISA en punte-

RITB= Electroinmunotransferencia.

ELISA= Inmuncensayo con anticuerpos ligados a enzimas.
ES= Excreciones y Secrecilones.

FV= Fluido Vesicular.

HAT= Hemaglutinacién Indirecta.

ID= Doble Inmunodifusién.

IEF= Inmuncelectroforesis.

LCR= Liquido cefalorraquideo.

PTC= Precipitacién en Tubo Capilar. -
RIA= Radio inmunoensayo.

RFC= Reaccién de Fijacién del Complemento.

** petectan antigeno con anticuerpos de conejo.



“OBJETIVOS

Apoyéndose en 1o descrito en-la“ Beccién‘f',pre‘c‘erde“ntev.--‘

para este trabajo se fijaron los Bié\iienteﬂ:Oﬁ;}ﬂtiﬁlOé:

OBJETIVO GENERAL:

1) DESARROLLAR UNA PRUEBA DEL TIPO INMUROENZIMATICO APLICA-
BLE PARA EL SERODIAGNOSTICO DE LA CISTICERCOSIS.

QBJIETIVOS PARTICULARRS.

1) TOMANDO COMO BASE UN PROCEDIMIENTO GENERAL, ESTAN-
DARIZAR EL ENSAYO POR MODIFICACION DE ALGUNOS DE LOS PASOS
TECNICOS, EMPLEANDO UN SISTEMA ANTIGERO - ANTICUERPO AMPLIA-
MENTE COROCIDO.

2) DETERMINAR AL MENOS EN FORMA PRELIMINAR, LA APLICABILI-
DAD DE LA PRUEBA EN DIVERSOS SISTEMAS ANTIGENO- ANTICUERFO EN
ENFERMEDADES PARASITARIAS Y MICOTICAS,

3) APLICAR EL PROCEDIMIENTO YA ESTANDARIZADO, A LA DETECCION
DE ANTICUERPOS SERICOS EN ENFERMOS CISTICERCOSOS.

4) REALIZAR UNA EVALUACION SEROLOGICA DE LA PRUEBA, USANDO
LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON SUEROS PE INDIVIDUOS NORMALES Y
DE PACIENTES CON CISTICERCOSIS CONFIRMADA.

5) COMPARAR LA UTILIDAD DEL ERSAYO CON LOS RESULTADOS OBTE-
NIDOS CON LA PRUEBA DE BLISA.
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HIPOTESIS

8i 1las pruebas inmunoenzimiticas como el ' inmunoensayo
con anticuerpos ligados a enzimas (ELISA), la = electroinmu-
notransferencia (EITB) y la prueba de Difueidén en gRel-ELISA
(DIG-ELISA) aplicados al serodiagnéstico de la ciaticercosis,
tienen sus fundamentos en la inmovilizacién del antigeno so-
bre materiasles s6lidos (pldstico o papel de nitrocelulosa),
al combinar y modificar algunos de loe pasos técnicos de esos
ensayos para desarrollar una nueva prueba para la determina-
cién de anticuerpos especificos en enta y otras enfermedades
infecciosas y parasitariao por medio de reacciones enzima-
sustratoe localizadas, es de esperarse que tanto la sensibi-
lidad y especificidad como la eficliencia, rapidez y economia
de esta nueva prueba, mean comparables o incluso mejores a
las de ELISA, EITB y DIG-ELISA, para el serodiagnéstico de

esas enfermedadesn.
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PLANTRAMIENTO DEL PROBI.EMA

Dado que la neurocisticercosis es una enfermedad para-

: sitaria frecuente en nuentro medio y que presenta algunas
dificultades para eastablecer el diagnbstico e¢linico, es nece-
sario contar con métodos serclégicos alternos que sean con-
Vfiablea. accesibles y de bajo costo para apoyar el dlagnés-

tico clinico.

En la actualidad, el diagndéstico serolégico de esta en-—
fermedad parasitaria se hace por medio de métodos inmunoen-
zimdticos, los gque no obstante que han alcanzadeo un acepta—
ble grado de confiabilidad, adolecen aun de problemas rela-
cionados con el tiewmpo para desarrollar la prueba, alto cos-
to de los materiales y reactivos y ademds, varios de ellos
requieren de adiegtramiento especializado para su imple-—
mentacién, todo lo cual limita su aplicacidn en cualquier la-
boratorio clinico no incorporade a instituciones hospitala-

rias o de inveatigacion.

Por 1lo tanto, el desarrollo de nuevos métodos que, al
menos en parte, ayuden a minimizar estos problemas, podria
coadyuvar no solo a mejorar el diagnéstico de eata enfermedad
parasiteria, sino que también, lo pondrian al alcance de cu-

alquier laboratorio de diagnéstico.
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MATERIAL Y MKIODOS

1.- ANTIGENOS.

a) PROCEDENCIA.

En este trabajo, se utilizaron antigeﬁou de tres es-
pecies de hongos, uno de protozoarios y cinco de helmintos,
gentilment.e proporcionados por los laboratorios de Inmunopa-
rasitologia, Micologia Bdsica y Biologia de los Pardsitos,
todos Del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de
la Facultad de Medicina de la UNAM, asi como por el Departa-
mento de Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomé-
dicas, también de la UNAM, a quienes se les agradece su cola-
boracidn. En la Tabla I, se presenta un listado de los an-
tigenos wutilizados, indicando asimismo, el tipo de extracto

de que se trata.

Los antigenos de Fasmclola hepatica, Toxocara capias, Tri-
chinella mpiralis vy Ascaris lumbricoides auum, fueron prepa-
rados de acuerdo al método de Sacarosa-Acetona (Clark y Cas~
sals, 195B); los de hongos (Coccidinides immitis, Histoplaema
capaulatum, Sporothrix sheockii) v el del protozoo Irypannan-
ma cruzi, e prepard siguiendo el método desarrollado por
Toriello y Mariat, (1974).
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TABLA T. R
ANTIGENOS UTILIZADOS EN fA PRUKBA D TIA-ELISA.

Antigeno elaborado de Pipo i
Albumina Sérieca Bovina Purificado
-Purificado
Histoplaema capsulatum _-‘Purificado
Coccldioides immitin Purificado
opoma cruzi Exoantigeno
yoelil Exoantigeno
Plaamodium vivax Crudo
Famciola hepatica Crudo deslipidizado
g0l)ium (larva) Fluido vesicular
Ascarls lumbricoides ouum Crudo deslipidizado
Toxocara canin Crudo deslipidizado
Trichinella spiralis Crudo deslipidizado

Debido a gque el enfoque del trabajo esta principalmente
orientado hacia el serodiagn6stico de la cisticercosis, uni-
camente se desacribird al detalle la preparacién del antigeno

del fluido vesicular del cisticerco de Taenis solium.

b) OBTENCION DEL, FIUIDO VESICULAR (FV).

El FV se obtuvo de acuerdo al procedimiento deacrito por
Gomez-Priego y Gutiérrez, (1992). El material bédsico para
la preparacién de este antigeno, provino de carne de cerdo
infectada naturalmente y decomisada en el Rastro ABC de Los

Reyes, Ede. de México.

PROCEDIMIENTO

1) Con ayuda de pinzas y bisturi, se extrajo cuidado-

samente el mayor nimero de cisticercos completos.
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2)

3) !

iy 74')>

5)

6)

7)

8)

9)

_Se depositaron en cajas de Petri que“contenian de

10 a 15 ml de solucién salina 0.85 X (SS).

En condiciones de esterilidad, se lavaron ‘varias

veces con S8 para eliminar los restos de tejido.

VUbg vez limpioa, se colocaron en vasos de precipi-

tado con SS adicionada con antibi6ticos (Penicili-
na 1,000 UI/ml; Estreptomicina 1 mg/ml), de tal
manera que la solucién los cubriera completamente vy
se dejaron durante una hora a temperatura ambiente

(TA).

Se decantd el sobrenadante y los cisticercos ge
lavaron vorias veces con S5 para eliminar el ex-—

ceso de antibi6ticos.

En ambiente de esterilidad, los cisticercos se
transfirieron cuidadosamente a una cajse de Petri
estéril inclinada. Con agujas de disecci6n, se des-
garrd la pared del cisticerco, dejando escurrir el
FV, colocando los restos del pardsito en la parte

superior de la caja.

Con pipetas Pasteur se recogid el FV, transfirién-

dolo a tubos de centrifuga estériles.
Se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C.

Se recogié el sobrenadante, el cual se repartié en

alicuotas de 1 ml en frascos de vidrio, estoa se
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c)

1

2)

3)

4%

6)

. ef.ique‘t»éron v alma. en

'C‘: hasta eu: uso’

ODO:DE .| LOWRY et

Kn hubos de enseye de 10 ml prevlament.e marcados,

é'e' colocb 1 ml de la solucién patrén de Albhmina

. gérica ‘Bovina (BSA); dilujde en agua destilada de

manera que en cada tubo, guedaran concentraciones

de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ng de proteinc por ml

“de solucién. Como blanco de reactivos, se wusd un

tubo con 1 ml de agua destilada.

En otros tubos, se hicieron diluciones al doble de
las muestras problema en agua destilada, partiendo

de 1:50 y terminado en 1:1600.

Se prepars al momento, un volumen suficiente de una
mezcla de sulfato de cobre al 1 %, tartrato de so-—
dio y potasio al 2 ¥ y carbonato de sodic en hidrd-—-
xido de sodio 0.1 N, en proporcion de 0.1 mli, O.1

ml ¥ 10 ml respectivamente.

A cada uno de los tubos, se afiadieron 3 ml de ésta

aolucién.

Los tubos se sgitaron vigorosamente y se dejaron

reposar durante 10 min a TA.
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d)

8).,

8)

9)

10)

11)

ﬁ}gposni 50,m n-aiTA. =

:Trénbcurrido este tiempo, se -tomaron alicuqéan,AQg~

A‘éadé euﬁn se: agregbd 0:3 ml-del feuéblﬁo.dejkoi;n

k~VSé 5gic§  viiorésameﬂﬁe cada bﬁbn‘ v .aé_kdéjuronkf

‘Q.S ml de cada tubo' v se depositaron por »dubiiéadoi

_en . las tiras-de micropozos colocadas en los . marcos

ﬁortaciras.

Después de sjustar el lector de micro ELISA MR-300
(Dynatech) a2 cero con uno de los pozos del blanco
de reactivos, cada pozo se leyd a 490 nm, regis-

trando las densidades 6pticas.

Con los resultados de las muestras patrdén, grafi-
cados contra concentracion, se obtuvo una linea de
referencia en la cual ge interpolaron las densida-
des 6pticas de las muestras problema para obtener

la concentracién virtuval.

La concentracién real, se obtuvo multiplicando la
concentracitén virtual por el factor de dilucidn de

cada muestra.

DETERMINACION DE HEXOSAS POR EL METODO DE DUBOIS at al.,
(1958).

1)

En tubos de ensaye de 10 ml previamente . marcados,
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2)

3)

4)

5)

8)

7)

8)

s colocd 1 ml. de glucosa 0.01.%, diluida en agua

destilada de manera que en cada tubo, quedaran con-

' centraciones de 10, 20, 40, 80 y 100 ypg de  glucosa

por’ml de agua destilada. Como blanco de reattivos,

se usd un tuho con 1 ml de agua destilada.

En otros tubos se hicieron diluciones al doble de
las muestras problema en agua destilada, partiendo

de. 1:50 y terminando en 1:1600.

A cada uno de los tubos se agregdé 1 ml de Fenol al

5% .
Se agité y dejé reposar un minuto a TA.

De un =solo golpe, se afiadieron 4 ml de Acido
sulfurico concentrado a cada uno de los tubos,

usando una pipeta serolégica de 10 ml despuntada.

Los tubos se agitaron y se dejaron enfriar durante

10 min en bafio helado.

Transcurrido eate tiempo, Be tomaron alicuotas de
0.3 ml de cada tubo y se depositaron por duplicado
en las tiras de micropozos colocadan en los marcos

portatiran.

Deapués de ajustar el lector de micro ELISA a cero
con uno de los pozos del blanco de reactivos, cada
pozo s8e leyd a 490 nm, registrando las densidades

épticas.



'9) Con ' los rasultados de las mueatram patrén, gra-
fl&édoa contra concentracion, se obtuvo una linea

  §9‘ referencln en la cual se lnterpolapon las den-
‘4ﬂidhdea 6pticas de las muestras problema para ob-

"téﬁqb la concentracién virtual.

10) " "La concentracién real, se obtuvo multiplicando 1la '
concentracién obtenida en la grafica por el factor

de dilucidén de cada muestra.

II. SUEROS
a) ORIGEN DE [OS SURROS.

En la Tabla 11, se anota la relacién de los sueros
utilizados en eate trabajo, agrupados de acuerdo a su origen
(humano, conejo é ratén), indicando su nimero y si provienen

de la infecci6n natural 6 de la inmunizacién artificial.

