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RESUMEN

La mayoria de los métodos inmunolégicos para el diagnéstico de la cisticercosis en seres
humanos y en animales, se basan en la demostracién de anticuerpos especificos en el suero o el
liquido cefalorraquideo. Aunque estos métodos han sido utiles, la presencia de anticuerpos
especificos no siempre estd relacionada a una parasitosis activa, que puede ser puesta en evidencia
mas directamente por ensayos que detecten antigenos parasitarios. La demostracion de antigenos
puede ser util en la clinica, para ayudar en el seguimiento del tratamiento médico, y en estudios
epidemiolégicos para identificar casos de cisticercosis activa, lo que por un lado, permitiria
encontrar sujetos a ser tratados o vigilados médicamente, antes de que presenten sintomatologia
severa, y por otro, nos permitiria medir la magnitud de la transmisién en una comunidad.

En esta tesis se presentan los resultados de diversos esfuerzos dirigidos a la blisqueda de
antigenos del cisticerco de Taenia solium: su identificacion, su relacion con las caracteristicas
clinicas de los casos y su uso en diagnostico clinico y en estudios eptdemiologicos en
comunidades donde la teniosis y la cisticercosis son endémicas.

Los resultados indicaron que la diversidad de antigenos presentes en las muestras es
restringida. Existe un grupo predominante de antigenos cuyo peso molecular es de alrededor de
200 kDa, aunque se pueden encontrar otros cuatro antigenos de otros pesos moleculares con baja
frecuencia. Esta aparente escasez de antigenos puede deberse a que estén formando complejos
Inmunes, 0 que se encuentren secuestrados en los tejidos del huésped.

Por otro lado, se encontrd que entre los productos de excrecion de los cisticercos, hay

moléculas del huésped: un anticuerpo monoclonal inducido con antigenos de excrecion y



secrecidn, reacciond con componentes de suero humano, probablemente fibrindgeno. Se sabe que
estos parésitos tienen componentes de la respuesta humoral del huésped en le; superficie y que los
endocitan, pero en este estudio obtuvimos evidencia de que los procesan a péptidos mas
pequeiios, posiblemente porque los emplean para alimentarse.

Al analizar la presencia de antigenos por ELISA y por inmunoelectrotransferencia, se
encontrd que su deteccion depende del nimero, tipo y localizacién de los parasitos. En la
cisticercosis calcificada no se detectan antigenos; esto permite proponer que efectivamente las
presencia de antigenos esta relacionada con una cisticercosis activa. Sin embargo, los ensayos
usados hasta ahora no nos han permitido detectar pacientes con lesiones Gnicas, que representan
el 50% de los casos. Por ende, debe mejorarse su sensibilidad.

De los resuftados obtenidos en dos estudios en comunidades endémicas, se sugiere que la
identificacion de antigenos en suero es atil para encontrar casos de neurocisticercosis, Se
encontrd una fuerte asociacion entre la presencia de antigenos con la de crisis convulsivas de
aparicidn tardia. En uno de los estudios, ademis, se confirmé el diagnostico de cisticercosis por
tomografia computada en dos de tres personas positivas a la prueba. Los resultados sugieren que

las técnicas que detectan antigenos sirven para detectar casos activos en comunidad abierta,



INTRODUCCION

La cisticercosis es una enfermedad compleja y heterogénea, y su estudio en el plano
inmunoldgico ha permitido la identificacion de los componentes del parisito que inducen una
respuesta protectora, de los elementos del sistema inmunoldgico que confieren inmunidad y de los
mecanismos evasores del parasito. Esta informacion puede ser util para establecer medidas de
intervencion que resulten en la alteracion del equilibrio de la parasitosis en beneficio del huésped,
o en su defecto, pueden evitar que se tomen medidas costosas, que no ayuden al control de la
enfermedad. Por otro lado, el conocimiento de la respuesta inmune se ha usado también para
estandarizar diversos métodos para la confirmacién diagnostica de casos clinicos y para estudios
epidemiologicos. En los ultimos 40 afios ha habido un gran esfuerzo en la adaptacion de méiodos
inmunoldgicos para la confirmacion diagnodstica de la cisticercosis mediante la demostracion de
anticuerpos especificos en el suero o el liquido cefalorraquideo (LCR) {revisado en Correa vy col,,
1994; Flisser y Larralde, 1986, Flisser, Madrazo y Delgado, 1997). Aunque hay algunos estudios
cuyos resultados ponen en duda la utilidad de estos métodos para el diagnostico (Ramos-Kuri y
col., 1992; Garcia y col., 1994), en general se puede considerar que en casos clinicos, la presencia
de anticuerpos, especialmente en el caso de LCR, suelen ser buenos indicadores de enfermedad.
Para estos casos es muy importante tener una prueba de alta sensibilidad, y contar con una prueba
confirmatoria mas especifica.

