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RESUMEN
AVILA GARCIA MALLELY CAROLINA; Evaluacién de la
capacidad predictiva de inmunoensayos (ELISA) para el
diagnéstico de la neurocisticercosis (bajo la direccién de: Dra.

Edda Sciutto Conde).

El objetivo de este estudio fue la deteccion de antigeno de secrecion
HP10 y anticuerpos anti-cisticercos en muestras pareadas de liquido
cefalorraquideo (LCR) y suero, de 58 pacientes del INNN con expedientes
clinicos y estudios radioldégicos de Tomografia y Resonancia magnética. Se
encontr6 que 43% de los pacientes eran mujeres y 57% hombres; su
procedencia fue del Estado de México y D., F. principalmente. En los estudios
radiolégicos se encontrdé que el 54% de los casos tenian parasitos en un solo
estado (coloidal, degenerado ¢ calcificado), mientras que 46% tenian estados
diferentes. El analisis del LCR presentd hiperproteinemia, pleocitosis,
hipoglucemia, neutrofilia, eosinofilia y linfocitosis. La sensibilidad que presento
el ensayo de ELISA fue similar en ambas muestras, pero se encontraron
diferencias dependiendo la forma y localizacion de parasito. Se encontré que
tenian anticuerpos el 100% de los pacientes del medio rural y solamente el
60% del medio urbano (P<0.04). Se encontré una relacion al determinar
antigenos con: edad del paciente (P<0.001), localizacion del parasito en el
ventriculo, asi como en espacio subaracnoideo de la base (P<0.02) y estado
vesicular (P<0.004). La celularidad en LCR fue estadisticamente significativa
en ambas muestras (P<0.02).

Palabras clave: Taenia solium, neurocisticercosis, ELISA, antigeno, anticuerpo.



1. INTRODUCCION

1.1 Historia

Desde la cultura egipcia y griega se identificaron a los gusanos
intestinales. Hipdcrates, Aristoteles y Teofrasto los llamaron “gusanos planos”
por su similitud a cintas o listones, mientras que Celso, Plinio el Viejo y Galeno
las denominaron “lumbricus latus” que significa gusano ancho. Posteriormente,
Aristoteles observa que hay vesiculas similares al granizo en musculo de
cuello, espalda y la lengua del cerdo. Laenec les da el nombre de cisticerco,
palabra que proviene del griego Kistic: vesicula y colay: cola. En 1683 Tyson
descubre la cabeza de las tenias y hasta 1853 cuando Van Beneden alimenta a
un cerdo con huevos de Taenia solium, demuestra en la necropsia el desarrollo
de cisticercos en la carne. Dos anos después Klichenmeister extrajo cisticercos
de carne de cerdo y los colocé en el alimento de algunos convictos
sentenciados a muerte, con la identificacion de tenias en el intestino de estos,
propone que las tenias se desarrollaban a partir de los cisticercos. La
enfermedad se refiere como parasitaria en 1698 cuando Malpighi descubre el
escOlex y la naturaleza animal de los cisticercos y Goeze reconoce su

naturaleza helmintica (Flisser et al., 1997; Camacho, 2005).

1.2 Situacion actual

La neurocisticercosis (NC) es una enfermedad comun en los paises
subdesarrollados de América, Asia y Africa, en donde se reporta como la
principal causa de epilepsia en el mundo, representando un serio problema de
salud publica e impacto econémico. En nuestro pais, se estimé una

seroprevalencia global del 1.2% siendo las regiones centro-occidental y



sureste las mas afectadas. En pacientes hospitalarios se reporta de 2.8-3.6%
como casos de autopsias y como la causa de muerte del 0.6-1.5%. Fleury y
colaboradores encontraron en el |Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia del D.F. que la NC es la causa del 9% de las admisiones
hospitalarias, 50% de las convulsiones en pacientes adultos y del 10-13% de
craneotomias. Las condiciones que se encuentran en poblaciones rurales
donde los cerdos deambulan libremente y pueden tener acceso a heces
humanas contaminadas con huevos de T. solium, aunado a los malos habitos
o a la falta de higiene personal, malas condiciones sanitarias, falta de agua,
letrinas, contaminacion de los alimentos y la venta clandestina de carne
contaminada por el cisticerco de T. solium hacen que se favorezca la
permanencia del ciclo y que no se tenga un dato preciso sobre la situacion
actual (Martinez, 1991; Larralde et al., 1992; Fleury et al., 2001; Carpio et al.,

2002; Sciutto et al., 2003).

1.3 Taenia solium

La clasificacién taxondmica de este parasito es la siguiente:
PHYLUM: Platyhelminthes
CLASE: Cestoda
ORDEN: Cyclophyllidea
FAMILIA: Taeniidae
GENERO: Taenia

ESPECIE: Taenia solium (Cysticercus cellulosae)



Anatémicamente, T. solium esta conformada por una cabeza llamada
escolex que posee cuatro ventosas y un rostelo con una doble corona de 22 a
32 ganchos, estos le ayudan a mantenerse anclada a la pared intestinal. Hacia
la parte caudal se encuentra el cuello, formado por células germinales
encargadas de producir proglotidos hermafroditas (estrobilizacién), que
formaran el cuerpo, alcanzando una longitud de hasta 8 metros. Los proglétidos
mas cercanos a este sitio son los inmaduros, después se encuentran los
maduros y en la parte final los gravidos que pueden llegar a contener de 60 000
hasta 100 000 huevos. Los portadores liberan al medio ambiente
aproximadamente de 2 a 5 segmentos de 2 a 3 veces por semana (Flisser et
al., 1997; Sarti et al., 1998; Cordero, 1999; Sciutto et al., 2003; Quiroz, 2005).