Estos sucros fueron utilizados en la eatandarizacién de
la prueba (ratén anti-albumina sérica bovina); en la aplica-
cidén para el serodiagnéstico de la cisticercoais (humano an-
ticisticerco v normales) v los restantes, para determinar la
reactividad cruzada 6 la aplicacidn de la prueba con otros

sistemas antigeno-anticuerpo.
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TABLA II.
ANTISURROS UTILIZADOS BN LA PRUKBA DR TIA-ELISA.*

Especie
Sueros con anticuerpos Prueba 5 ; g
contra: Seroldégica Humano .. Conejo- - Raton.. ..

Normal 00 —m——=
Albamina Sérica Bovina ELISA

ix achenckiji Precipitacién
Histoplasma caprulatum Precipitacién
Caccidioiden immitis ELISA

x:zuz; ELISA, HAI

Plagmodium yivax*** - - - - -
Plasmodium berghei yoelid BLISA
FEasciola hepatica HAI
Taenis solium (larva) ELISA, HAI
Ascaria 1. auum HAT
Toxocara canis ELISA, HAI
Teichinella apiralino HAI, CIEF

HAI = Hemaglutinacién Indirecta
Precipitacién = Doble inmunodifusién tipo Ouchterlony
CIEF = Contrainmunoelectroforesis

¥Todos los sueros de humano positivos a algin antigeno,
provinieron de la infeccién natural, mientras que los de co-
nejo y ratén lo fueron de la inmunizacién artificial.
**Sueroa de perponas aparentemente sanas.

AR parésito se detectd en frotis tefildos con Giemsa.

b) INMUNIZACION ARTIFICIAL DE RATONES

1) Antes de la inmunizacién, varios lotes de 10-12
ratones fueron numerados para su identificacidédn y

sangrados para control (ver mda adelante).

2) Cada ratén se inoculdé por via intraperitoneal con 1
ml de BSA (100 pg/ml) los diasa 0, 3, 6, 9, 12, 15,
30, 37 y 44.
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. ai Deﬂpuéa de este tiempo, a todoa los ratones pe iea -
iaié ‘un .refuerzo con periodicidad meﬂaunl qun; ia“n

miema concentraciétn de antigeno.

c) OBTENCION DE LOS SUERROS
— DE LA INFECCION NATURAL (HUMANOS)

Los 29 sueros de individuos cisticercosos utilizados en
easte trabajo, provinieron de pacientes con diagnéstico con-
firmado por tomografia axial computarizada, por cirugis o por
serologia y fueron proporcionados por los laboratorios de In-
munoparasitologia del Departamento de Microbiologia y Parasi-
tologia de la Facultad de Medicina y por el Departamento de
Inmunologia del Instituto de Inveatigaclones Biomédicas, am-
bas de 1a UNAM, mientras que los sueros de pacientes infecta-
dos con hongoa é helmintos, fueron donadeos por los laborato-
rios de Micologia Bédsica y de Inmunoparasitologia del Depar-
tamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
HMedicina de 1la UNAM. Las muestras fueron enviadas por
inatituciones hospitalarias o tomadas directamente en esos
laboratorios, pero en todos los casose, llegaron con fines de

confirmacién diagnéstica.

PROCEDIMIENTO

1) Las muestras de pangre se obtuvieron por puncidén
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venosa. de ;uhtebrnho ya ‘sea’con Jerihga . desecha=

1a fegién;‘

‘ ble 6 :con Vné@p&ine;.»pre?Ln aéépﬁla‘d

2y 'QEn:?élf<brimervéaBo. idraangrelifue rgrnnafer dn
e _tubos .de centrifuga Waaaermaprae Qﬁih" ]
mientras que en el segundo, la sangre Bse
loa mismos. tubos.
3) Las muestras se incubaron a 37°C durante uné o-dos -

horas y luego a 4°C durante dos horas adicioneleé-

para lograr la retracci6n del codgulo.

4) Se centrifugé a 1,500 rpm en centrifuga clinica a
TA durante 15 min, separando antes ol codgulo con

aplicador de madera.

5) En ambiente de esterilidad, se cosechdé el suerc
con pipeta Pasteur estéril y se transfirié a tubos

de vidrio Wasserman estériles.

6) Se agregd azida de sodio 1.54 M hasta obtener wuna
concentracién final de 15 wM; se repartié en ali-
cuotas de 0.4 ml, se etiquetaron y se conservaron

en congelacién a —~10°C hasta su uso.

- DE LA INMUNIZACION ARTIFICIAL (RATONES)
PROCEDIMIENTO

1) Con el ratém colocado sobre la tapa de la Jaula,
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2

3)

4)

5)

6}

)

8)

9)

‘a8 ugreg§ ﬁaiCQﬂa léwlﬂfgb'de‘todn'lé“colu.'

,_Coniiaéntidefua‘ae“corbarQn'ae 3.a'4.mm dé]:extremo'
distal de ‘1a cola. )
“Con "1o& dedos fndice y pulgar, se froté6 la cola

-del". ratén . con un movimiento descendente “hasta

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

La gota de sangre se recogié aplicando el extremo

de un tubo capilar heparinizado. ,/;

Se repitieron los pasos 3 y 41 hasta que la colymna
de sangre llegara a aproximadamente 5-6 - ‘mm “del

otro extremo del tubo capilar.

Se sellaron los tubos con fuego por el extremo
vacio y se transfirieron a tubos Wasserman previa-
mente identificados con el nimero del animal. Los
pasos 3,4,5 y 6 se repitieron hasta obtener 10 tu-
bos capilares de cada animal {aproximadamente 0.5

ml).

Se centrifugaron en centrifuga clinica a 1,500 rpm

durante 15 min a TA.

Los capllares se cortaron en la interfase plasma-
leucocitos y el placma sc recoglé en tubos Eppen—

dorf de 1.5 ml.

A cada tubo Eppendorf se sgregd azida de sodio

hasta una concentracién de 15 mM y los plasmas se
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/;mezclaron pafa;integrnf una muestru‘de;cada faecha.

10)° i epiéﬁeﬁipqpivy'dlmgcenaron en el congelador

v+ hasta 8u us0..

‘Loa sueros ' hiperinmunee de cohedé vy cabra; mno fueron
preparados en el laboratorio, sino que se éonsiguieron por
donaciones. En consecuencia, y debido a que los protocolos
de inmunizacién para cada especie de animal y para cada anti-
geno fueron diferentes v no se tuvo acceso al procedimiento

especifico, no pe detallardn en esta seccién.

III.- CONJUGADOS

a) OBTENCION DE LA FRACCION GAMAGLOBULINA (Parkhouse ¥
Abney, 1981).

PROCEDIMIENTO

1) En un vaso de precipitados de 50 ml, se disoclvieron
aproximadamente 300 mg de suero liofilizado antiga-

maglobulina en 5 ml de agua destilada.
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2)- .56 agregaron 10 ml de PBS 150 mM, pH 7.2 v 88 de- .
: 36 eﬁ agitacion constante durante 10-15 min, procu-

+pando ‘evitar la formacién de espuma.

L!a aolucibn se tranafirié a tubos Wasserman de 9 :

ml y se centrifugé 15 min, TA a 1,500 rpm en cen-

trifuga ‘clinica.

El. Bobrenadante se transfirié a un vaso de preci-

pitados de 50 ml colocado en bafio helado.

‘8) Se agregaron 15 ml de solucién saturada de sulfato

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

agitando, dejdndose en bafio helado y en agitacién ;

constante durante 30 min. !

8) La suspensién se tranafirié a tubos de centrifuga

y se centrifugé a 12,000 rpm a 4°C durante 15 min.

7) Se eliminé el sobrenadante y el precipitado se re-—

disolvié en 15 ml de PBS.
8) Se repitieron los pasos 5 y 6. I

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

1iz6 24 h con 500 ml de PBS, dos cambios.

10) Se determind la concentracidn de proteinas, se en-—
vasd en alicuotas de 1 ml, se etiquetd y almacend

en congelacién hasta su uso.
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b)

'2) Se ajusts a 1 ml con SS y se dializé .

'rnvﬁgk; 1971; -

CONJUGACION CON PEROXIDASA (Avramesi v,

Parkhouse y Abney, 1981).

PROCEDIMIENTO

1) Se pesaron 10.mg de. pe

tipo VI (Sigma);”se’

10 M, pH 6.8, adicionado

centraci6n final de 1.25'%)

1a noche a TA.

gontlra la
misma solucién (dos cambiom).

3) La enzima activada se transfiri6 a un tubo de ensa-
ve, se agregd 1 ml del anticuerpo (5 mg) én S8y 1
ml de bicarbonato de sodio 100 mM, pH 9.5. K1 tubo

se tapd y dejé en repoaso a 4°C durante 24 h.

4) Después de este tiempo, se afadieron 0.2 ml de L-

lisina 200 mM vy se dejé incubar a TA durante 2 h.
5) Se dializ6 contra PBS (dos cambions).

6) El conjugado se precipité en frio con un volumen
igual de SSSA-PBS y se dejo durante 20 min con agi-

tacién constante en bafio helado.
7) Se centrifugé a 12,000 rpm durante 20 min a 4°C.

8) Se eliminé el sobrenadante y el precipitado =se

resuspendidé en un volumen igual de SSSA-PBS al 50 X
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)

10)

11)

12) -

dg4 éqtureclén v ve centrifugé como en el paso an-

... terior; esto se realizé dos vecesn.

Se . elimindé el sobrenadante y €l precipitado. ae
disolvié en 2 ml de PBS, dializéndose cdntrnf la

misma solucion con tres a cuatro cambiqa.;w

La #aolucién del conjugado se centrifugé_:

rpm durante 20 min a 4°C.

“Se rescaté el sobrenadante y se le agregarcon 20 'mg’
. de BSA. Se repartié en alicuotas de 0.2'm1 y 8e

:éhiquecé ¥y  almacend en congelaclién haasta su uso.

ng tituldé el conjugado en la prueba de ELISA tipo

: diruéta (ver més adelante). Para ello, v depen

"diéndo de la especificidad del conjugado, se utili-

26 como antigeno, suero normal de humano, de conejo
6 de ratén, diluidos serialmente al doble (10 dilu-
ciones), partiendo de 1:100 en amortiguador de car-
bonatos 84 mM, pH 9.5 (BC), mientras que el congu-
gado se diluyé en PBS adicionado con Tween-20 al
0.05 X, concentracién final (PBS-T), partiendo de
1:250. El titulo se definié como la dilucién mis
alta del conjugado que diera una absorbancia mayor
de 0.35 unidades de densidad 6ptica con la dilucidn
mis baja del antigeno.
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IV. INMUNOENSAYO CON ANTICUERPOS LIGADOS A ENZIMAS (ELISA).
a) METODC INDIRECTO (Parkhouse y Abney, 19813 Gémez-Pr;ego
et al., 1991) (Figura 1).

INMOVILIZACION DEL ANTIGENO

ADICION DEL ANTIBUERD
AAAA (ANTICUERPO PRIMARIO)

- axuetes
A amoutwo
X oonsyarso

ADICION DEL CONJUGADO
{ANTICUERPO SBECUNDARIO}

ADICION DEL SUBBTRATO .
(EN 8OLUCION)

Fipura 1. Representacién epquematica de los cuatro
pasos fundamentales en ¢l desarrollo del inmunoensayo
con anticuerpos ligados a enzimap (ELISA). Cada paso
requiecre de un periodo de incubacién y de un lavado
previo con PBS-T. EL paso final muestra el subatrato
coloreado después de la reaccidn enzimitica.

PROCEDIMIENTO

1) A cada pozo, de placas de micro-ELISA de 96 pozos,
fondo plano (Immulon I1, Dynatech, Alexandria, VA,
USA), se agregdé 0.1 ml del antigeno (3.4 pg/ml) di-
luido en BC, excepto en dos pozos en los cudles sd-

lo sme agregd BC.

2) Se incub6 toda la noche (18 h) a 4°C.
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.3)

4)

5)

8)

7)

8)

9)

10)

11)

Pasado este tiempo, me decantd el sobrenadante sa-
cudiendo 1la placa en el vertedero. El exceso de
liguido se eliminé sacudiendo las placas contra pa-

pel abasorbente colocado pobre la mesa.

Se agregaron 0.25 ml de BSA al 0.5 X en BC a cada

pozo para bloquear las superficies librea.

Se dejo incubar durante 60 min a 37°C.

Se elimin6 el sobrenadante como en el paso 3 y ae

lav6 con PBS-T tree veces, cada lavado de 3 min.

Los sueros se diluyeron al doble con PBS-T, par-
tiendo de 1:240 y se agregd 0.1 ml de cada dilucién
a pozos por duplicado. En cada placa, sicmpre Bse
incluyeron pozos con suero testigo (negativo y po—

sitivo), también por duplicado.

Se repitieron los pasos § y 6.

Se agregé 0.1 ml de la dilucién 6ptima del conju-
gado (1:1000), dilufdo en PBS-T a cada pozo, excep—

to en los que no tuvieron antigeno.

Se repitieron los pasos § y 6.

Se prepard al momento, un volumen suficiente de 1la
solucién del subatrato (dcido citrico 24 mM; fos-
fato dibaeico de sodio 51 mM, pH 5.0; o-fenilendia-
mina 0.4 mg/ml y peréxido de hidrégeno al 3 X 1.8

nl/ml) y se agregaron 0.265 ml a cada pozo.
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12)

13)

' ’sulfdrico 2.5 M a cada pozo.