La problematica del diagnostico es mas compleja para los estudios epidemiologicos, pues
normalmente 1a prevalencia de la enfermedad es baja, y los métodos que detectan anticuerpos en
este tipo de poblaciones han demostrado presentar bajo valor predictive positivo (VPP) para la

deteccion de casos, aun utilizando técnicas que no dan reacciones cruzadas (Schantz y col.,



1994). Posiblemente esto se deba al hecho de que la presencia de anticuerpos circulantes no
confirma la presencia de una infeccion activa, sino sblo sugiere contacto con el parisito. Estos
métodos, sin embargo, permiten identificar focos de transmisién y estudiar factores de riesgo
asociados (Diaz-Camacho y col., 1990, 1991; Garcia y col., 1991, Garcia-Noval y col., 1996; Sarti
y col., 1988, 1992, 1994; Schantz y col,, 1992, 1994).

La identificacion de antigenos es un mejor indicador de la presencia del parasito vivo. Por
ello, hace algin tiempo se inicid una linea de investigacion enfocada en la estandarizacion de un
método de diagnostico mediante la determinacidon de antigenos. En los primeros estudios,
incluidos en este trabajo, se usaron anticuerpos monoclonales producidos por otro grupo de
investigacion. Los resultados obtenidos nos indujeron a realizar, de manera paralela, tres tipos de
esfuerzos. Por un lado, iniciamos la produccion de anticuerpos monoclonales contra el
metacéstodo. En este documento se describen los resultados de dos de estos esfuerzos. Ademas
de los aspectos relacionados al diagndstico, estos experimentos nos permitieron observar aspectos
basicos de la relacion huésped-parasito. Por otro lado, se estudio la diversidad de antigenos
presentes en muestras de suero y LCR de casos con diferentes caracteristicas clinicas, como el
numero y la localizacion de los parasitos. En tercer lugar, se iniciaron estudios para evaluar los
ensayos de captura de antigenos en comunidades endémicas.

La tesis tiene un formato tradicional: en la seccidn de antecedentes se revisa informacion
de la literatura con relacion a diferentes aspectos de la enfermedad. Tanto la seccién de
metodotogia como la de resultados contienen la informacién completa, misma que es analizada y
comparada con los resultados de otros grupos de investigactén en la seccién de discusion.

Finalmente, en el apéndice se anexan las publicaciones que sustentan el trabajo.



ANTECEDENTES
ASPECTOS HISTORICOS

La historia del conocimiento de fa de cisticercosis fue descrita por Nieto en 1982. El texto
que sigue se basa en esa revision,

La cisticercosis fue reconocida primero por los antiguos griegos. Fue en los tiempos de
Aristoteles en los afios 384-332 a.C., en su “Historia de los animales” en donde se describe por
primera vez la enfermedad en cerdos, sin embargo ellos no entendieron la naturaleza de esta
parasitosis. Aristofanes de Atenas sugirié que el ser humano podria ser examinado de igual forma
que los cerdos, es decir, forzandolo con un objeto a mantener la boca abierta y entonces sacarle la
lengua para observar si se encontraba algin cisticerco en ella. Esta forma de diagnostico para el
caso de la cisticercosis porcina es utilizada hasta nuestros dias.