El cisticerco o metacestodo es una vesicula esferoide o alargada, de 0.5
a 2 cm de diametro, llena de liquido con un embrion hexacanton en su interior
que puede encontrarse en diferentes estados: cisticerco vesicular cuando el
parasito es viable, el escélex invaginado mide de 4 a 5 mm y se encuentra
dentro de una capsula con fluido vesicular traslucido; cisticerco coloidal cuando
ocurre una degeneraciéon hialina de la larva y el fluido vesicular pierde la
transparencia; cisticerco granular, cuando comienza la necrosis y el escolex se
observa como un granulo mineralizado y cisticerco calcificado, cuando el tejido

de granulacién es remplazado por estructuras colagenosas y calcificadas.



1.4 Ciclo de vida

Al ser ingerido el cisticerco por el humano (huésped definitivo) y ponerse
en contacto con enzimas proteoliticas y sales biliares, el escdlex evagina
fijando sus ventosas y ganchos a la pared intestinal a fin de que comience a
crecer hasta convertirse en una tenia adulta con la capacidad de liberar
proglétidos maduros (Figura 1). La teniasis causa desordenes menores como
anorexia, indigestion crénica y diarrea. Cuando los huevos llegan al suelo y son
ingeridos por el cerdo (huésped intermediario) la oncésfera es activada por las
sales biliares y enzimas proteoliticas, penetra a la pared intestinal y viajar por
circulacién sistémica hasta llegar a musculo esquelético y sistema nervioso
central (SNC) principalmente, donde se transforma en metacestodo;
generalmente no existen manifestaciones de la cisticercosis, ya que los cerdos
son sacrificados antes de que se observen, pero de no ser asi pueden
presentar dificultad para respirar, marcha rigida y vacilante, trastornos en la
prensiéon, masticacion y deglucion, paralisis lingual, ademas de afeccion a SNC.
Si el agua o alimento estan contaminados con huevos de T. solium y son
ingeridos por el humano, la oncdsfera migra a SNC, musculo esquelético, ojo y
tejido subcutaneo principalmente, el establecimiento en SNC causa la NC, que
es la forma mas frecuente y severa en el humano (De Aluja et al., 1987; Flisser
et al., a) 1989, b) 1997; Cordero, 1999; Sciutto et al., 2003; Imirizaldo et al.,

2004; Mark et al., 2005).
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Figura 1. Ciclo de vida de T. solium

En el SNC el cisticerco se puede encontrarse en las siguientes formas:
1) forma ramosa es poco frecuente, puede medir hasta 100mm de diametro y
se situa en el espacio subaracnoideo (SA) de las cisternas de la base y/o
ventriculos, y 2) cisticerco celuloso de forma oval redondeada de tan solo 4-
20mm, ubicado generalmente en parénquima y espacio SA de los surcos

cerebrales.

Los parasitos vesiculares pueden en ocasiones ser muy bien tolerados y
la sintomatologia se manifiesta conforme va degenerando el parasito,
fendbmeno que se acompana de una reaccion inflamatoria. Las manifestaciones

de la NC son diversas y los problemas clinicos dependen del estado del



parasito (vesicular /calcificado), la localizacion (ventricular o SA de la base
/parenquimatosa o SA de los surcos) y el tipo de respuesta del hospedero.

Las formas mas graves ocurren cuando el cisticerco se localiza en el
espacio SA de la base o en los ventriculos en donde puede generar
aracnoiditis, meningitis, vasculitis o hidrocefalia, como respuesta a una
obstruccion del liquido cefalorraquideo (LCR), compresidn mecanica o
inflamacion. La localizacion en el parénquima, usualmente se asocia a una
degeneracion del parasito que se acompafia de una reaccidén inflamatoria
frecuentemente localizada y con ausencia o escasa sintomatologia (Corona et

al., 1986; Carpio, 2002; Singhi et al., 2004; Imirizaldo et al., 2004).

1.5 Diagnostico

Por su gran heterogeneidad en la sintomatologia y respuesta
inmunoldgica, el diagnéstico de la NC no es facil; por ello, Del Brutto y
colaboradores proponen incluir 4 criterios para el diagndstico, que comprenden:
1) la historia clinica, 2) estudios radiolégicos, 3) estudios inmunoldgicos y 4)

datos epidemiolégicos (Del Brutto et al., 2001).

1.5.1 Estudios radiologicos

Los métodos de diagndstico utilizados en medio hospitalario son la
resonancia magnética nuclear (RMN) y tomografia axial computarizada (TAC),
las cuales presentan una sensibilidad (Sen) superior al 90%, permiten registrar
la evolucién del parasito y su respuesta al tratamiento. La TAC es la técnica de
primera eleccién en pacientes sospechosos a NC, tiene las ventajas de ser

seguro, preciso y no invasivo con un grado de certeza del 97%, de gran utilidad



en el diagndstico sobre todo de la NC parenquimatosa, permitiendo identificar
el numero y localizacién de la lesion; ademas detecta con mayor precision las
calcificaciones. Como estudio complementario se recomienda la RMN, técnica
invasiva, que permite detectar quistes subcorticales y subaracnoideos de la
fosa posterior, es superior en Sen que la TAC en intraventriculares y
subaracnoidea, muestra el contenido liquido cuando el parasito aun esta vivo y
ayuda a identificar regiones con edema asociadas a la parasitosis. Sin
embargo, estos procedimientos son costosos e inaccesibles en areas
endémicas (Flisser et al., 1989; San Esteban et al., 1997; Fleury et al., 2003;

Camacho, 2006).

1.5.2 Estudios inmunoldgicos

Respecto a los métodos seroldgicos, su desarrollo y perfeccionamiento
han contribuido al conocimiento de la NC. Los ensayos mas utilizados son
EITB (enzyme-linked immunoelectrotransfer blot), que emplea una fraccién
enriquecida de glicoproteinas purificadas de un extracto crudo del cisticerco,
por ello no presenta reaccién cruzada, reportando un 98% de Sen en suero y
95% en LCR, ademas de una especificidad (Esp) del 100%; sin embargo es
una prueba costosa y compleja que requiere de equipo especial. ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) tiene como caracteristicas el ser rapida
y economica, por ello es utilizada como prueba rutinaria para confirmar el
diagndstico, detectando anticuerpos y antigenos circulantes del parasito, que
nos permite identificar la existencia de una exposicién previa y/o la presencia
de parasitos viables (Tsang V et al., 1989; Flisser et al., 1997; Fleury et al.,

2003).