14)

tSe'iﬁc“bé 30 minutos en la-obacuridad y a TA;' ﬂ

‘S’ detuvo la reaccién agregando 0.025 ml de Acido

. La .flaca ase colocd en el lector de ELISAVVy'mBé

obtuvieron las densidades Spticas (DO) 5,490 nm.

b) METODO DIRECTO

PROCKDIMIENTO

1)

2)

3)

Este método se utilizé para titular los conjugados.
Para ello, y dependiendo de la especificidad del

conjugado, se empleé como antigeno suero normal de
humanc, de conejo 6 de ratén diluidos al doble en

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

El conjugado se diluy® en PBS-T, partiendo de 1:250
v se agregd 0.1 ml a cada poza, siguiendo una titu-
laci6én tipo tablero de ajedrez, es decir, en las
hileras horizontales se colocan las diluciones del
antigeno y en las verticales, las dilucionea del
conjugado. El resto del procedimiento fue idéntico

al método indirecto.

Rl titulo ase definlé como la dilucién mds alta del
conjugado que diera una absorbancia mayor de 0.35
unidades de densidad é6ptica (DO), con la dilucién

més baja del antigeno.
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c) DETERMINACION DE LOS COCIENTES DE DENSIDAD OPT1CA
(CPO) (Gémez~Priego et al., 1891).

Debido a la varisbilidad en las DO observadas entre
placas, los resultados se transformaron a cocientes de densi-
dad 6ptica (CDO), calculados con la férmula: CDO = DOP/DON,
donde DOP fue la densidad 6ptica del suero problema y DON fue
la media més don desviaciones estdndar de la DO obtenida de

los duplicados del suero testigo negativo.

d} DETERMINACION DEL CRITERIO DE POSITIVIDAD EN ELISA
(Gémez~Priego et nl., 1991).

De los CDO°s de los sueros de los individuos normales,
se obtuvo la media vy se le sumd dos veces su desviacion es-
tédndar, dande un valeor de 1.90, que redondeado a 2, se con-

sider6 como el umbral de positividad en la prueba.

e) CODIFICACION DE LOS TITULOS

Para uniformar los resultados, las diluciones de los sue-
ros se transformaron logaritmicamente (logy) obteniendo asi
los titulos codificados (TC) en donde a la primera dilucién
{1:240) &se le dié un TC de CERO o negativo y aumentando una
unidad hasta la qltima dilucidén ensayada (1:15, 360).
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V.INMUNOENSAYO EN CGAPA DELGADA-ELISA (TIA ELISA) '(Elwing ot

al., 1980; Gémez-Priego et al., 1991). (Figurn ?)

a) ESQUELETO TECNICO DEL PROCEDIMIENTO

En +términos generales, la técnica cénata.ée: :a.) .faéa
Fisicoguimica, que implica la adsorcion del antigeno a la su-
perficie pldotica de una caja de Petri; b) fase Irmﬁnolé—
gica, gue incluye la unién del primer anticuerpo al antigeno
inmovilizado y la del segundo anticuerpe conjugado con pero-
xidasa al complejo antigeno-anticuerpo y c) fase Bioquimica,
que es la accién de la enzima sobre su substrato, reallzdndo-
se en forma localizada y denotada por un caracteristico color

pardo, que se inicio justo arriba del complejo trimolecular.

v T - D

R --l
st “J e

MYy PRt I A

LN TR l
I 1
£ = 1

Figura 2. Representacién grafica del desarrollo de la
prucba de TIA-ELISA. Las diferencias en el ashurado en_ la
altima ilustraci representan el substrato degradado (NW)
¥ no degradado ( i ) en el gel por la accidn enzimidtica de
la peroxidasa unida covalentemente al anticuerpo de cabra
anti-gammaglobulina especifico.
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b) BSTANDARIZACION DKL ENSAYO

Para la estandarizacién y optimizacién de 11!“ pcﬁéhh

analizaron las veriables que se indican'en:las lfgb]_.;:s

Iv.
TABLA IXI.
VARTABLES ANALIZADAS DE LA FASE FISICOQUIMICA DE TTA-ELISAT -
VARIABLE ESPRCIFICACION

AMORTIGUADOR A) Carbonato-Bicarbonato de Sodio-65 mH pH
B) Fosfatos-Salina 150 mM, pH 7.2 5
€) Salina 135 mM, pH 6.8

TEMPERATURA A) Temperatura ambiente (18-22°C)
B) 37 C

CONCKNTRACION 50, 5, 0.5, 0.05, 0.005, 0.00013 ug/ml(10 ml).
TIERMPO 5, 15, 60, 120, 180 minutos.

TABLA IV.
VARIABLEKS ANALIZADAS DE LA FASE INMUNOLOGICA DE TIA-ELISA.

VARIABLE ESPECIFICACIONES
TITULO DE Suero de titulos medics (1:40 a 1:40,980)
ANTICUERPOS Suero de altos titulos (1:40 a 1:327,980)
TITULO DE 1:50, 1:100; 1:200; 1:400; 1:600; 1:800
CONJUGADOS 1:1,000; 1:1,200
DILUYENTE DE Fosfatos-Salina 150 mM, pH 7.2 (PBS)
ANTISUEROS* PBS-Tween-20 (PBS-T)

Suero de Ratén Normal con NaNa** (PO )
Suero de Ratén Normal con SS (PO%)

* Realizadas en placas con y sin antigeno.

** 15 mM, concentracién final.
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Para analizar la sensibilidad molecular de la prueba (ti-
;tulacién de los sueros), se anallizaron 14 diluciones hechas
. al: doble (logz). on PBS-T de dos antisueros preparados en
ratén, wuno de altes titulos (1:327.680) (Suero 9) y otro ‘de
titulos medios (1:40,960) (Suero 11), demostrados en ELISA
‘tipo indirecto. Por otro lado, también se titularon los con-—
-;1ugados siguliendo dos métodos: En el primero, al que se le

llam6 directo, se usé como antigeno suero normal de ratén, de
conejo o de humano diluidos 1:200 en BC para sensibilizar
una caja de Petrl (Technicare, México) y las dilucionea del
conjugado ee agregaron en gotas de 5 pl y en el segundo, lla-
mado método indirecto, #e uparon varias placas senaibilizadas
con BSA o con FV de cisticercos, seguido de 5 jul de las dilu-
ciones de los antisueros especificos y finalmente, de 8.5 ml

de las diluciones del conjugado a analizar.

Por dltimo, para analizar la influencia que pudiera te-
ner el diluyente de los antisueros en la especificidad del
resultado en TIA-ELISA, éstos fueron diluidos en PBS, PBS-T 6
en suerc de ratén normal. En este ultimo caso, y debido a
que el suerc diluyente estaba hemolizado y contenia abundan-
tes peroxidasas naturales de los eritrocitoas, para determi-
nar la influencia de la actividad enzimdtica inespecifica de
eatas peroxidasas, el suero se divididé en dos partes iguales;
a una se le adiciond azida de sodio (15 mM, concentracian fi-
nal) vpara inhibir la actividad de las peroxidasas naturales
(Sparrow y Williams, 19686; Lim, 1988) y a la otra, ueada como

testigo positivo, se agregd el mismo volumen de SS. Eatos

58



reactivos fueron denominados PO~ y PO' respectivamente..

PROCEDIMIENTC GENERAL

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

A la caja de Petri de pléstico, se agregé-la::
centracién Sptima del antigeno driluiavob e;{ 10 ni).rde

un amortiguador determinado.

Se dejé incubando con agitacién constante durante 2

h a TA.

S8e decantd el scbrenadante y la placa se lavé con

S8 y agua destilada.

Se Becd completamente con una corriente ligera de

aire.

Se hicieron 6 diluciones al doble en PBS-T de los
sueros, iniciando con 1:30 y se colocaron 6 ml de
cada dilucidn, distribuyéndose por duplicado en 1la

placa, siguiendo un patrén preestablecido.

Las cajas tapadas e invertidas, se incubaron en
cédmara himeda a 37° C durante 60 min y se lavaron

después con PBS-T.

Sin secar, se agregaron 8.5 ml de la dilucién 6p—
tima del conjugado en PBS-T y se incubaron en cé-

mara himeda como se indicé arriba.

Después de eliminar el sobrenadante, las placas se

lavaron con PBS-T y PBS.
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9) fe colocaron las placas sobre una superficie per-

fectamente horizontal.

10) Se agregd el substrato (1.6 pl/ml de perdxido de
hidrogeno y 0.5 mg/ml de Acido b5H-aminosalicilico
(6-AS) (Sigma, Chemicals St. Louims MO, USA), disu-
eltos en 10 ml de agar noble (DIFCO) al 0.75 X en
PBS y enfriado a 45° C.

11) Se dejé gelificar a TA durante 15 min a que proce-

diera la reaccién enzimética.

123 A simple vista, se detectd el resultado como man-
chas de color pardo obscuro on el sitio donde se

colocé el suero con anticuerpos.

c) REGISTRO DE RESULTADOS

Los resultados se detectaron visualmente v nme regis-
traron como Titulo Codificado (TC) y Unidades Arbitrarias  de
Color (UAC“S). En el primer caso, se hizo una transformacién
logaritmica (logg) de las diluciones como se indicé antes
(ver Método de ELISA) y en el segundo, se tomé en cuenta
tanto la intensidad del color como el tamafio de las zonas de
reacclién de cada dilucién para hacer un registro por cruces.
Cada cruz recibié un valor arbitrario de 25 unidades, excepto
cuando el resultado fue + , donde el valor fue de 5. La suma

de todos estos valores, fue lo que integré las UAC’=m.
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VI.EVALUACION GFROLOGICA. (Voller y DeSavigny, 1981; Ho—
rrow, 1981: Méndez et al., 1984).

Para determinar la utilidad de TIA-ELISA para el pero-—-
diagnéstico de la cisticercosis, se realizé unm evaluacién
serol6gica siguiendo los procedimientos indicados por Morrow
(1981) y Méndez ot al., (19B4). Esta evaluacién se realizé
con los resultados obtenidos con: a) 69 sueros de individuos
normales, sin ninguna sintomatologia atribuible a cisticerco—
sin; b) 29 sueros de paclentes con diversos tipos clinicos de
cisticercosis, diagnosticados ya eea por Tomograffia Axial
Computarizada, por cirugia o por serologia positiva en ERELISA
(Larralde et al., 1986), v c) con 19 sueros de individuos in-
fectados con helmintoe, hongos y protozoos como se indica en

la Tabla II.

Los pardmetros evaluados fueron: sensibilidad, espe-
cificidad, valor predictivo tanto para un resultado positivo
como para un negativo en la prueba, eficiencia y por Gltimo,

reactividad cruzada (Cuadro 2).
Estos pardmetros se definen como sigue:

a) SENSIBILIDAD: Proporci6tn de sueros de individuoe
que tienen la enfermedad y que fueron positivos a la prueba.
Se calculé dividiendo el nimero de sueros de individuos cis-
ticercoscs positivos a la prueba, entre el nimeroc total de
sueros de cisticercosos analizados y el resultado se multi-

plicé por 100.
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CUADRO 2.
REPRESENTACION DIAGRAMATICA DE LA EVALUACION
DIAGNOSTICA DE UNA PRUEBA SEROLOGICA
PARA LA CISTICERCOSIS HUMANA,
TRDERR Siwotoatca
GIBTICERCOBIG Posmiw weasmw TOTAL

St a b .
NO c | d |t
TOTAL -] h i

as= Bujetos con la enfermadad positivos a la prueba.
b~ Bujelos aon Ia enfermadad noegativos & Ia prysba.

BENGIBILIDAD: a+ & x 100 o= Bujelos aparentements sanos posiiivos a Is prusba.
EBPECIFICIDAD, d +f x 100 ¢+ Sujolos aparenlomenie BANCR Nogalives a Ia prusha.
VALOR PREDICTIVO o~ Total do Individuos enformos ostudiados.
POBITIVOs a9 X 100 1= Total do . ap

NEQATIVO: d-+ h x 100 sancs y aln Ia enfermedad.