La cisticercosis en cerdos fue asociada a la teniosis humana por Van Beneden en 1853,
cuando le dio huevos de Taenia solium a un cerdo y tiempo después encontrd numerosos
cisticercos en todo su cuerpo. Kuchenmeister en 1855 demostrd la asociacion entre el desarrollo
de la solitaria y el del cisticerco, cuando dio de comer carne con cisticercos a varios reos
condenados a muerte, y observé la presencia de la forma adulta en el intestino después de la
autopsia. Yoshino, en 1933, describié con gran detalle, el primer desarrollo de la cisticercosis en
cerdos y también definié que se expulsan de I a 5 proglétidos gravidos por dia después de que él
Mismo ingirid cisticercos y siguid su propia infeccian durante dos afios.

La neurocisticercosis (NC) humana fue reportada primero por Rumler, en 1558, quien la
describié como un tumor en la duramadre del cerebro de una persona epiléptica. Después

Panarolus, observo cisticercos similares en el cuerpo calloso del cerebro de un sacerdote y



Wharton, encontré gran niimero de cisticercos a los cuales describié como glandulas en el tejido
adiposo y muscular de algunos soldados. La enfermedad no fue considerada como una parasitosis
hasta 1697, cuando Malpighi descubrié su naturaleza y describié el escélex; Goeze ignorante de
estos reportes, examind cerdos con cisticercosis e identificd su naturaleza helmintica.
La clasificacion genérica de “Cysticercus cellulosae™ fue dada por Zeder y por Rudolphi, pero fue
abolida cuando se conocid que el cisticerco era el metacéstodo de 7. solium; sin embargo, el
término de cisticerco tipo celuloso continua siendo usado de manera trivial para describir al
organismo de este tipo encontrado en cerdos y en seres humanos.

Otra aportacién importante de mediados de este siglo provino del seguimiento de un gran
nimero de soldados britanicos que vivieron en la India, y adquirieron neurocisticercosis. El
hallazgo principal fie que el tiempo que transcurre entre la infeccion y la aparicion de sintomas es,

en promedio, 7 aiios, pero puede ser hasta de 30 (Dixon y Lipscomb, 1961).

ASPECTOS BIOLOGICOS

T" solium es un céstodo cyclophilydeo conocido cominmente como “solitaria” en su
forma de gusano adulto y en la forma de metacéstodo como “cisticerco”. Este parasito es un
céstodo hermafrodita con 3 estadios de desarrollo, dos de ellos parasitarios -adulto y
metacéstodo- y uno que se encuentra en el ambiente —huevo- que contiene al embrién. En la
figura 1 se esquematiza ef ciclo de vida, el cual inicia con la forma adulta, que vive por periodos
prolongados en el intestino delgado del ser humano (huésped definitivo) y se adquiere al consumir
carne de cerdo insuficientemente cocida infestada con cisticercos viables, En el estomago del

huésped, las enzimas y sales biliares del aparato digestivo inducen la activacién del parasito que



evagina y se ancla en la pared intestinal por medio del drgano de fijacion Hamado escélex; éste
cuenta con un ganglio nervioso y dos tipos de estructuras para fijarse al intestino, 4 ventosas y
una doble corona de ganchos llamada rostelo. Después, continlia una parte delgada y alargada
denominada cuello, a partir del cual se desarrolla el estrobilo; ésta es una region constituida por
cientos de segmentos lamados proglotidos, que llega a medir entre 2 y 6 metros conformando un
gusano adulto en aproximadamente 4 meses. Los proglotidos son de tres tipos: inmaduros,
maduros y gravidos. Los que se encuentran mas cercanos al cuello son los mas jovenes o
inmaduros: contintian los maduros, cada unc de los cuales puede considerarse como un rgano de
reproduccidn independiente pues ahi ocurre la fecundacion y la produccién de embriones. Los
proglotidos mas lejanos al escolex son los gravidos y contienen miles de huevos que son
expulsados del intestino con las heces fecales, generalmente dentro de los mismos proglotidos.
Este parasito se alimenta a través del tegumemto que es fa capa superficial de los
progldtidos, ya que carece de sistema digestivo desarrollado. El ciclo continila cuando las heces
que contienen los huevos son consumidas por el cerdo, huésped intermediario natural. Los huevos
son microscdpicos, miden aproximadamente 30pm de didmetro; cuando son inmaduros estan
rodeados de una capa celular llamada vitelo, el cual, a su vez, redea una estructura denominada
embriéforo, que consiste en una serie de bloques proteicos que se encuentran unidos entre si por
una proteina cementante. Hacia adentro se encuentra la membrana oncosferal que cubre a la
oncosfera o embrion hexacanto Hamado asi porque tiene tres pares de ganchos. Cuando los
huevos entran al estémago del cerdo son activados por accién de las enzimas gastricas e
intestinales, y se liberan los bloques embrioforicos debido a que se digieren la proteina cementante

y la membrana oncosferal.