1.6 Tratamiento

Dependiendo del cuadro clinico del paciente, la viabilidad, localizacion
del cisticerco y caracteristicas anatomopatolégicas existen diferentes
tratamientos, con los cuales no siempre se controla la enfermedad, por eso se
recurre a dar varios ciclos y/o intervenciones quirurgicas. En el tratamiento
sintomatico esta indicado el uso de cesticida (prazicuantel o albendazol,
principalmente), antiepilépticos, analgésicos y corticosteroides. El tratamiento
quirurgico esta enfocado a la exéresis del cisticerco o derivacién de LCR, se
emplea cuando el tratamiento cesticida no fue efectivo y/o cuando existe una
obstruccion, compresion o hidrocefalia (De Aluja et al., 1987; Flisser et al.,

1989; Sarti, 1997; Tibor, 1998; Imirizaldo et al., 2004; Canas et al., 2005).
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2. ANTECEDENTES

Considerando la limitante que existe a estudios imagenoldgicos en
comunidades rurales, resulta de gran importancia en empleo de estudios
inmunoldgicos. Por esta razon técnicas de ELISA basadas en la deteccion de
anticuerpos y antigeno pueden ser aplicadas para el diagnostico de la NC.
Diferentes estudios han reportado la presencia de anticuerpos especificos IgG
principalmente, aunque también se pueden encontrar IgM, IgA, e IgE en
pacientes con NC (Bueno et al., 2000; Machado et al., 2002; Odashima et
al.,2002), estos anticuerpos permanecen por largo tiempo, aun después de la
destruccion del parasito, por ello el encontrarlos nos indica una exposicion
previa al parasito y no necesariamente la infeccidén activa, el inconveniente de
Su uso es la aparicion de reacciones cruzadas con otros helmintos, debido al
empleo de extractos de cisticercos de T. solium (escolex, membrana) y fluido
vesicular. Diversos autores reportan diferencias de Sen y Esp dependiendo del
tipo de muestra, estado y numero del parasito. Corona T. (1986) encontrd, en
pacientes positivos a NC por TAC, una Sen del 80% en muestras de LCR y
75% en suero de aquellos pacientes que presentaban NC benigna (parasitos
degenerados, alojados en el parénquima y con escasa reaccion inflamatoria) y
93% en ambas muestras, en aquellos que cursaban con cisticercosis maligna
(parasitos vesiculares, localizados en los ventriculos y con gran reaccion
inflamatoria); con alto grado de Esp (100% en LCR y 90% en suero). Por su
parte Fleury (2001) reporté que la Sen aumenta con la presencia del parasito
vivo (71% en suero y 79% en LCR), mientras que cuando no se toma en
cuenta el estado del parasito disminuye (54% en suero 'y 73% LCR), la Esp no

cambié con respecto a la forma pero si con la muestra, siendo de 91% en
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suero y 100% en LCR. Proafio (2002) descubrié que el numero de cisticercos
influye en la Sen de la prueba; asi en infecciones multiples la Sen es superior
(561.6% en suero y 78.1% en LCR) que si se presenta en forma unica (36.7%
en suero y 63.3% en LCR), pero se reduce cuando el parasito esta calcificado

(33.3% en LCR).

Harrison y colaboradores en 1989 encontraron cuatro anticuerpos
monoclonales (IgM) que denominaron mAbs HP7, HP8, HP9 y HP10; los
cuales fueron capaces de detectar determinantes antigénicos presentes en la
mayoria de las glicoproteinas de superficie y de los componentes de la
secrecion-excrecion del metabolismo del metacestodo viable de T. saginata,
interesantemente HP8, HP9 y HP10 presentaron reaccion cruzada con T.
solium, por su gran sensibilidad y estabilidad, HP10 se considero como el
mejor para su desarrollo. Existen diversos autores que mencionan el uso de
HP10 en LCR; Correa y colaboradores (1989) encontraron una Sen del 72%,
en pacientes con NC, pero fue hasta el afo 2003 cuando Fleury vy
colaboradores trabajando con pacientes compatibles a NC por TAC y RMN, le
dan la importancia al estado y numero de parasitos asi como a la inflamacion
del LCR, encontrando una Esp del 98% con 100% de Sen, cuando los
pacientes cursaban con NC activa mientras que 0% cuando era inactiva;
también observan que la Sen aumenta, de 33% en LCR no inflamado a 94%
en inflamado y de 33% en cisticercosis unica a 85% en cisticercosis multiple;
por su parte Bobes (2006) le da trascendencia a la localizacion del parasito en
el SNC, obtiene 87.5% de Sen cuando los parasito se encuentran en el

espacio SA de la base o ventriculo, con un 96% de Esp en pacientes
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compatibles a NC. Del uso de muestras de suero se conoce poco, Garcia y
colaboradores (2000) reportan una Sen de 85% en pacientes con cisticercos
viables y observan que disminuye a 65% cuando los pacientes presentan en
estudios de TAC un cisticerco viable.

Por tal motivo resulta de interés conocer si aquellas caracteristicas que
afectan a la sensibilidad en LCR puedan presentarse en suero, pero con la
gran ventaja de que la toma de muestra de suero resulta ser mas sencilla que
la del LCR y con esto se aprovecharia el potencial de los inmunoensayos como

herramienta para la identificacion de posibles casos de NC.
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3. HIPOTESIS

La deteccidén de anticuerpos anti-cisticerco y del antigeno de secrecion
HP10 en suero, apoya el diagnéstico de la neurocisticercosis con alta

sensibilidad y especificidad.
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4. OBJETIVO

4.1 General

Evaluar los ensayos de ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-
cisticerco y la detecciéon del antigeno de secrecion HP10 en muestras
pareadas de liquido cefalorraquideo y suero, para el diagnostico de

neurocisticercosis.