EFICIENCIA: a*d 41 x 100 @ Tolal da sujelos seropositivos a ia prusba,

FALSOS NEGAT{VOS: b 4-8 x 100 he Total ds individuos sercnegalivos a la pruebs.
FALBOS POSBITIVOS: ¢+ f x 100 |- Total de Individuocs estudisdos.

b) ESPECIFICIDAD: Entendido como la proporcién de sue—
ros do individucs aparentemente sanos que NQ tienen la en-—
fermedad y que fueron negativos a la prueba. Esta proporcién
se obtuve al dividir el nimero de suerce de loa sujetos
aparentemente sanos y sin sintomas sugerentes de cisticerco-
Bis que resultaron seronegativos, entre el total de sueros
eatudiados de estos individuos, multiplicando el resultado

por 100.

c) VALOR PREDICTIVO: Este pardmetro tiene dos acep-
ciones: 1) para un resultedo positivo en la prueba y Z2) pa-
ra un resultado negativo. Para el primer caso, el concepto
debe entenderse como el grado de confiabilidad (expresado en

por ciento) que debe tener un resultedo positivo y Be calculé
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al dividir el numero de sueros de individuos que tienen: la
enfermedad y que fueron positivoa en la prueba, entre el ni-
mero total de seropositivos, multiplicando el resultado por
100. En el segundo caso, se debe entender como el grado de
confiabilidad que debe atribuirse a un resultado negativo en
la prueba. El cédlculo se hizo dividiende el numero de  sue-
ros de individuos normales, no cisticercosos y que fueron ne-
gativos a la prueba, entre el total de seronegativos y multi~

plicando el resultado por 100.

d) BFICIENCIA: La eficiencia del enoayo, entendida co-
mo la capacidad de la prueba para identificar tfmto el sue-
ro de un individuo que tiene la enfermedad como al del que no
la tiene y que eati aparentemente sano, se calculd sumando el
nimero de sueros de paclentes cisticercosos positivos a la
prueba, mas el nimero de sueros de individuos normales, apa-
rentemente sanos y que fueron negativos a la prueba (verda-
deros positivos y negativos respectivamente), dividiendo
énte resultado entre el nimero total de suerom estudiados

(con y sin la enfermedad) y multiplicédndolo por 100.

e) REACTIVIDAD CRUZADA: Este parémetro serolégico es
la proporcién de sueros de sujetos que tienen otras enfer-
medades distintas a la que se estd estudiando, en este caao

cisticercosis, y que fueron positivos a la prueba.
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VII. ANALISIS ESTADISTICO.

Debido a que las diluciones de los sueros son una = pro-
‘gresién geométrica, para obtener la media aritmética, cada
una de las dlluciones fue transformada calculande su logarit-
mo base 2 para obtener el Titulo Codificado (TC). Con estos
valorea, se procedi6 a calcular los valores eastadisticos fun-
damentales (Media, desviacién estdndar y error estdndar) si-

guiendo los procedimientos usuales (Downie y Heath, 1871).

Para determinar visualmente las diferencias obtenidas
entre grupos de sueros, se 8iguld el método grifico descrito
por Dice y leraas (19386). Para esto, ademas de los datos
estadisticos fundamentalea va indicados, se obtuvo también la
media mas o menos una desviacidn estédndar y la media mas o
menos dos veces el error estdndar, essi como los valores mi-
nimo y méximo de cada grupo. En este método gréfico, ai
las areas correppondientes a la medis mas dos veces el error
esténdar se entrecruzan, entonces las diferencias nao aon es-
tadisticamente significativas; lo contrario ocurre cuando se

observa que estas areas no se entrecruzan.
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RESULTADOS .

Los resultados se presentardn en cuatro secciopnes: 1)
Resultados preliminares; 2) Estandarizacién del ensayo; 3)
Utilidad de TIA-FLISA en otros sistemas antigeno-anticuerpo v -

4) Aplicacién de la prueba en la cisticercosis.

1) Remultndos preliminarems. En la Figura 3, se presenta 7

una imagen tipica de la prueba de TIA-ELISA inmediatamente )

después de finalizar el experimento.

De esta figura, resaltan los siguientes aapectos: 1)
Las zonas de reaccibén son mas o menog circulares y perfecta-—
mente definidas con respecto al medio circundante; 2) La
intensidad del color y didmetro de la zona de reacclién es
igual para las primeras diluciones (1:100 a 1:800, posiclio-
nes 10-7; 17-14; 41-40; 48-47) y va disminuyendo conforme
se aumenta la dilucién (1:1,600 y 1:3,200, posiciones 6-5;
13-12; 38-36; 45-43); 3) El temaflo ¥y definicién de las zonas
de reaccién no es uniforme en todas las diluciones vy, por
ultimo, 4) Los sueros que no tienen anticuerpos son fécil-
mente identificables, ya que no pe forman manchas de color
en el pitio donde me colocaron las diluciones del mismo (po-
siciones 25-20; 33-28). Por otro lado, en algunas placas
aparecieron también manchas amorfas en zonas ajenas a los
sitios de colocacién de lam mueatras. Para estandarizar la
prueba de TIA-ELISA, se analizaron cuatro variables de 1la
fase fisicoguimica y tres de la fase inmunolégica, pero nin-

guna de la fase biocgquimica. Excepto cuando la variable por

85



analizar fue la concentracién de antigeno, el tipo de amor-
tiguador, la temperatura 6 el tiempo de lncubacidn, en todos
los experimentos de estandarizacién, el antigeno se utilizéd
a una concentracién de 50 ug diluido en 10 m]l] en eolucidn
amortiguadora de carbonato-bicarbonato, a temperatura am-
biente durante 2 h con agitaciébn constante. Asimismo, se
utilizaron dos sueros de ratén anti-BSA, uno con titulos
altos (Suero 11) y otro con titulos medios (Suero 9), ambos

determinados previamente en ELISA.
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Figura 3. Imagen representativa de la prueba de TIA-
ELISA, que ilustra también el patrén de colocacién de las
mueptras. En todos los casos, las diluclones fueron desde
1:100 hasta 1:3,200 y los nameros indican la posicién de ca-
da muestra por duplicado. 10-5 y 17-12 suero de altos titu-
los; 41-368 y 48-43 suero de titulos medios y 25-20, 33-28
suero normal negativo. Nétense las variaciones en intensidad
del color, el tamafic y las zonas amorfas, gque no interfieren
en la lectura del resultado.




2) Eatendarizacitn del sneavo con un sntidenc pure (BSA).

Cuando se utilizé el amortiguador de carbonato-bicarbo-
nato para el pegado del antigeno (Figura 4 A), el suero de
raté6n con titulos altos anti-BSA, present6é mayores Unidades
Arbitrarias de Color (UAC"a) que en las placas donde se
emplet PBS 6 solucién salina, aunque las diferencias no fue-
ron estadisticamente significativas. Ademés en las placas
con el antigeno diluido en amortiguador de carbonatobicar-
bonato, no se observaron las manchas inespecificas que apare—
cieron en las que se utilizaron los otros amortiguadores y en
ningin caso, estas manchas interfirieron en la lectura de los
resultadona. Por lo tanto, el amortiguador mas apropiado
para diluir la BSA, fue el de carbonato~bicarbonato de sodio
64 mM, pH 9.5.

La prueba de TIA-ELISA resultf6 positiva a concentraciones
tan bajas de el antigeno como de 13 ng/ml (Figura 4B). Las
UAC”s de los dos antisueros a esta concentracién de antigeno,
fueron pricticamente iguales, lo cual no ocurrié a 50 pug/ml.
Con el suerc de titulos medios, la diferencia entre ambas
concentraciones fue de 250 UAC’s, mientras que con el suero
de titulos altoa, las diférencias fueron de 480 UAC"a (Figura
4B), lo que sugiere una relecidn entre concentracién de an-—
ticuerpos y la intensidad de color en las zonas de reaccién.
Por otro lado. hay un incremento paulatino en UAC s hasta los
Spg/ml, el cual se detiene a 50 pe/ml. Bajo estas condi-
ciones, la concentracién 6ptima del antigeno en TIA-ELISA,

ensayada en el sistema de BSA-anti-BSA es de 5 pg/ml.
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Figura. 4 Estandarizacién de TIA-ELISA en su fase
fisicoquimica usando albumina sérica bovina como antigeno y
sueros de ratdn anti-BSA. o v (+) Suero 9, +titulo en
ELISA 1:327,680; W ¥y (*) Suero 11, titulo en ELISA
1:40,960. BC= Amortipuador de carbonato-bicarbonato de sodio
64 mM, pH 9.6; PBS= Amortizguador salino de fosfatos 150 mM pH
7.2; §5= Solucién sgalina 135 mM pH 6.8. A= Amortiguador
diluyente del antigeno; B= Concentracién del antigeno; C=
Tiempo de incubaciédn y Dz Temperatura de incubacién. UAC=
Unidaden Arbitrarias de Color.

El1 antigeno se adhiere rédpidamente y en cantlidades su-
ficlentes n la superficie plastica como para tener resultados
identificables a los 5 min; sin embargo, las UAC’'s registra-
das son bajas comparadas con las obtenidas después de 2 o 3 h
de incubacién, donde son map altas y estables (Figura 4C).

Se obeerva que después de 60 min y hasta las 180 min de incu-
bacién el suero de altos titulos produjo UAC’s claramente di-

ferenciables con respecto al de titulos mediaos. Estos re-
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sultadoa uenalcm qua ‘en TIA—ELISA el t.iempo 6pUmc de

baclén de ‘la’ BSA djl\uda en nmorhit'undor de cnrbona(.o bicnr—'ﬂ
bonnt‘.o. es de 120 min y nuevamente augieren una relacién en—
tre la concentraciétn de anticucrpos y la 1ntenuidud del co]or
- formado. - Por Gltimo, la incubacién a hempcrat:urn nmbient:e.
dé' merjorcu o iguales resultados con ambos antisuerca que

cuando oe incuba a 37° C (Figura 4D).

En conclueitn, 8 excepcién del amortiguador y de la agi-
tacién constante de la solucién durante el pegado del antige-
no, las condiciones Sptimas de la fape fisicoguimica de TIA-
ELISA, resultaron similareo a las de DIG-ELISA, y su repre-
sentacién esquemdtica, y sus pasog técnices finales, se pre-

senta en la Figura 5.

& yg/ml de antigeno en amortiguador de
carhonatos, 65 mM, pH 8.8 con agitacién

— te, 1 hora o t (1

RS

A
I I Lavado oon Sallna y agua destllada

& pl de suero diluldo sn PRO-T
[ ) LEE J Lavado agn PEA-T
| #d0 3 veces mes que en
Pevy ELIOA

|

Lavado oon PB3-T y PRO

0.8 mg/m! de holdo 8-aminosallollioo « 2 yi/m!
de Perdxldo de Hidrogeno al 3 % mexisdo sn
|0_ml de Ager Noble 0.85 % an PBB y enfriado a
48°C,

Figura 5. Represcntacién esquematica del desarrollo
final de la prueba de TIA-ELISA. En el recuadro, se anota la
secuencia y caracteristicas finales de cada pamo técnico.
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Para eliminar la posibilidad de gque el color desarrclla-
do en las zonas de reacci6tn pudiera deberse a un pegado ines-
pecifico de las gamaglobulinas 6 a la-actividad de las pero-
xidasas naturales presentes especialmente en ‘los sueros
hemolizadoa, se determiné la influencia del diluyente del an-
tisuero en la especificidad del ensayo (ver Material y. Méto-
dos). Los resultados de esatos e:fc;:;erimcnt;os, se ilustran en

la Fipura 6.

© 1600
u 14007
1200
1000+
800
600 -
G 400
200 |

+/PBS -/PBS +/PBS-T ~/PBS-T +/PO(-) +/PQ(+)

Figura 6. Efecto del diluyente del antisuero en la
prucba de TIA-ELISA. Se utilizaron cajas incubsdas pre-
viamente con amortiguador de carbonato-bicarbonato 64 mM pH
9.6 (BC) solo ( MMl) 6 con 5 pg/ml de albimina sérica bovina.
( W ). Los sueros con anticuerpos especificos (+) o
normales {-), fueron diluidos en PBS, PBS-T 6 con suero de
ratén normal hemolizado, adicionado con azida de sodio 15 mM
(PO') o con solucién salina 135 mM, pH 6.8 (PO™). En las
ordenadas, se anotan las Unidades Arbitrarias de Color (UAC).

Con PBS solo, la gamaglobulina de los sueros inmunes (4-)
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v la de los normales (-), se¢ pegd de forma inespecifica tanto
‘Ven las placas con 5 pg de antigeno, como en aquellas que con-
tenian Gnicamente amortiguador carbonato-bicarbonato, alendo
los valores del suero inmune mas altos que los del normal.
Cuando al PBS se le asgreg® Tween—-20 a una concentracién final
de 0.05 X, solo se observaron zonas coloreadas especificas
con el suero inmune en las placas con antigeno, lo que ng se
presentd en los sueros de ratén normal en ninguna de lao pla-
cae. Por iltimo, cuando el suero inmune se diluyé con suero
hemolizado de ratdén normal, ya sea adicionado o né con azida
de sodio, se observaron resultados positivos tunicamente en
las placas sensibilizadas con antigeno y las UAC s estuvieron

dentro del intervalo obtenido con el suero diluido con PBS-T.

Para determinar la sensibilidad molecular de TIA-ELISA
{titulacién del primer anticuerpc), ademéds de utilizar los
sueros de ratétn anti-BSA de titulos altos y medios, el con-—
Jugado se usb6 diluido 1:500. La curva obtenida al graficar
las UAC"s de eatos pueros contra sus titulos codificados, se

presenta en la Figura 7 A.

La intensidad del color de las zonas de reaccién en
TIA-ELISA, ee mantiene igual hasta un titulo codificado de 6
(1:160) : para ambos sueros. A partir de este punto, los
sueros se separan una dilucidén, gue permanece constante hasta
el titulo codificado de 10 (1:2,560) y la diferencia se in-

crementa en un titulo a diluciones mayores.
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- Figura 7. Resultados de la estandarizacién de la Fase
Inmunolégica de la prueba de TIA-ELISA. A) Titulacién de an-
ticuerpos. Se usaron dos sucros anti-BSA, uno de titulos al-
tos (¢) y otro de titulos medios (+), demostrados previamente
en ELISA. B) Titulacién de conjugado en TIA-ELISA directa
( 8% )., TIA-ELISA indirecta ( {} ) v ELISA directa ( ! .
El conjugado utilizado, fue un anticuerpe de cabra anti-
gamaglobulina de ratén.