Figura 1. Ciclo de vida de T. solium. El adulto o tenia, se hospeda en el intestino delgado del ser
humano, y produce los proglotidos gravidos, llenos de huevos, que se liberan con las heces al ambiente.
El huésped intermediario, el cerdo, o accidentalmente el ser humano, se infectan por la ingestion de los
huevos. los que después de aproximadamente 3 meses se desarrollan en cisticercos o metacéstodos. El
ciclo se completa cuando el ser humano ingiere carne de cerdo cruda o Insuficientemente cocida
contaminada con cisticercos, que al entrar en el aparate digestive evaginan y se ancian en la pared
intestinal para desarrollarse en adulto en 4 meses (tomado de Flisser, Madrazoe y Delgado, 1997).
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Los embriones, con la ayuda de sus ganchos y su actividad enzimética, pueden adherirse a la
pared intestinal y atravesarla hasta ltegar al torrente circulatorio o linfatico, y por esta via son
difundidos a diversos rganos y tejidos como musculo, sistema nervioso central (SNC}), ojo, o
tejido subcuténeo (Atias, 1991). Ya establecidos, aumentan de tamafio y se diferencian
convirtiéndose en cisticercos.

E! cisticerco tipo celuloso es una estructura que mide de 0.5 a 1.5 em, y por lo tanto,
facilmente visible; estd compuesto de una vesicula que contiene fluido vesicular y al escélex
invaginado. La membrana plasmatica en la superficie de la pared vesicular esta aumentada por una
serie de proyecciones digitiformes llamadas microtricas. A través de esta superficie ocurre el
intercambio metabélico e inmunologico entre el huésped y el parasito. En €l cerdo produce poco
dafio aparente. El ciclo se completa por el consumo de la came de cerdo contaminada con
cisticercos viables por el ser humano y el desarrollo de una nueva tenia.

El ser humano adquiere la cisticercosis cuando accidentalmente consume alimentos o agua
contaminada con huevos de 7. solium, debido al fecalismo al aire libre, sobre todo en zonas
rurales. También es posible que el individuo con teniosis se infecte a si mismo, actuando asi como
huésped intermediario.

Existe una variedad morfoldgica especial de cisticerco sélo encontrado en el encéfalo de
los seres humanos, denominado cisticerco racemoso; éste es una vesicula lobulada, que semeja un
racimo de uvas (Rabiela-Cervantes, 1989). Al microscopio, se descubre gue no existe escolex y
que solo consta de una pared vesicular muy desarrollada. El cisticerco de tipo racemoso parece
ser una transformacion del celuloso, pues se han descrito formas intermedias entre ambos tipos

(Rabiela y Flisser, 1990). Las causas de este fenomeno se desconocen, pero sbélo ocurre en los



parasitos que se localizan en las cavidades o en el espacio subaracncideo y se asocia a una
patologia mas grave y a una reaccion inflamatoria mayor (Macias y Hernandez Peniche, 1966;