4.2 Particulares

4.2.1 Describir las caracteristicas de los pacientes incluidos en el
estudio segun sus expedientes clinicos.

4.2.2 Evaluar el ensayo de ELISA para la deteccidén de anticuerpos anti-
cisticerco de T. solium en muestras de liquido cefalorraquideo y suero.

4.2.3 Evaluar el ensayo de ELISA para la deteccion de antigeno de
secrecion HP10 de T. solium en muestras de liquido cefalorraquideo y suero.

4.2.4 Correlacionar los resultados obtenidos con la informacion de los

expedientes clinicos.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Muestra

Se realizé un estudio retrospectivo de un conjunto de 58 pacientes que
acudieron durante los afios 2003 al 2005 a consulta externa en el Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNN, D.F.);
en donde se colectaron muestras pareadas de suero y liquido cefalorraquideo
de todos los individuos incluidos en el estudio. Analizando sus expedientes
clinicos y estudios radiolégicos de Tomografia Axial Computarizada y/o
Resonancia Magnética Nuclear; de los 58 individuos incluidos y de acuerdo al
criterio de diagndstico del INNN, 48 pacientes resultaron compatibles con NC,
en 5 se descartd neurocisticercosis y se incluyeron como controles no-
neurocisticercosos y en 5 no se pudo establecer con certeza el diagndstico con

base en los estudios radioldgicos y clinicos.

5.2 Ensayo de ELISA

Se estandarizaron pruebas de ELISA para detectar anticuerpos anti-
cisticerco y antigeno de secrecion HP10 en muestras de humano. Todas las
muestras se colocaron por duplicado en placas de 96 pozos, con controles
positivo, negativo y blanco en cada placa utilizada en el estudio.

El valor de corte para cada ensayo fue determinado con base en los
resultados obtenidos del grupo control negativo, empleando la media de este
grupo mas dos desviaciones estandar. Las muestras mayores al valor de corte
se consideraron positivas: 0.05 en LCR y 0.08 en suero para la deteccion de
anticuerpos anti-cisticerco y 0.00 en LCR y 0.07 en suero para la deteccién del

antigeno HP10.
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5.2.1 Deteccion de anticuerpos anti-cisticerco

Se sensibilizd la placa con 100 ul/pozo de fluido vesicular de T. solium
(1ug/pozo) en buffer CO3 pH 9.5, se incubd toda la noche a 4°C y se lavo con 4
ciclos de PBS- Tween 0.3%. Se adicioné 100 pl/pozo de la muestra diluida 1:10
(LCR) y 1:500 (suero) en PBS 1x BSA 1% Tween 0.3%, se incub6 por 30min. a
37°C. Posteriormente, se lavo y adiciond el conjugado a IgG humana fosfatasa
alcalina en PBS 1x BSA 1% Tween 0.3% en una diluciéon 1:4000 y se incubo
durante 30 min. a 37°C. Se lavo y adiciond6 100 pl/pozo de substrato
Paranitrofenilfosfato (1ng/ml) en buffer de dietanolamina y se incubé durante
40min a 4°C. La reaccién se detuvo con 100 pl /pozo NaOH 2M, a 4°C y se
determind la densidad o6ptica (D.O.) a 405nm. en un lector de placas para

ELISA (Versa max aunable. Molecular Devices).

5.2.2 Deteccion del antigeno de secrecion HP10

Las placas fueron sensibilizadas con 100 ul/pozo de mAb HP10 (1ug
/pozo) en buffer de boratos pH 8.2, durante toda la noche a 4°C.
Posteriormente se bloqued con 100 ul/pozo de PBS 1x BSA 1% Tween 0.05%
durante una hora a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas durante 4
ciclos con 200 pl/pozo de NaCl 0.9%-Tween 0.05%. Se adicioné 100 ul/pozo de
la muestra sin diluir y se incub6 durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se
lavé y se adicion6 el homologo biotinilado mAb HP10 en PBS 1x BSA 1%
Tween 0.05% a una diluciéon 1:1000 y se incubo durante 30 min. a 37°C.
Después del lavado se adicion6 el conjugado de estreptoavidina-peroxidasa
(Zymed Laboratories Inc.) en PBS 1x BSA 1% Tween 0.05% a una dilucién

1:6000, se incubd durante 30min a 37°C, posterior al lavado, la placa fue
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revelada con 100 pl/pozo de sustrato Tetramethylbenzidine (TMB) (Zymed
Laboratories Inc.). La reaccion se detuvo transcurridos 10 min. con 100 pl /pozo
de H,SO4 al 0.2M a una temperatura de 4°C y se determind la D.O. a 450nm,
usando un lector de placas para ELISA (Versa max aunable. Molecular

devices).

5.3 Analisis estadistico

Los datos fueron procesados en Excel (Microsoft) y analizados en SPSS
10.0 para windows utilizando las pruebas X2 para estado y localizacion del
parasito asi como medio de procedencia 'y sexo de los pacientes y T-student
para edad y celularidad; se consider6 como diferencia estadisticamente
significativas cuando P<0.05. La Sen, Esp, el valor predictivo positivo (Vp*) y el
valor predictivo negativo (Vp’) fueron determinadas de acuerdo al siguiente

esquema (Sanchez-Vizcaino et al., 1987; Kahl-Martin, 1990):

. o Diagnéstico por historia clinica
Diagnéstico por el ensayo

de ELISA y radiologica

Positivos Negativos
Positivos A B
Negativos C D

A: Verdaderos positivos
B: Falsos positivos
C: Falsos negativos

D: Verdaderos negativos



Donde:

Sensibilidad = A

A+C

Especificidad= D

B+D

18

Valor predictivo positivo =

Valor predictivo negativo =

A

A+B

D
C+D
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6. RESULTADOS
6.1 Descripcidn de los pacientes con base en el expediente

6.1.1 Sexo y edad

43% de los pacientes fueron del sexo femenino y 57% del masculino.
Los individuos incluidos en este estudio tuvieron un rango de 18 a 60 afos de
edad con una media de 36.5 + 12.7 para el sexo femenino y 39.2 + 12.8 para el
masculino. El 40% presento una edad menor a 30 afios, 38% entre los 31 y 50

afos y 22% mayor a 50 afos.