Resultados similares se obtuvieron al analizar en ELISA
los mismos sucros vy a la miema concentracién de antigeno (5
yg/ml), excepto que los puntos de cambio en la curva son tres
titulos més gue lo observado en TIA-ELISA (Datos no mostra-

dos).

Para determinar la dilucidén Sptima del conjugado en la
prueba de TIA-ELISA, los experimentos se realizaron siguiendo
el método directo y el indirecto (ver Material y Método).
En ambos casos, los resultados fueron idénticos, dando una

dilucién 6ptima de 1:600, que es mds de la mitad de la mejor
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dilucidén obtenida en ELISA (1:1000) (Figura TB). Por otro
lado, y debido a que posteriormente la prucba de TIA-ELISA se
utilizaria con sueros de conejo o de humanos como fuente del
primer anticuerpo, también se titularon los conjugades anti-
gamaglobulina hom6logos sigulendo estos mismos lineamientos.
Hn la Tabla V se presentan log resultados de estas titulacio-
nes. En térpinos generales, al lgual que lo obeervado en la
titulacién del primer anticuerpo, la dilucién 6ptima de estos

conjugados, fue inferior a la obtenida en ELISA (1:1000).

TABLA V.

RESULTADOS DE LA TITULACION DE CONJUGADOS
EN LA PRUEBA DE TIA-EBLISA.

CONJUGADO TITULO M E T O D 0o

ANTI-GAMA EN DIRECTO INDIRECTO
DE ELISA

CONEJO 1:1,000 1:250 1:250

HUMANO 1:800 1:100 1:100

3) Fackibilidad de TIA-ELISA con antiscnon aimples o ses
mipurificados. Una vez determinado aue TIA-ELISA funcionaba
con un antigeno protélco razonablemente puro (BSA), ae de-
terminé su factibilidad al aplicarse con otros antigenos m&as
complejos molecularmente (extractos semipurificados de hel-
ointos o protozoarios) o con otros cuyos componente principal

eran carbohidratos (extractos de hongos) (Tabla VI).
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TABLA ~ VI.
RELACION DEL TIPO Y CONCENTRACION DE PROTEINAS Y CARBOHIDRA-
TOS (HEXOSAS) DR 11 ANTIGENOS ANALEZADOS EN TIA-ELISA.

Concentracién {(mg/ml)

Antigeno elaborado de Tipo Proteinas Carbohidratos
Sporothrix schenckii Purificado 1.08 9.06
Histoplasma capsulatum Purificado 4.22 6.30
Caceidioiden immitis Purificado 1.54 10.48 "
Trypaneaoma cruzi Exoant igeno 3.42 i
Blagmodium berghel voelil Exoantigeno 0.53 —_—
Plapmodium yivax Crudo 7.86
hepatica Crudo deslip. 3.74
Taepnia polium (larva) Fluido vesic. 4.886
Ascaris 1. soum Crudo deslip. 1.79
Crudo deslip. 2.53
Trichinelln spiralis Crudo deslip. 1.95

* No hecho.

Estos se realizaron con un numerc reducido de sueros ho-
mélogos provenientes de la infeccién natural en humanos o ra-—
tones, o de la inmunizacién artificial de conejos (Tabla II).
Los resultados, expresados como tituloes codificados (TC), ¥
se anotan en las Tablas VII y VIII.

TABLA VII.
UTILIDAD DE LA PRUEBA DE TIA-ELISA PARA DETECTAR
ANTICUERPOS SERICOS DE HUMANOS CONTRA ANTIGENOS
DE HONGOS, PROTOZOARIOS Y HELMINTOS.

SUEROS DE HUMANOS TITULO CODIFICADO

INFECTADOS CON: N {media)
Sporothrix schepckii 2 5
Hintoplasma 3 4
Coccidigides immitie 3 4
Irypanpsoma cruzi s* 0
Fanciola hepatica 1 5
Ascaria lumbricoides guum 2 7
Toxocara canie 4 5]
epiralin 3 6
Normal 10 o]

* Todos estos sueros tenian titulos >1:100 en ELISA.
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TABLA VIII

UTILIDAD DE TIA-ELISA PARA DETECTAR ANTICUERPOS SERICOS
DE CONEJO INOCULADOS CON ANTIGENOS DE HONGOS Y HRIMINTOS.

SURROS DE CONEJOS INOCULADOS TITULO CODIFICADO

CON ANTIGENOS DE: N {(media)
Sporothrix achenckii 1 3
hepatica 1 6
Aacaria lumbricoides auum 1 7
Toxacara canin 1 4
apiralie 3 7
Taenia solium (larva) 1 <]
Normal 2 0

Como se puede apreciar, TIA-ELISA fue positiva en. todos
los sistemas ensayados, con la notable excepcién del modelo
de Trypanosoma cruzl, en el cudl el resultado fue consisten—
temente negativo, a pesar de que se probaron diferentes con-
centraciones del antigeno adicionade a la placa (3, 10 y 50
pg/ml), e cambiara el amortiguador diluyente del antigeno
(carbonato-bicarbonato, PBS 6 solucién salina) o la diluecidn
del conjugado (1:800; 1:400; 1:200; 1:100 ¥y 1:50).

Estos resultados son mas intrigantes atin si se considera
que en la prueba de ELISA, todos estos sueros mostraron an-

ticuerpos a titulos superiores a 1:100.

Por otro lado, y al igual que con el sistema de BSA-an-
ti-BSA, en algunas placas pe observaron manchas amorfas fue-
ra de los sltios esperados de reaccién. Por tal motivo, los
tres antigenos de hongos asi como los del Fanciola hepatica ¥y
Aacaris lumbricoides suum, se analizaron con los tres amor-
tiguadores utilizados antes para diluir el antigeno para 1la
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sensibilizacién do las placas.

Los recultados .de ectos & experimentos; . se’ presentan -

resumidos-en la Figufa B.

SUERO ANTI-

El cocci-1
coccl-2
ESPORO-1
Sl esPORO-2
HIBTO-1
3 wmsTo-2
R F. hepation
LI At suum

8C PBS 88

Figura B. Resultados de la prueba de TIA-ELISA con
varios saistemas antigeno-anticuerpo homblogos, expresedos
como Unidades Arbitrarias de Color (UAC). Cada panel re-
presents el promedio de cada sistema analizado en el que el
antigeno se diluyé con Amortiguador de carbonato-bicarbonato
de sodio 64 mM pH 9.6 (A); Amortipguador salino de fosfatos
(PBS) 150 mM pH 7.2 (B); ¥ Soluclidén salina 135 mM pH 6.8
(8S).

En la mayoria de los cesos, la intensidad de la respues-—
ta varia con la naturaleza del amortiguador empleédo. En ge-
neral, los resultados fueron mas altos cuando los antigenos
se diluyeron con amortiguador de carbonato-bicarbonato, sin
importar el grado de pureza o su naturaleza quimica, sefialan-

do que la prueba de TIA-ELISA funciona para detectar anti-
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cuerpas ya sea e¢n el suero de humanos o en el .de animales in-.
fectados naturalmente o inoculados artificialmente con . antfi-

genos de diversa naturaleza y composicién.

4) Factibilidad de TIA-ELISA en la ciasticercosis. Una
vez demostrado gque TIA-ELISA funcionaba con casi cualquier
antigeno, incluyendo el FV de cisticercos de T. golium, inde-
pendientemente de su grado de pureza y gque la reactividad v
limpieza de la prueba, depende del amortiguador utilizado pa-
ra el pegado del antigeno, fue necesarjo determinar las con-
dicionea 6ptimas para el FV. Estos experimentos se reali-
zaron con una mezcla de 10 sueros de cieticercosos positivos
oen ELISA y una de 10 individuos normales. De esta manera,
las condiciones 6ptimas fueron: a) 3.4 pg/ml de FV diluido en
PBS; b) Les sueros diluidos al doble con PBS-T, partiendo de
1:30, ya gue a diluciones menores, la inespecificidad del en-—
s8ayo resultd inaceptable y por ultimo, c¢) El conjugado dilui-
do 1:100 con PBS-T, el resto del procedimiento quedé igual.
De esta manera, se analizaron en TIA-ELISA un total de 117
sueros, de los cuales, 69 pertenecieron a individuos norma—
les, en los que no se detectd ningun dato sugerente de cisti-
cercosis; 29 a pacientes con neurocisticercosis confirmadas,
ya sea por serologia, TAC o por cirugia y por ltimo, 19
muestras provinieron de sujetos infectados con otras parasi-~
tosis o micoBis, estos ultimos para determinar la reactividad
cruzada de 1la prueba. Para efectos de comparacién, los

mismos sueros y antigeno se analizaron en ELISA, pero los
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sueraos se diluyeron B veces al doble con PBS-T, iniciando con
1:240, el conjugado se und diluido 1:800 en PBS-T y el ' subs-
trato de la enzima, fuc OFD con peroxido de hidrégeno al 3 X,
ambos disucltos en solucidén amortiguadora de foafaho—cibx‘utb;
Con los titulos codificados obtenidos de estos grupos, a8e h;—

zo una distribucién de frecuencias y los hisbogéémaé

tantes pe presentan en la Figura 9.
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Figura 9. Distribucién de frecuencias de los titulos co-
dificados obtenidos en ELISA y TIA-ELISA con 69 sueros de in—
dividuos aparentemente canos y de 29 de individuos cisticer—
conos analizados con el fluido vesicular de cisticercos de

En TIA-ELISA, el 90 X de los sueros normalea fueron ne-—
gativoo, mientras gue el resto se diatribuyé entre los titu—
los codificadoa 1 y 3 dando una proporcién de falsos positi-
vos del orden del 10 X. Por el contrarfio, solo uno (3 X)
de los sueros de pacientes cisticercosos fue falso negativo
¥ 28 (97 %) fueron positivos, mostrando una tendencia a una

distribucién unimodal y mas normal que los anteriores, con
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una méxima frecuencia entre TC 3 v 5. En ELISA, los sueros
de individuos normales, mostraron una distribucién diferente
a la de TIA-ELISA y solo tres sueroa de este grupo (4.356 X de
falsos positivos) reaccionaron a titulos codificados de 1, 2
¥ '3, uno en cada dilucién. Por el contrario, 25/29 (86. X)
de loa puercs de cisticercosos, fueron positivos, distribu-
vendose la mayoria entre los primeros 2 tituloe codificados
y Bolo el 14 ¥ fueron negatives, lo que representa la propor—

cién de falsos negativos.

De acuerdo con estos resultados, fue necesario determi--
nar el umbral de positivided serolégica para ambas pruebas.
Para ello, se calculs la wedia y la desviacién estédndar de
los titulos codificados obtenidos con los sueros de indivi-
duos normales. A la media se le sumé dos veces el valor de
la desviacién estdndar para tener un 95 % de nivel de con-
fianza estadistica en la determinacién. Asi, tanto para
TIA-ELISA como para ELISA, se obtuvo el titulo codificado de

"1 gue me considerdé como el umbral de positividad.

Para apreciar la dispersién gue presentaron los titulos
codificados obtenidos en las dos pruebas, se construyeron
sendas graficas donde con una linea, se indica el umbral de
positividad y con puntos, los titulos codificados obtenidos
con cada suero, tanto de individuos normales como de infecta-—

dos (Figura 10).
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Figura 10. Comparaci6n de los titulos codificados que
se regintraron en las pruecbas de BELISA y TIA-ELISA. El
umbral de positividad, representado por la linea horizontal,
divide la poblacién de sueros positivos (+) v negativos (=) a
lao prucbas.

En TIA-ELISA, los sueros normales mostraron una disper—
sién diocreta, resultando 62 negativos (90 X) vy 7 posaitivos
(10 X), lo que contrasta cen la mestroda por los gpueros de
pacientes con cisticercosis, los cuales tuvieron al menos una
muestra reprenentada en cada uno de los titulos codificados
analizados y aproximadamente el 69 X de los casos cayé entrs
los titulos codificados 3 y 4, mientras que solo uno (3 X)
fue negativo. En ELISA, la distribucién de los sueros nor—
males, fue similar, aungue sclo 3 (4 X) f£fueron positivos,
mientras que en el grupo de cisticercosos, la dispersitn fue

mas amplia y la mayoria se concentré entre loe titulos codi-
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ficados 1 v 2 vy s6lo 4 (14 X) fueron negativos.

Para apreciar grificamente la significancia de las ;:life—
:.:enciau entre grupoe de sueros y entre las pruebas, éon los
datos estadisticos fundamentales calculados (media, desvia-
ciétn eoténdar y error estdndar) y los valores méximos y mi-
nimoe de cada grupo, pe conestruy6 una gréfica de acuerdo con
el método de Dice y Leraas (1936). Los resultados se pre-

sentan en la Figura 11.
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Figura 11. Disgrama de los datos estadisticos funda-
mentales calculados a partir de los tituloas codificados
obtenidos con lae pruebas de ELISA y TIA-ELISA para en la
deteccién de anticuerpos séricoe en sueros de individuos nor-
males (A y C) y cisticercosos (B y D), presentado de acuerdo
con el método gréfico de Dice y Leraas (1936). En el recua-
dro, se anota la simbologia.

Tanto en ELISA comoc en TIA-ELISA, la media de los titu-
los codificadoe obtenidos con los sueros de personas aparen—

temonte sanas (A= 0.08 y C= 0.17) son diferentes a las de los
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cisticercomos (B=.1.87 v D= 3.71).

Do tiquardo con epte método, si las Areas correspondien-
ten,.ﬁ la media mas o menos dos veces el error estédndar de los
fgivupos me llegaran a entrecruzar, entonces las diferencias
“entre,. ellos, carecen de significancia estadistica y lo con-
trario sucede 81 no lo hacen. De esta manera, féclilmente
se - puede apreciar que los resultados obtenidos en ELISA y
TIA-RLISA con los sueros normales y clisticercosos (A ve B y
C wva D respectivamente), son diferentes y estas diferencias

son por lo tanto, estadisticamente significativas.

Por otro lado, también se puede apreciar que la reacti-
vidad merolégica de TIA-ELISA, en términos de titulos codifi-
cados, es significativamente mayor gue la obtenida en ELISA
al comparar las figuras de los grupos B y D, pero que la es-

pecificidad de smbas pruebas es muy semejante (A vs C).

La cvaluacién serolégica de las pruebas de TIA-ELISA vy

ELISA se presenta en forma comparativa en la Tabla IX.

TIA-ELISA mostré una mayor sensibilidad que ELISA (96.85
ve B6.20 X¥) pero menor especificidad (89.85 vs 95.65 X) y am-
bas pruebas tuvieron una eficiencia similar, poca diferencia
en el wvalor predictivo para un resultado negativo y ambas
pruebas prosentaron nula reactividad eruzada con los anti-
sueros seflalados en la Tabla IIX. Esta informacién sugiere
que TIA-ELISA es una prueba serodiagnéstica util en la cis-

ticercosis y comparable a la BLISA tradicional.
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TABLA IX

RESULTADOS DE LA EVALUACION SKROLCGICA COMPARATIVA
DE DOS PRUEBAS INMUNOENZIMATICAS PARA EL
SERODIAGNOSTICO DK LA CISTICKRCOSIS.

TIA-ELISA ELISA
PARAMETRO

(%) 0%
SENSIBILIDAD 96565 66.20
ESPECIFICIDAD 89.85 " - 95.85

VALOR PREDICTIVO '
POSITIVO _80.00 89.28
NEGATIVO 98.41 '94.28
EFICIENCIA " ersa. . T .sz.85
RRACTIVIDAD CRUZADA #0000 5 0,00

. Para determinar qué ltem»t:u : qj;rxh'z;va{\ 'e*i’s:t;e' entre-las déd: ’

pruebas, ese realizéi.gn andlia

titulos codificndcs-

i
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Figura 12. Correlacién lingsal de los titulos codifi-
cados obtenidos en ELISA y TIA-ELISA con 98 muestras de suero
analizadas con el fluido vesicular de cisticercos. Los ni-
wmeros representan el total de sueros con ese titulo en cada
prueba. En el recuadro, se anota la ecuacifén de la recta
resultante y el valor del coeficiente de correlacién.
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SR coe'vfiéientb de coﬁrélncién r= 0.97, indica una estre-
cha ‘Vlreie{éién enfré 105 t.resull.ados de ambas pruebas. Es evi~

der‘i":e'4 &ﬁs‘.a 'tituloa codificados menores o iguales a 2, hay

casos en ELISA que en TIA-ELISA y lo contrario sucede a

i"ti‘t\’llt)‘ﬂ ‘codificados mayores. Sin embargo, estos repultados
son mas aparentes que reales, ya que en ELISA, la primera di-
‘lucién. fue 1:240, que representa tres diluciones mds que 1la

inicial usada en TIA-ELISA (1:30).

Por otro lado, 92 de loa 98 sueros analizados, fueron
positivos o negativos en cualquiera de las dos pruebas, lo
gue indica una concerdancia del 93,9 X y una discrepancia en

los . resultados del orden del 6 ¥ (Tabla X).

TABLA X

CONCORDANCIAS Y DISCREPANCIAS ENTRE TIA-ELISA Y
ELISA EN LA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA
EL FLUIDO VESICULAR DE CISTICERCOS.

" TIA-ELISA ELISA N CONCORDANCIA
+ + 28 93.9 X
- - 64

R B I 5 DISCREPANCIA
Lo s 1 6.1 %

Dentro de las discrepancias, 5 sueros normales que fueron
popitivos a TIA-ELISA, fueron negativos en ELISA, mientras

gué sdlo  un suero de los cisticercosos, fue negativo a la
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primera pero positivo en la aegundé.v ‘Bl anfilisis tﬁﬂauistiéo. .

de estas discrepancias, se presenta en la Figura 13.

TiTULO TITULO
CODIFICADD CODIFICADO
6 — - &

4 _] | 4

3 - r-s

2 |2
1 1
NEQ. -] _ NEG.
TIA-ELISA ELISA

Figura 13. Andlisis detallado de las discrepancias que
se observaron en los resultados obtenidos con 3 sueros de
individuos normeles ( © ) y 3 de pacientes con cisticerco-
sis ( ® ) en las pruebas de ELISA y TIA-ELISA.

Como se puede observar, 3 muestras de sujstos normales,
que no presentaron ningin dato clinico sugestivo de cisti-
cercosis, tuvieron anticuerpos detectables a titulos codifi-
cados bajos (1 y 2) en TIA-ELISA pero né en ELISA, y dos cis-
ticercosos negativos en esta iltima, mostraron altos +titulos
en TIA-ELISA. Por ultimo, s6lo el suerc de un cisticercoso
que fue negativo en TIA-ELISA por el contrario, did un titulo
codificado de 3 en ELISA. El andlisis de este subgrupo
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sugiere por un lado, que TIA-ELISA puede ser mas senslible o
reactiva que la prueba de ELISA y por otro, que es menos eon-
pecifica y reactiva para la detecciédn de anticuerpos séricos
en la cisticercosis.

Finaiﬁénte; ¥ como se observd en la estandarizacién de
la prucba, thy una correlacién entre la media de los titulos
codificados y las UAC s obtenidas con los sueros de pacientes
© con . neurocisticercopis (Figura 14), lo que confirma que es

. indistinto utilizar uno u otro para registrar los resultados.

or
M 5
,g :
- 4
]
A
;78:' ¥+ 00072 x + 0.074
- = 0.900
T
C
o
101-150. 201-2560 301-350 401-450 5§01-560

RANGOS DE Uac's

Figura 14. Andlisis de correlacién 1lineal entre la

media de los Titulos Codificados (TC) y R de Unidad
Arbitrarics de Color (UAC“s) obtenidas con 29 sueros de
pacientes cisticercosos en la prueba de TIA-ELISA. La

ecuncidén de la recta se anota en el recuadro.
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DISCUSION

kn é.ate trabajo, se desarrolls, estandarizé y aplicd una
prueba serolégica del tipo inmunoenzimdtico 1lamada TIA-ELISA
para detectar anticuerpos en el suero de pacientes con neuro-—
cisticercosis, con algunas micosis como esporotricosias, hie-
toplasmonsis y coccidioldomicosie o con otraa parasitosis (tri
panosomiasis americana, malaria, fasciolosis, ascariamis, to-
xocarlasis visceral y triquinosis) o bién, de animales de la-
boratorio hiperinmunizados con extractos preparados de los a-
gentes etiolégicos de esas enfermedades. La prueba funcioné
con los antigenos descritos en la Tabla I, no obastante sus di
ferencias en origen y grado de pureza, las gque varlaron desde
lo razonablemente puro, representado por la fracién V de 1la
albimina sérica bovina (proteina) y extractos semipurificados
de hongos (Sporothrix shenckii, Histoplasma capsulatum y Coc=
cidioides immitiis), ricos en carbohidratos, hasta extractos
crudos de helmintos (Famcjiola hepatica, Ascaris lumbricoides
suum, Toxocara canis y Trichinella apiralis), cuya composi-
cién quimica estuvo integrada por proteinas, carbohidratos v

posiblemente otros compuesatos.

El principio de esta prueba se fundamenta en la propledad
que tienen la mayorfa de las proteinas, al ser diluidas en un
amortiguador, de pegarse a superficies plasticas por fuerzas
fisicas débiles no bién definidas en su naturaleza (Lehtonen
y Viljanen, 1981). Al adherirse, las moléculas proteicas,

sin perder su estructura globular, dejan expuestos epitopos
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que pueden ser reconoclidos por anticuerpos que se afiaden al
sistema (Elwing et al., 1976, 1977). Al complejo antigeno-
anticuerpo asi formodo, se le puede unir a su vez, un segundo
anticuerpo antigamaglobulina especifica, conjugado con una
enzima (peroxidasa). La presencia del complejo trimolecular
(antigeno-anticuerpo-conjugado), se revela agregando el subs-
tratc de la enzima, cambiando de color por la actividad enzi-
mitica. Hasta aqui, el principio es ldéntico al de la prue-
ba de ELISA cuando el substrato ¥y el donador de hidr6geno ae
agregan en solucidn (Voller gt al., 1979). Por el contra-
rio, en el ensayo que aqui se describe, estos 7iltimos reacti-
vos se afiaden mezclados en un gel, en el cudl, se 1lleva al
cabo la reaccién enzimdtica. pero de manera localizada que se
inicia en la interfase y se continua en el seno del gel, pero
que estd limitada por la propla distribucidén del conjugado

unido al complejo antigeno-anticuerpo primario. En conge-
cuencia, el hecho de que en TIA-ELISA la reaccién enzima-
subastrato =se realice en forma localizada y no libremente en
toda la capa de gel afectando a todo el substrato como ocurre
en ELISA, es lo que establece la principal diferencia entre
ambas pruebas; esta diferencia también es vAlida para 1la
prueba de DIG-ELISA, la que de hecho, es el antecedente di-
recto del ensayo que agui se describe (Elwing y Nygren, 1879;

Elwing et al., 1980; Gémez-Priego et al., 19821, 1985).

1.Goémez-Priego, A., Paniagua-Solis, J.F., Rivas-Alcala, A.R. vy
Ruenes-Meza, M.T. (1982). TIA-ELISA en oncocercosis. Resultados
preliminares. Memorias del V Congresoc Nacional de Parasitologia.
Puebla, Puebla. México.
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) De. los resultados dé la eaﬁandhbizaclén de  la- féﬁa{
fisicoquimica, llama la atencién que por uﬁn parhe;‘TiA—ELISA‘f
puede detectar anticuerpoe ain con una concentracién de an-
tigeno tan baja como 13 ng/ml y por otra, la rapidez con la
que el antigeno se pega al pléamstico (5 min). En el primer
caso, eosta sensibilidad molecular estd muy cercana a la gque
se ha indicado para la prueba de ELISA (1-10 ng/ml) (Kurstak,
1985), pero muy lejana a la obtenida en la prueba de DIG-TIA
para la esquistosomiasis (100 pg/ml)(Iemail et al., 1979),
amibiasis (200 pg/ml) (Nilsson et al., 1980) o en la estanda-
rizacién de la prueba de DIG-ELISA con un antigeno crudo de
Onchogerea volvulus (100 pg/ml) (Gémez-Priego et al.. 19933).
Como lo sefiala Kurstek (1985), estas semejanzas y diferenclas
podrian estar dadas méas por el titulo de anticuerpos en el
suerc que por las caracteristicas del antigeno. En el se~
gundo caso, es decir, la velocidod de adhesién, no estd muy
claro 8i a los 5 min es poca la cantidad de antigeno la que
se pega o si 1la unién con la superficie plidstica es débil, ya
que conforme avanza el tiempo de incubacién, la intensidad de
la reepuesta se incrementa en forma no lineal hasta los 60
min y permenece prdcticamente sin cambios hasta las 3 h de
incubacién. Por otro lado, la unién del antigeno al polies-
tireno, no es dependiente de temperatura, o al menos el in-
tervalo parece ser muy amplio, ya que los resultados fueron

mejores en las placas incubadas a temperatura ambiente, cuyas

1.Goémez-Priego, A., Paniagua-Solis, J.F., Schlié-Guzmén. A. y
Ruenez-Meza, M.T, (19593). DIG-ELISA en oncocercosis Il1. Mejora-
mientos de la técnica. Manuscrito en preparacién.
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- 4vtin'1arciqn‘aa fuero_n déadal los 16°C hasta los 23°C, qué los ob-
.’r.enirios en aguellas -incui‘mdaa ,L.\ 37°C durante el mismo tiempo
(1'h). En ‘cambio, en ELISA aé requiere de aproximadamente
18-horas de incubacién a 4°C o de 30 min a 37°C, pero con al-
tans concentraciones de antigeno, para obtener los mejores re-
sultados (Kurstak, 1985). De cualquier manera, con base a
estons tres factores: concentracién de antigeno, tiempo vy tem-
peratura de incubacién, se puede decir que en comparacién con
la ELISA tradicional, TIA-ELISA es un ensayo con la misma
sensibilidad molecular pero de mayor rapidez (aproximadamen-

te 2 a 3 h).