6.1.2 Escolaridad y ocupacion

En 36 pacientes registraron datos escolares. El 3% no fue a la escuela,
43% realizaron estudios de primaria, 35% de secundaria, 11% de bachillerato,
6% universitarios y 3% de posgrado. La actividad que desempenaban en el
momento del estudio era: 5% estudiantes, 6% profesionistas (ingeniero y
medico veterinario), 13% empleados, 33% con algun oficio (campesino,

mariachi, costurera, carnicero, albafil y mesero) y 43% no tuvieron ocupacion.

6.1.3 Procedencia

La procedencia de los pacientes se distribuy6 de la siguiente manera:

Distrito Federal 32%
Estado de México 37%
Hidalgo, Puebla, Morelos y Tlaxcala 16%

Guerrero, Guanajuato y Oaxaca 16%
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6.1.4 Enfermedades

En la historia clinica ningun paciente present6 cancer, VIH, tuberculosis,
infecciones del SNC, familiares psiquiatricos y fueron negativos a teniasis por
estudios caproparasitolégicos. En 18 pacientes se reportdé 11% alergias, 6%
paralisis facial, 33% diabetes mellitus, 11% dislipidemias, 11% hipotiroidismo,
6% enfermedades articulares, 6% gastritis, 11% hipertension arterial, solo uno
de los pacientes (6%) se determind la presencia de un pariente cercano
(madre) con diagnéstico de NC (calcificaciones en el espacio subaracnoideo de

los surcos cerebrales).
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6.2 Descripcion radioldégica e inflamatoria del liquido

cefalorraquideo

De acuerdo con lo reportado por el INNN, en la TAC y RMN se
presentaron 20 casos con parasitos en un solo estado (13% vesicular, 4%
coloidal y 21% calcificado), mientras que en 17 pacientes el parasito se
encontré en diferentes estados (2% vesicular y coloidal, 28% vesicular y
calcificado y 4% vesicular, coloidal y calcificado) y en 15 pacientes no se
encontrd ninguna lesion. Los cisticercos vesiculares se encontraron multiples
en todos los casos (25), predominando en el espacio SA de la base 56%, por
su parte los coloidales (5) se encontraban tanto en forma unica (2), localizados
en el ventriculo 20%, como en forma multiple, localizados en SA de la base
20% y SA de los surcos 20%. Los cisticercos calcificados (28) se encontraron
unicos en un 25%, multiples en un 71% y en ningun caso se pudo determinar

su localizacion (Cuadro 1).

Cuadro 1

ESTADOS DEL PARASITO POR MEDIO DE TAC Y RM

CANTIDAD (%)

ESTADO LOCALIZACION

Unico Multiples  Indefinido
] 177 (4)
9 118 (4)
Vesicular 3 14/18 (56) 3/7 (12)
(n=25) 4 3/7 (12)
5 1718 (4)
6 2/18 (8)
> 1/3 (20)
Coloidal 3 1/3 (20)
(n=5) 4 1/2 (20)
6 1/2(20)  1/3(20)
C?L‘:':f'zcg)“ 6 7128 (25)  20/28 (71) 128 (4)

1, parénquima; 2, espacio subaracnoideo de los surcos; 3, espacio subaracnoideo de
la base; 4, ventriculo; 5, fisura silviana; 6, indeterminado.
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Por otra parte en 32 pacientes se observd que el 56.3% presentaron

ventriculomegalia o hidrocefalia, el 37.5% aracnoiditis y el 6.3% ependimitis.

Al analizar el liquido cefalorraquideo se observé que solo en el grupo de
pacientes con NC presentaron hiperproteinemia (133+301.6), aumento de
células (28.3+55.9) e hipoglucemia (48.2+19.4); en ambos grupos se encontro,
eosinofilia, neutrofilia y linfocitosis que normalmente no se reportan en LCR de

pacientes sanos (Cuadro 2).

Cuadro 2

PRINCIPALES CARACTERISTICAS DEL LiQUIDO
CEFALORRAQUIDEO

B ARAMETROS MEDIA # D.S. (RANGO) Ngll\{lﬁk )
NC CONTROL

Proteinas  133+301.6 (18-2037): 38.2¢+22.1 (18-76)  <40mg/dl

Células 28.3t55.9 (0-280) i 6.846.8  (0-16)  0-5/mm’
Linfocitos 90.8£20.6  (0-100) : 76%42.9  (0-100)

Neutrofilos 4.0%3. (0-143) | 3.6¢58  (0-14)

Eosinsfilos 0.6+1.0 (0-5) 0.6+1.15  (0-2)

Glucosa 48.24194  (2-102) i 57.2+10  (46-72) 60-80 mg/d|

NC, pacientes con neurocisticercosis.
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6.3 Determinacion de la capacidad diagndéstica del ensayo de

ELISA para la deteccidon de antigeno y anticuerpos

Como se observa en el cuadro 3, la deteccion de antigeno fue mayor en
muestras de LCR, presentando variaciones dependiendo del estado del
parasito y su localizacion, obteniendo una sen del 88.2% en LCR y 82.3% en
suero cuando el parasito presenta la forma vesicular, pero no se encontraron
niveles cuando el cisticerco sufri6 algun dafio (cisticerco degenerado y/o
calcificado). En la localizacion ventricular cuando existe una NC vesicular, el
100% de las personas en LCR y 92.3% en suero resultaron positivas al
antigeno HP10, sin embargo para la localizacion del parénquima no se
encontraron personas positivas. Al detectar los niveles de anticuerpos, se
obtuvo 100% de sensibilidad en ambas muestras en la forma vesicular, asi
como en las diferentes localizaciones; contrario a lo encontrado en HP10, para
la deteccion de anticuerpos en las formas degenerada y/o calcificada, si se

detectaron anticuerpos en ambas muestras (53.8% en LCR y 61.5% en suero).

La especificidad fue del 100% en ambas muestras, al determinar los
niveles de antigeno HP10, mientras que para la deteccién de anticuerpos fue

superior en LCR (100%) que en suero (83%).