De laa tres soluciones que se han usado comunmente para
facilitar el pegado del antigeno a la superficie plédstica en
otros EIA, concretamente en ELISA y DIG-ELISA (Voller et al.,
1979; Elwing y Nygren, 1979; Elwing et al., 1880; Kurstak,
1985; Gomez-Priego et al., 1985; Gomez~Priego y Gutiérrez,
1982), el amortiguador de carbonato-bicarbonato, resulté me-
jor para pegar el BSA en TIA-ELISA que la solucidén salina
amortiguadora de fosfatos 150 m, pH 7.2 y aque 1la aolucién
salina 135 mM, pH 6.8, lo que también resultd vdlido para to-
dos los antigenos analizados, excepto para el de Trypanosoma
cruzi, que no funciond con ninguno de los tres amortiguador-
es y para el FV de cisticercos de Taenia mclium, que dié 1los
mejores resultados cuando se diluyé en PBS. Esto podria su-
gerir que el pegado del antigeno al plédstico, depende de 1la
combinacién de al menos dos factores: a) De las caracte-

risticas fisicoquimicas del amortiguador usado para diluir el
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_a.ntigeno (compoaic:lén quimicn, molnridud. fu.erzi:‘ ibn;cu 6 pH)
v b) Pe.la naturalazn inbx‘inseca del ant.igenn La - combina-.
clén aproplada de. estos, resultarin en una adheslén tan fuer-
te del antigeno al plédstico como para que al agregar los
otros reactantes (anticuerpo ¥y conjugado) v se formara ‘el
complejo trimolecular, este quedara razonablemente estable y
firmemente inmovilizado al soporte sdlido, de manera que al
afiadir el gel que contiene el subatrato y donador de hidré-
geno, la fase bioquimica podria realizarse ain restricciones,
pero en forma localizada y en este caso, el ensayo seria po-
sitivo. Alternativamente, 8i la adherencia del antigeno
fuera débil y por tanto inestable, el complejo tri-molecular
se desprenderia desde el primer lavado 6 en los asubsiguien-
tes, posiblemente debido a que el tamafio del complejo facili-
taria el arrastre fisico de laa soluciones de lavado y en
consecuencia, la prueba acria negativa o seria notoria una

reduccién en la reactividad.

La importancia del amortiguador en la firmeza en la
adhesién del antigeno al pléstico, también puede reflejarae
en la formaciédn de las manchas amorfas de color observadas en
varios experimentos. En las placas de BSA diluida en amor-—
tiguador de carbonato-bilcarbonato 6 en aquellas con el fluido
vesicular diluido en PBS, 86lo ocasionalmente y de manera dé-—
bil se detectaron estas manchas amorfas, mientras que lo con-
trario sucedi6 con el uso de los otros amortiguadores.
Ademés, las wsanchas no se formaron en toda la placa, sino en

zonas mwuy irregulares y aparentemente distribuidas al azar,
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‘aunque’invarisblemente, parecian tener su origen en dreas de
3 reac‘clbh miy intensas. Enta observacién, ademds de que re-
fuerza.la hipdtesis de la dimociacién de complejos antigeno-

"fan-{:'icuerpo—conjugado débilmente unidoa al pldstico, <tamblén

;i Bugiers que tal vez por exceso de anticuerpo, la interaccién

primaria del antigenc con su anticuerpo y la secundaria, es
decir, la del anticuerpo con el conjugado, probablemente aean
:-débiles y por lo tanto, estos componentes son arrastrados v
mezcladogs en el agar debido a la densidad y la temperatura
del agar vertido a la placa. Taleas manchas, por tanto, pue-
del.'\ ser consideradas como parte de la coloracién de fondo del
ensayo. A este respecto, Barlough gt al., (1983) informaron
que la coloracidén de fondo gque altera la especificidad de
ELISA en la deteccitn de anticuerpos contra coronavirus gque
infectan gatos, se puede eliminar cuando se cambia la solu-
cién amortiguadora o el pH, por ejemplo, usando agua desioni-
zada a pH 6.9, y concluyen que dicha coloraclén no es depen-—
diente de la composiclén o de la fuerza i6nica de la solucién
amortiguadora, sino del pH. Ademés, consideran que este
factor debe influir sobre los antigenos pH-dependientes de
la solucién antigénica empleada para sensibllizar la super-
ficie plésatica. A pesar de gque para confirmar lo anterilor,
l1a caracterizaciédn fisicoquimica de la mayoria de los antige-
nos utilizados en el preaente trabajo entd aflin por realizar—
se, los comentarios de Barlough et al., (1963) podrian apor-
tar una explicacién complementaria a la presencia de las

manchas amorfas en las placas de TIA-ELISA, las que sl bien
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no desaparecieron totalmente al cambiar-la éolucién " amorti-
guadora para pegar el antigeno a la superficie pléabica, ai

al menoe dieminuyeron en intensidad. De cualquier  manera,
la presencia de estas manchas amorfas no interfieren con la
lectura del resultadoc de la prueba. - Por lo. anterior, antes
de intentar aplicar TIA-ELISA con cua!quier antigeno ¥y en
auﬁencia de datos fisicoquimicos especificos del antigeno,
primero se deberd precisar por el método del ensayo y error,

el amortiguador 6ptimo para la adhesién del antigeno.

La composicidén de la solucién diluyente del suero, tam-
bién tiene importancia en el ensayo. El PBS-T impidié que
las inmunoglobulinas no easpecificas de los sueros normales o
inmunes se pegaran al antigeno o al plastico, pero no inter-
firié en el reconocimiento de los epitopoa de las moléculas
antigénicas adheridas al fondo de la placa por lea anticuer-—
pos especificos de los sueros inmunes. La ausencia del
Tween-20 en el PBS, por el contrario, resultd en un pegado
inespecifico de inmunoglobulinas, observado tanto en las pla-
cas sensibilizadas como en laB que no tenian antigeno. Eata
especificidad de la reaccién, debe atribuirse a la propiedad
tensoactiva del Tween, que anula la interaccién pléstico-in-
munoglobulina y favorece la unién antigeno-anticuerpo, como
sucede en las pruebas de ELISA y DIG-ELISA (Voller et al.,
1979, Elwing y Nygren, 1979; Elwing et al., 1880; Gowez-
Priego et al.., 1985, Gémez-Priego y Gutiérrez, 1992).

La posibilidad de que la disminucién paulatina en la in-

tensidad del color en las zonas de reaccién observadas en
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TIA—-E’I.ISA. pudiera deberse a una simple dilucitn _cie :té:{\t:lnuim"j 7
pﬁs_dﬁn@o con todas las proteinas del suero, quedd _‘ c_el..lniixnndn'
con . los resultadoa de los experimentos donde ae-muntﬁvo cong-~
',ﬁﬂnta la concentraci6tn total de proteinaa en la mu‘estru, al
utilizar suero normal de ratén como diluyvente. . Ademas, la

adicién de azida de sodio para inhibir la actividad de las

-,---peroxidasaa naturales presentes en el suerc diluyvente (Spa-

rrow y Williams, 1986; Lim, 1988), si bién no modifica la es-~
pecificidad del ensayvo, =i parece influir en su reactividad,
va- que la intensidad del coler formado por las muestras di-
luidas en PO”, fue menor a la observada con las diluidaa en
PO*, aunque tales diferencias no fueron estadisticamente sig-
nificativas. No obstante esto tltimo, pudiera ser que la
concentracién de la azida de sodio agrepgada (15 mM), haya ai-
do insuficiente, lo que sugiere la conveniencia de que, al
agregar este reactivo como preservador de los sueros, la con-
centracién final decberfia ser de al menos, 30-40 mM. De
cualquier manera, estos resultados, al lado de la clara dife-—

renciacién entre las zonas de recaccidén y el resto de la placa

“donde no se colocaron anticuerpos, dejan pocas dudas acerca -

de 1la especificidad de la prueba de TIA-ELISA.

Con respecto a la fase bioquimica del ensavo, en DIG-
ELISA se han usado conjugados con fosfatasa alcalina (Elwing
¥y Nygren, 1979) o con peroxidasa (Elwing y Nygren, 1879;
Elwing et al., 1980; GSmez-Priego et al., 1985, Goémez-Priego
y Gutiérrez, 1992). Por otro lado, también se han usado

varios donadores de hidrégeno cuando easta tultima enzima se
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Elwing et al:, 1980; Gémez-Pricgo et al.,

v Gutiérrez, 199?). El prududtb de: lé.r

compueato ‘amarillento, el que conhraatu bién co

Vcircundante. Sin embargo, conforme, se deda"t

gistro fotogréfico inmediatamente después de t.erminado e]. ex—' F

" perimento (15-20 min). Por el contrario, cuando el Bistemai -
'eniima—aubatrato se cambia a peroxidasa vy p—fénilendiéﬁinglr
con peroxido de hidrégeno como substrato, no obstante que ei

"-producto color pardo contrasta igual que el anterior, resulta
més estable y no requiere de prontitud en el registro (Elwing
y Nygren, 1979). Con un donador de hidrégeno similar (o-
fenilendiamina), el producto naranja-amarillento tembién mos—
+ré los mismos problemas observados con la fosfatasa alcalina
(Gémez-Priego et al., 1985). Cuando se utilizé el scido 56—
aminosalicilico (5-AS) como donador de hidrégeno, el producto
de la reaccién fue de color pardo cobscuro y bastante estable
(Gémez-Priego y Gutiérrez, 1982). Es mas, dicha estabili-
dad se puso de manifiesto cuando las placas se dejaron a tem—
peratura amblente durante una semana, va sea en la obcuridad
o expuestas a la luz, 8i bien todo el gel se obscureciéd, no
existieron dificultades para diferenciar wun resultado posi-
tivo de uno negative. El obscurecimiento del gel, puede de-

berse a que el peroxido de hidrégeno es un reactivo poco es-
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table y por lo tanto, tiende a liberar espontaneamente hidro-
genos al medio, los que inmediatamente son capturados por el

5-A5 v éste camblia de color en todo el seno del gel.

Es convenlente mencionar que sl bién la actividad enzi-.
mAtice de la peroxidasa es especifica sobre el per6xido de-
hidrégeno, para el donador de hidrdgenos no lo ea, por lo gque
se ha informado del uso de al menos 6 donadores en los en-
payos Jinmunoenzimiticos que emplean peroxidasa como marca
{Kuratak, 1985). Ademds, entre eatos donadores hay algunos
en loe que el producto final de la reaccién permanece en es-
tado soluble y otros que precipitan in situ. Easta flexibi-
lidad en el uso del donador, ha 8sido explotada princi-
palmente en las técnicas inmunchistoquimican o en la electro-
inmunotransferencia (EITB), donde oe emplean conjugados con
peroxidasa (Kurstak, 1985; Sparrow y Williams, 1986; Towbin
et al., 1879; Bittner gt al., 1980; Larralde et al., 1986;
Tsang et al., 1983, 1989). Por estas razones, aun existe
la posibilidad de que en la prueba de TIA-ELISA, el 5-AS, que
dé un producto soluble de color pardo, pueda ser substituido
por un donador que precipite in situ, por ejemplo, el 4- clo-
ro-l-naftol, gque dd un color azul o la diaminobenzidina, que
dé un color pardo, semejante al del 5-AS (EKurstak, 1985).
Ademés, esto podria hacerse ya ses mezcldndolos en un gel de
agar o bién agregdndolos junto con el peroxido de hidrégeno
simplemente en forma de solucién, lo que podria simplificar

aun mds el procedimiento.
En repumen, TIA-ELISA resulté ser un ensayo inmunoen-
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zimdtico mensible y especifico, con gran potencianlidad para

detectar anticuerpos en el suero de ratones inoculados expe-
rimentalmente con un antigeno de naturaleza protélce ¥y razo-
nablemente purificado (BSA). Después de la estandarizacién,
la +técnica resultd mimilar a la descrita previamente para
DIG-ELISA (G6mez-Priego y Gutlérrez, 1982), aunque es eviden-
te que algunas de las condiciones establecidas para un tipo
de antigeno, no fueron laa 6ptimas para todos los antigenos
probados, Ademds, la reactividad de la prueba resulté al-
tamente especifica, debido a que por un lado, la actividad de
laa peroxidasas naturales de los sueros analizados, sobre to-
do en aquellss miestras hemolizadas, fue inhiblida por la adi-~
cién de la azida (Sparrow y Williemms, 1986; Lim, 1988) y por
otro, a gque es posible diferenciar claramente un suero posi-
tivo de unc negativo, vya que al no existir anticuerpos espe-
e¢ificoe en la muestra en cantidad suficiente tanto éstos como
las inmunoglobulinas no especificas no se pegan al Bsistema.
Por Gltimo, ¥ a diferencla de la prueba de ELISA, los resul-

tados pueden ser detectados a simple vieta.

La wutilidad de la prueba de TIA-KLISA como herramienta
para la deteccién de anticuerpos en enfermedades infecciosas
v parasitarias, quedd demostrada con los resultados obtenidos
tanto con el fluido vesicular de cisticercos de Taenia go-
Jium, como con otros antigenos derivados de hongos, proto-
zoarics y de otros helmintos. Para el serodiagnéstico de
la cinticercosis, TIA-ELISA fue comparable con ELISA, tal co-

mo sefiala la evaluacién serolégica y la correlacidén lineal
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existente entre }los resultados de ambas pruebag. Las Beme-—
Janzas pueden per mas aparentes que reales, ya que es posi=
ble gque esto no refleje mds que las diferencias en reactivi--
dad (3 diluciones) obtenidas durante 1la titulacion de anbti-
cuerpos menciocnada en la estandarizacién con BSA. De cual-
quier manera, loe repultadoe de TIA-ELISA con sueros de iIn-
dividuos con o sin cisticercosis, y al igual que en ELISA,
son facilmente diferenciables cuando se analiza la respuesta
por grupo de suercs, como se establece en la comparaclén gré-
" fica de repultados hecha con el método de Dice y Leraas

(19386).

S1 bién existieron algunas diferencias entre los titulos
codificados y los intervalos de UAC’s obtenidos con los sue-
rog de cisticercosos, éstas nunca fuercon mis alli de un titu-
lo codificado, y el hecho de que se obtuviera una correlacién
estrecha entre estas unidades de medida cuando fueron anali-
zadas en forma agrupada, sefiala, por un lado, que puede ser
indistinto utilizar cualquiera de estas unidades para regis-
trar los resultados y por otro, sugiere que en TIA-ELISA, 1la
intensidad de color en las zonas esperadas de reaccién, pro-
bablemente no se deba a la presencia de anticuerpos de alta
afinidad wunidoe al antigeno inmovilizado a la placa (Holm—
gren y Svennerholm, 1873) sino mas bién, a diferencias en la
concentracién de anticuerpos (Lange at al., 1981). Existen
evidencias que apoyan este concepto en 1os estudios hechos

con DIG-ELISA en oncocercosis (G6mez-Priege y Valdéz-Ber-
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. mudez, 19861).

La  sensibilidad diagnéstica de TIA-ELISA y ELISA obte-
nida en este ﬁrabado (98.B5 X y B6_.2 X respectivamente}, re-
Bu;té mayor & al menos quedd comprendida dentro de los in-
tervalos de sensibilidad que han mostrado DIG-ELISA y ELISA
en ‘el serodiagnéstico de 1la cisticercosis (Cuadro 1).
Dichos valores han variado del 33.3 al 96 X, y el origen de
esta variscién se encuentra en el antigeno utilizado (excd~
lex, fluido veslicular o extracto total); el grado de purifi-
cacién; tipo de muestra analizada, dilucién y por ultimo, de
la prevalencia de cisticercosis en el drea de donde provinie-—
ron las muestras en estudioc (Arambulo gt pl., 1978; Diwan et
al., 1982; Eopinozma et al., 1986; Larralde et al., 1986;
Baily et al., 1988; Go6mez-Priego y Gutiérrez, 1892; Diaz et
al., 1992). Por otro lado, parece ser que para buscar anti-
cuerpos anticisticerco en el suero 6 en LCR, el fluido vesi-
cular crudo 6 parcialmente purificado parece mer el més ade—
cuado por presentar buena sensibilidad ¥ adecuada especifi-
cidad en cualquiera de las pruebas utilizadas para el sero-
diagnéstico de la cisticercosis {Flisser gt al., 1975, 1879,
1680; Larralde ak al., 1986; Gémez-Priego y Gutiérrez, 1982).
En eate mentido, los resultados presentados aqui, aportan da—

tos confirmativos para este concepto.

1.Gomez~Priego, A., Valdéz~Bermidez, O.A. (1986). Cuantificacién
de anticuerros en la oncocercosis con la prueba de DIG-ELISA.
Pdg. 46. En: Acevedo-Hernéndez, A. y Gémez-Priego, A. (Eds.). Me=
morias del VII Congreso Nacional de Parasitologia. Puebla, Pue-
bla. México. .

a9



En cuanto a la especificidad, loe autores informan de
muchap varlaciones, las cuales también han sido dependientes
del antigeno utilizado y né menos importante, de los crite—~
l.‘i.(?ﬂ empleados para la evaluacién serolégica, en eespecial de
la'\prevalencia de la enfermedad o de la probabilidad que ten-
gan los individuos incluidos en el grupoc de sujetoe normales
de padecer cisticercosis (Larralde ot al., 1966; Bally gt
al., 1988). Como sefialan Larralde y sus colaboradores
(1988), el umbral de positividad para una prueba serodiag-
néstica y la prevalencia de 1la enfermedad en 1la poblacién
que se esotudia, muy eepecialmente en la que se usa como tea—~
tigo nepative para la prueba, tienen un valor preponderante.
Si esto se cumple, las eatimacionesa de sensibilidad, especi-
ficidad y sobre todo del valor de prediccién, quedan montadas
sobre bases firmeas y por tanto, apropladas para cualquier
comparacién, yan que por ejemplo, en los paises en desarrollo
la frecuencia e incidencia de enfermedades parasitarias, tan—
to en aquellas con evidencias clinicas como en las asintomd-
tican, es comparativamente mds alta que la encontrada en los
paises induatrializados. Esto se traduce en una alta con-
centracidén de inmunoglobulinan séricas, tanto especificas co-
mo inespecificas que eventualmente pueden interferir en el
resultado de la reacclién serolégica que se estudla (Gémez-
Priego y Schlié-Guzmén, 1978). Por estas razones, en el
presente trabajo se utilizaron como testigo negative, sueros
de nudattﬁ/‘sanos y 8in ningin dato clinico sugestivo de cis-
ticercosin, todos los cuales tenian las mismas poeibilidades

de 1infeccién por otras enfermedades infectocontagicsas y
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parasitarians, amsi como nivelems socloeconSmicos y hébitos
higiénicos asemejantes a los de los individuos con claticer-
cosis (datos no mostrados), por 1o que ambas poblaciones son
comparables. De acuerdo con estas consideraciones, esten
prusbas pueden ser utilizadas con un alto grado de confiabi-
lidad en México y en otros lugares donde la cimticercosis es

endémica.

Las diferencias obaservadas en sensibilidad y especifi-
cidad, al igual que en el valor predictivo, pueden ser el re-
flejo de las discrepancias en la re.acbivldad de lae pruebas
mostradas en la Tabla X y en la Figura 13. Estos resultados
sefialan que TIA-ELISA puede tener una alte proporcion de fal-
sos positivoem © que ELISA detecta una mayor cantidad de casos
en forma de falsos negativos, lo que de una u otra menera,
ruede influir en la determinacién de si la prueba es o né de
utilidad para detectar al individuo cisticercoso. Tales dia-
crepancias son, sin embargo, elementos insuficientes para ca-
lificar o descalificar la utilidad de eatas pruebas para el
serodiagnéstico de 1la ciaticercosis, mas bién sairven para
orientar la decisién de qué es lo que me demea sacrificar: 1la
egpecificidad o la seneibilidad, lo cual depende a su vez,
del uso que se le quiera dar a la prueba. Por ejemplo, para
hacer un diagnéstico individual la sensibilidad es fundamen-
tal, mientras que para realizar un estudlo o encuesta serolé-
gica 1la especificidad es shora lo que adguiere mayor impor-
tancia y es por eato por lo que se deben considerar los va-

lores porcentuales derivados de la evaluacidn serolbgica.
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Por< otro lado, como establscen claramente Voller y DeSavigny,
{1981); Morrow, (1881) y Méndez et al., (1984), es précti-
camente imposible obtener valores de sensibilidad, especifi-
c¢idad y reactividad absolutos para una prueba diagnosatica, ya
que- todos ellos dependen de factores inherentes a la prueba
en 8i, al antigeno utilizado en ella o a al rigor usado para
la evaluacién de la misma. Por ejemplo, el umbral de posi-
tividad de BELISA y de la hemaglutinaclén indirecta, cuando se
determiné con una muestra de sueros de individuos normales
residentes en una poblaclén ne endémice de cisticercosis, fue
menor que el obtenido con sueros de una poblacién donde esta
enfermedad es frecuente (Larralde et al., 1986), lo que rea-
firma la importancia de la poblacién donadora de las mues-

trae usadas como testigo negativo al evaluar la prueba.

La utilidad de TIA-ELISA con otros sistemas antigeno-
anticuerpo hom6logos, quedd demostrada en los experimentos de
deteccién de anticuerpos en el suero de humanos infectados
naturalmente o de animales hiperinmunizados experimentalmente
en el laboratorio con esos antigenos. El hecho de que se
obtuvieran resultados diferentee con respecto a la solucién
amortiguadora, sin importar la naturaleza quimica de los com-
ronentes de los antigenos ni su complejidad, no hace mas que
reforzar lo indicado anteriormente, en el sentido de que hay
que estandarizar el ensayo para cada sistema antigenc-anti-
cuerpo. Ademédns, es evidente que esta prueba tiene amplias
posibilidades de ser utilizada en el serodiasgnéstico de prdc-—

ticamente todas las enfermedades infecciosss y parasitarias
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donde la deteccién de anticuerpos sea un procedimiento alter-
nativo. A este respecto, es conveniente mencionar que en
las pruebas serol6dicas que utilizan cajas de Petri de plés-
tico como soporte s6lido para el ensayo, se ha informade del
éxito pars detectar anticuerpos contra 17 antigenos en TIA, 5
en DIG-TIA y 16 en DIG-ELISA (Elwing et al., 1977, Elwing ¥y
Nygron, 1979; Jeansson ot al., 1979; Lange et al., 18B1;
Iemail et al., 1978; Gémez-Priego gt al., 1985), a los que
habria que agregar los B adicionales ensayados agui con TIA-
KLISA.

La susencia de reactividad de TIA-ELISA con €l antidgenc
de Inypanoscma cruzi, no deja de llamar la atencién, va que
esta negativided fue consistente, independientemente de que
Be cambiara el amortiguador, la concentracién del antigeno 6
la dilucién de los sueros o del conjugado. Esto contrasta
con lo informado por Nileson y Voller (18B82), quienes traba-
Jando con un extracto crudo preparado a partir de epimasti-
gotes de T. cruzi crecidos en cultivo, encuentran una corre-
lacién estrecha entre ELISA y TIA (DIG-TIA) con aueros de
personas residentes en Brasil. Lamentablemente, no indican
1la concentracién del antigenc, sunque para DIG-TIA, mencionan
que fue diluido 1:50 en =msalina. Eeto puede tener importan-
cia por qQue, como se menciond antes, hay diferencias notables
entre la concentracién del antigeno utilizado en TIA-ELIGA y
DIG-TIA (3 pg y 200 pg/ml respectivamente), por lo gque pudie-
ra ser que los remultados negativos obtenidos con la primera

de esas pruebas, pudiera deberse a la baja concentracién de
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antigeno (50 jpg/ml). Debido a lo 1limitado del material
antigéhico vy de loa suercs disponibles para este estudio, no
pudieron hacerse experimentos adicionales para determinar 1la
razén de esta negatividad. A reserva de que esto ae hage
en un futuro, por el momento solo se puede decir que eptos
resultados refuerzan la sugerencia de que la prueba se debe
estandarizar con cada sistema antigeno-anticuerpo utilizado,

para obtener las condiciones Sptimas del ensayo.
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CONCLUSION

Considerando las grandes similitudes en los wvalores
porcentuales obtenidos en la evaluacién serolégica en ambas
pruebas ¥y el alto grado de concordancias, TIA-ELISA puede ser
una prueba tan efectiva ¢ mis gque la de ELISA para la detec-—
cién de anticuerpos séricoe en la cisticercosls humena, con
amplias posibilidades para su aplicacién en estudlos epide-
mioldgicos o de diagnéstico individual de esta enfermedad pa-
raslitaria. Ademds, hay que recalcar que para su implemen-
tacién, TIA-ELISA no necesita materiales o equipo especla-—
lizado, costoso o de dificil obtencidn, como sucede en las
pruebas de EITB y ELISA (papel de nitrocelulosa, equipo para
electroforesis vertical y de tranasferencia para el primero;
placas de poliestireno y lector para la segunda), ni tampoco
es necesario un adiestramiento especializado. Esta simpli-
cidad para su implementacion, la hace especialmente adecuada
para que se aplique en cualquier laboratorio clinico, va aue
su costo final es reducido por utilizar cajas de Petri de fa-
bricacién nacional y por que el equipo necesario se encuentra
normalmente en cualquier laboratorio. Finalmente, una ven—
taja adicional gue pudiera tener TIA-ELISA dentro de la in-
vestigaciém serolégica de la cisticercoasis o de otras enfer-
medadea micdéticas o parasitarias, es la posibilidad de con-
servar la evidenclia del resultado en forma permanente, para
lo cual, es suficiente dejar secar la capa de gel que contle-
ne el resultado de la reaccién, ya sea separdndola de la caja

de Petri o dejandola en ella.
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