En lo referente a la capacidad de la prueba tanto para detectar a los
enfermos del total de positivos (VP*) asi como a los sanos dentro de los
negativos (VP"), la prueba alcanzo 100% del VP™ al detectar antigeno HP10 en
ambas muestras cuando existi6 una NC vesicular asi como una localizacion

ventricular, esta capacidad se observo influenciada con el tipo de muestra al
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medir anticuerpos, siendo del 100% en LCR e inferior al 94.4% en suero. En lo
referente al VP la prueba de ELISA se observaron variaciones dependiendo de
la muestra, tipo de NC y localizacion del parasito al detectar antigenos, pero
fue del 100% al detectar anticuerpos en ambas muestras con excepcion de la

NC degenerada y/o calcificada que present6 44.4%.

Cuadro 3

Determinacién de la capacidad diagndstica de la deteccidon de
anticuerpos anti-cisticerco y antigeno de secreciéon HP10

SENSIBILIDAD (%) Vp* (%) Vp (%)

LCR SUERO LCR SUERO LCR SUERO

Ag Ac A Ac Ag Ac Ag Ac Ag Ac Ag Ac

. 88.2 100 82.3 100 100 100 100 944 714 100 62.5 100
NC vesicular

Ventriculo/ 100 100 92.3 100 100 100 100 92.8 100 100 83.3 100
SA base

Parénquima/ 0 100 0 100 O 100 O 66.6 714 100 714 100
SA surco

NC calcificada 0 538 0 615 0 100 O 88.8 27.7 454 27.7 444
y/o degenerada

Vp*, valor predictivo positivo; Vp", valor predictivo negativo; Ag, antigeno; Ac,
anticuerpos; NC, neurocisticercosis; SA, subaracnoideo.
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6.4 Relacidon entre los niveles de antigeno y anticuerpos de
pacientes con diagndstico de neurocisticercosis con:

6.4.1 Localizacion del parasito

Se detectaron niveles mayores de antigeno HP10 positivos cuando el
parasito se localizdé en los ventriculos o en el espacio SA de las cisternas de la
base 88% en LCR (P=0.005) y 80% en suero (P=0.02), pero no cuando el
parasito estaba alojado en el parénquima. Mientras tanto no se encontraron
diferencias significativas (P=0.71) en ambas muestras al medir los niveles de

anticuerpos especificos en las distintas localizaciones del parasito (Cuadro 4).

Cuadro 4

LOCALIZACION DEL PARASITO DE PACIENTES CON
NEUROCISTICERCOSIS EN RELACION AL NIVEL DE

ANTIGENO Y ANTICUERPOS
MUESTRA ELISA LOCALIZACION POSITIVO NEGATIVO P
Liquido Ag ; 104 3 0.005
cefalorraquideo Ac ; 125 (1) 0.71
Ag ; > 2 0.02
Suero Ac ; 124 (1’ 0.71

Ag, antigeno; Ac, anticuerpo; 1, Parénquima o espacio subaracnoideo de los surcos
cerebrales; 2, Ventriculos o espacio subaracnoideo de las cisternas de la base.
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6.4.2 Estado del parasito

Al buscar si la etapa del parasito se relacionaba con la positividad del
antigeno se encontré que en el estado vesicular las muestras de LCR y suero
fueron positivas 67% (P=0.002) y 60% (P=0.004) respectivamente, ninguna
muestra presentd antigeno cuando el parasito se encontraba calcificado. No se
observaron diferencias significativas, independientemente del estado del
parasito cuando se detectaron niveles de anticuerpos tanto en LCR como en

suero (Cuadro 5).

Cuadro 5

ESTADO DEL PARASITO DE PACIENTES CON
NEUROCISTICERCOSIS EN RELACION AL NIVEL DE
ANTIGENO Y ANTICUERPOS

MUESTRA ELISA ESTADO POSITIVO NEGATIVO P

4 2

1
Liquido Ag 2 0 11 o002
cefalorraquideo Ac 1 3 1 0.13
2 5
Ag 1 3 2 0.004
2 0 11
Suero 1 5 1
Ac ) 5 0.23

Ag, antigeno; Ac, anticuerpo; 1, vesicular; 2, calcificado.
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6.4.3 Celularidad en liquido cefalorraquideo

Como se observa en el cuadro 6, la pleocitosis se asocio
significativamente con la positividad del antigeno y de anticuerpos, detectando

los niveles en ambas muestras (suero y LCR).

Cuadro 6

CELULARIDAD DEL LiQUIDO CEFALORRAQUiDEO’DE
PACIENTES CON NEUROCISTICERCOSIS EN RELACION AL
NIVEL DE ANTIGENO Y ANTICUERPOS

MUESTRA ELISA N MEDIA £ D.S. P
16 63.5+ 85.0

Liquido Ag .30 9.3+56. 0.02
cefalorraquideo + 37 36.14 £ 61.7

Ac - 10 11+1.4 0.001
+ 16 63.8 + 85.3

Suero Ag - 31 10.0 + 15.5 0.02

Ao + 36 36.7+625 0.002

-1 13+15 :

Ag, antigeno; Ac, anticuerpos.
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Como se observa en el cuadro 7, el 100% de pacientes procedentes de

un medio rural presentaron anticuerpos tanto en suero como en LCR, mientras

tanto solo en el 64% de aquellos de medio urbano se detectaron anticuerpos en

LCR y en el 68% en suero. En contraste, solo en el 32% de los pacientes de

medio urbano se detectaron niveles de antigenos tanto en suero como en LCR

y en el 63% de medio rural se detectaron antigenos sin que se encontrara

diferencia estadisticamente significativa.

Cuadro 7

MEDIO DE PROCEDENCIA DE PACIENTES CON

NEUROCISTICERCOSIS EN RELACION AL NIVEL DE

ANTIGENO Y ANTICUERPOS
MUESTRA ELISA MEDIO POSITIVO NEGATIVO P
1 8 17
Liquido Ag 2 5 3 0.12
cefalorraquideo 1 16 9
Ac 2 3 0 0.04
Ag ! ’ 18 0.15
2 4 3
Suero 1 17 3
Ac 2 8 0 0.06

Ag, antigeno; Ac, anticuerpos; 1, urbano; 2, rural.
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Se observd que aquellos pacientes que fueron positivos a HP10 en

ambas muestras tenian una edad de 47110 anos (P=0.001). Las edades

promedio de los pacientes con anticuerpos, no presentaron diferencias

estadisticamente significativas (Cuadro 8).

DISTRIBUCION ETARIA DE PACIENTES CON

Cuadro 8

NEUROCISTICERCOSIS EN RELACION AL NIVEL DE

ANTIGENO Y ANTICUERPOS
N Edad (aios)
MUESTRA ELISA (46) Media + D.S. P
+ 15 47 £10
Liquido Ag g 35 + 11 0.001
cefalorraquideo + 36 40 £12
Ac L 4o 35 + 12 0.3
+ 15 47 £10
Suers Ag gy 35 + 11 0.001
Ac + 35 40+ 12 0.24
- 11 35+ 11 '

Ag, antigeno; Ac, anticuerpo.
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6.4.6 Género

En lo que se refiere a género no se observaron diferencias significativas
entre géneros en los niveles de anticuerpos ni de antigeno determinados. 46%
de hombres y 24% de mujeres presentaron antigenos en LCR, comparado con
el 42% de hombres y 20% de mujeres que lo presentaron en suero (P=0.11). Al
detectar anticuerpos en ambas muestras se encontré que un 85% de hombres

y 71% de mujeres los presenté (P=0.20) (Cuadro 9).

Cuadro 9

GENERO DE LOS PACIENTES CON NEUROCISTICERCOSIS EN
RELACION AL NIVEL DE ANTIGENO Y ANTICUERPOS

MUESTRA ELISA SEXO POSITIVO NEGATIVO P

1 12 14

Liquido Ag 2 5 16 011
cefalorraquideo 1 22 4

Ac 2 15 6 0.27

Ag 1 11 15 0.11
S 2 4 16

uero
Ac ! 23 4 0.20
2 14 6 '

Ag, antigeno; Ac, anticuerpo; 1, masculino; 2, femenino.
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7. DISCUSION

El uso de estudios radiolégicos como TAC y RMN para diagnosticar la
NC, permite determinar el numero, estado y localizacion del parasito, sin
embargo resultan ser costosos e inaccesibles en areas endémicas (Fleury et
al., 2003).

Técnicas de inmunodiagnéstico se han desarrollado con el objetivo de
determinar la presencia de antigeno y anticuerpos (Flisser et al., 1997; Fleury
et al., 2003), siendo la prueba de ELISA el método mas utilizado en donde se
emplean extractos del cisticerco de T. solium y un anticuerpo monoclonal
denominado mAb HP10, que han resultado ser unas herramientas adicionales
para apoyar el diagnéstico y tratamiento de la NC (Garcia et al., 2000; Fleury et
al., a) 2001, b) 2003; Proafo et al., 2002; Dorny et al., 2003; Abraham et al.,
2004; Bobes et al., 2006). En los ultimos afios se ha visto que el antigeno
HP10 es indicativo de una infeccién activa, pero no los anticuerpos que pueden
permanecer en las personas que han estado expuestas al parasito o han
recibido algun tratamiento.

En este trabajo de tesis se establece por primera vez el uso de
muestras de suero y se compara con los resultados obtenidos en LCR de
pacientes neuroldgicos con diagnéstico confirmado de NC. Observamos al
usar suero que la sensibilidad de la prueba es similar a la encontrada en LCR,
pero que la especificidad es superior al detectar anticuerpos en muestras de
LCR; como algunos autores lo mencionan, la presentacion de la enfermedad
modula la presencia de antigeno y anticuerpos, ya que en pacientes donde el
parasito se presentaba en forma vesicular la sensibilidad del antigeno fue del

88.2% en LCR y 82.3% en suero, no asi cuando el parasito habia sufrido algun
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dafo (degenerado y/o calcificado) en donde esta sensibilidad como era de
esperarse fue 0% debido a que no se pudo detectar ningun componente de la
secrecion/ excrecion del parasito. También se observo que la localizaciéon
ventricular/ SA base, como ya lo sefialaba Bobes (2006) fue superior en
sensibilidad (100%) que en Parénquima/ SA surcos en donde la sensibilidad
fue de cero. Con relacion a la deteccion de anticuerpos, sin importar en que
forma se presentd el parasito ni su localizacion, se detectaron niveles en
ambas muestras.

De acuerdo con los resultados encontramos una gran heterogeneidad
en los niveles de antigeno HP10 asi como anticuerpos detectados en los
pacientes y descubrimos los siguientes factores asociados que podrian estar
relacionados: la presencia del antigeno se asocié a la localizacion en los
ventriculos o en el espacio SA de las cisternas de la base, ademas fue
significativamente mayor en LCR que en suero. Este resultado sefala que los
antigenos que son secretados en el parénquima o espacio SA de los surcos
cerebrales quiza no alcanzan la circulacién y esto podria estar relacionado con
la menor inflamacion en el LCR de estos pacientes. No obstante la localizacion
parece no tener mayor relevancia con la presencia de anticuerpos,
posiblemente por que se generaron a partir del contacto con el parasito y no
necesariamente estan relacionados con su establecimiento en el SNC; estos
datos concuerdan con lo descrito por Bobes y col. (2006) quienes encuentran
que los altos niveles de HP10 se detectan los ventriculos o SA base con una
Sen de 87.5%. Asimismo, los distintos estados del parasito estan relacionados
con la presencia del antigeno, el cual se detectd cuando el parasito es

vesicular, pero no cuando esta calcificado. También se encontr6 que la
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presencia de anticuerpos no difiere entre los diferentes estados del parasito,
indicando que los niveles de anticuerpos permanecen elevados en periodos
prolongados aun después de estar calcificado el parasito (Fleury et al., 2006).
Otro factor asociado es la celularidad del LCR cuando el parasito se encuentra
vivo, en donde el numero de células se duplicé al detectar antigenos,
encontrandose una relacion estadisticamente significativa.

La deteccion de antigenos resulta un procedimiento de alta Sen y Esp
aplicado tanto en suero como en LCR para la deteccion de enfermos con NC
por cisticercos vesiculares localizados en las cisternas de la base o en los
ventriculos. En contraste la deteccion de anticuerpos, si bien presenta una alta
Sen y Esp utilizada en ambos compartimentos (suero y LCR), no permite
diferenciar la localizacion ni el estado de los parasitos. Sin embargo, la
seropositividad de anticuerpos parece un factor de utilidad predictiva como
marcador de contacto con el parasito como se habia descrito previamente
(Corona et al., 1986; Fleury et al., 2003).

En el intento por identificar aquellos factores adicionales a la localizacion
y el estado del parasito que pudieran relacionarse con los diferentes niveles de
antigeno y anticuerpos presentes en pacientes con NC, tanto en LCR como en
suero, se relacionaron los resultados obtenidos en ambos ensayos y los
diferentes factores que pudieran estar asociados, encontrandose que existe
una mayor seropositividad de antigenos en suero y en LCR con la edad. Es
factible que esta relacion se deba a una mayor probabilidad de NC asociada a
cisticercos vesiculares resultante de un posible desgaste inmunoldgico
asociado al envejecimiento. Estas observaciones resultan compatibles con la

mayor frecuencia de cisticercosis vesicular reportada en individuos mayores de
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60 afos (Fleury et al., 2004). Al respecto del género, a pesar que se ha
reportado que las mujeres presentan mayor inflamacion en el LCR, y este
parametro lo encontramos asociado a la seropositividad a antigenos y a
anticuerpos, tanto en suero como en LCR, en este estudio no se encontraron
diferencias significativas entre el sexo y la seropositividad para anticuerpos ni
para antigenos en ambos muestras estudiadas. Otro aspecto de relevancia que
resulta de interés a considerar son las diferencias encontradas en
seropositividad relativas a la procedencia de los pacientes. Clasificando los
pacientes como provenientes de medio rural o urbano de acuerdo a sus
respectivos expedientes, encontramos que mientras el 100% de los individuos
provenientes del medio rural presentaron anticuerpos solo se detectaron entre
el 64 y 68% de los pacientes proveniente del medio urbano y en ambos casos
en la mitad de ellos se detectaron antigenos en circulacion tanto en suero como
en LCR. La interpretacién de estos resultados debe considerarse con
precaucion dado que representa solo aquellos individuos que presentaron
sintomatologia, pero resulta compatible con la hipétesis que aproximadamente
la mitad de los individuos, tanto de medio rural como de medio urbano
desarrollan la forma grave de la enfermedad, localizandose el parasito en los
ventriculos o en el espacio SA de la base y manteniéndose en el estado
vesicular. Estos datos generan también nuevos interrogantes como porque los
individuos neurocisticercosos provenientes de medio urbano presentaron
menos seropositividad de anticuerpos considerando que tienen el parasito

presente en el SNC (Fleury et al., 2006).
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8. CONCLUSION

Se determind la importancia de la NC y el interés de su diagndstico
utilizando diferentes estudios como la TAC y/o RMN, apoyados de estudios
inmunoldgicos que son capaces de detectar una exposicion previa del parasito
o una infeccion actual.

La sensibilidad y especificidad de la técnica de ELISA para la deteccion
del antigeno de secrecion HP10 fue mayor en LCR que en suero y similar para
la deteccion de anticuerpos en ambas muestras.

El antigeno de secrecion HP10 detecta con alta sensibilidad casos de
NC vesicular con parasitos alojados en los ventriculos o en el espacio SA de la
base pero, no detecta casos de NC parenquimatosa y/o parasitos en via de
degeneracion o calcificados.

La deteccion de anticuerpos no permite distinguir entre NC vesicular y
calcificada ni la localizacion del parasito.

La deteccion del antigeno de secreciéon HP10 apoya al diagnéstico de
enfermedades severas mientras que la deteccion de anticuerpos es un

marcador de contacto.
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ANEXO

Soluciones de ELISA para detectar- antigeno HP10

Buffer de boratos1x (BBS)
NazB407 ......................................... 9549
Aforar a 1litro, con agua destilada. Ajustar con HCI si es necesario, para

tener un pH de 8.2

Buffer de fosfatos 1x (PBS)

NaCl......oooiii 10.11g
KCL e 0.362g
KH2PO4...oiiiiei, 0.362g
NazHPO4.....ooiiiiiiiiiiiieee 1.449¢g

Aforar a 1litro, con agua destilada.

0.9% NaCl-Tween 20

Tween 20(sigma)......cccceeeeeveeeeeeenne. 0.5¢g

Aforar a 1litro, con agua destilada.

PBS1x Tween0.05% BSA1%
Albumina de suero bovino (BSA)... 10.0g
Tween 20.......ccooiiiiiiiiiiii 0.5¢g

PBS. .., 1 litro
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Soluciones de ELISA para detectar anticuerpos
Buffer de Carbonatos 2M
NazCOs3 .o, 1.68g9/100mi
NaHCO;z ..., 2.12g/100ml

Adicionar lentamente Na,CO3; hasta alcanzar el pH de 9.5

PBS 1x

NazHPO4.....ooiiiiiiiiiiieee 2.004g
NaH2PO4H20. ..., 0.772g
NaCl. ..o 14.800g

Aforar a 1litro, con agua destilada. Ajustar el pH a 7.2

PBS1x Tween0.3% BSA1%

Albumina de suero bovino............. 10.0g
Tween 20.......coooviiiiiiiiiee 6.0ml
PBS.. 1 litro

Amortiguador de dietanolamina al 10%

Dietanolamina........ccccooeeeivinenen.. 100ml
C|2M96H20 ..................................... 102mg
NaNs....ooo 0.409g

Aforar a 1litro, con agua destilada . Ajustar el pH a 9.8 con HCI
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