Rabiela-Cervantes, 1989),

LA RELACION HUESPED-PARASITO

La teniosis

T. solium es un parisito que produce dos infecciones muy diferentes entre si. tanto desde el
punto de vista morfologico y patolégico, como de la relacién huésped-parésito. La teniosis es una
parasitosis intestinal, mientras que la cisticercosis es una infeccién tisular. Los componentes del
huésped que uno y otro estadio encuentran en su nicho ecolégico, son distintos. La relacion entre
el metacéstodo y su huésped ha sido mas estudiada que la del adulto pues, como se menciond, el
ser humano es el Gnico huésped definitivo. Se han desarrollado modelos de teniosis en animales,
pero la mayoria de éstos se han utilizado para estandarizar métodos de diagndstico inmunolégico
de teniosis {Allan y col., 1990, 1992). Sélo recientemente se han iniciado estudios acerca de la
interaccion huésped-parasito en esta fase. Se ha observado que hamsteres infectados producen
anticuerpos de clase IgG e IgA a las pocas semanas de infeccién. En cuanto a la reaccidn
inflamatoria, se ha visto que los animales que no se tratan con corticoesteroides presentan gran
cantidad de leucocitos polimorfonucleares, especialmente células cebadas, cuya presencia ha sido

relacionada con la expulsion del pardsito adulto del intestino (Monroy-Ostria A y ¢ol., 1993).



La cisticercosis

Debide a que es un parasito tisular, una de las caracteristicas importantes del metacéstodo
de T solium es su interaccion con al huésped en la interfase. Debido a que carece de sistema
digestivo, los fenémenos metabolicos e inmunolégicos entre huésped y parasito ocurren en esa
zona. Por ello se ha estudiado [a presencia de algunos componentes de la respuesta inmune a este
nivel.

El ambiente en el que sobrevive un cisticerco en el tejido del huésped intermediario natural
(el cerdo) y el accidental (el ser humano) tiene componentes de ta respuesta humoral y de la
celutar. Hace varios aiios, Willms y Arcos (1977) demostraron la presencia de 1gG porcina en la
superficie de los cisticercos, mientras que se encontraron varias clases de inmunoglobulinas y C3b
en la superficie de los cisticercos obtenidos de seres humanos {Correa y col., 1985). También se
ha descrito una reaccién inflamatoria compuesta por varios tipos celulares, entre los que destacan
los eosindfilos y los macrofagos. Los primeros son los responsables de la destruccion del parasito
después del tratamiento con drogas cestocidas, como el prazicuantel o cuando hay un
“envejecimiento” de la interaccion huésped-parasito. l.os macrofagos se han invelucrado en la
limpieza de detritus celulares. En esta reaccién también se han observado linfocitos y células
plasmaticas, lo que sugiere que existe la produccion de anticuerpos y de linfocinas en el nivel
local (Aluja, 1989, Flisser y col., 1990 a).

En relacién con el efecto det complemento sobre los cisticercos se ha encontrado que los
cisticercas son susceptibles al ataque del complemento in vitro (Correa y col., 1987). Todos estos

datos indican que el metacéstodo esta rodeado de componentes del sistema inmunologico y
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sugieren que no es resistente a su ataque; por lo tanto, debe contar con mecanismos de evasidn
mientras la relacion huésped parasito esta en equilibrio.

Enire las hipOtesis que existen con respecto a la evasion de la respuesta humoral, se
encuentra la presencia de un receptor para la fraccion Fe de las inmunoglobulinas, En este sentido,
tanto los trabajos realizados en cerdos, como en seres humanos hacen suponer que las
inmunoglobulinas adsorbidas a ia superficie parasitaria podrian estar unidas a través de esta
fraccion (Willms y Arcos, 1977, Correa v col., 1985). Los estudios realizados por Hayunga vy col.
(1989) con el metacéstodo de T. taeniaeformis, y por Ambrosio con T. crassiceps (1994), indican
que los cisticercos endocitan inmunoglobulinas (Igs), aunque no existe evidencia de que este
proceso sea mediado por un receptor. Se tiene evidencia inmunoquimica de la presencia en el
extracto crude de 7. solium, de un componente que une Igs y fragmentos Fc con 100 veces
mayor avidez que Fabs y que no une albimina (Mandujano y col., 1990). En el modelo de 7.
crassiceps, Kalinna y MacManus (1993) purificaron y secuenciaron una molécula que se unid a
IgG, y encontraron homologia total con la paramiosina de Schistosoma mansoni v T, solivm, 1o
que, de acuerdo a los autores, sugiere que esta molécula es multifuncional para evadir la respuesta
del huésped. Sin embargo, debido a la estrategia utilizada por los autores, v a la afinidad de la
paramiosina por el Clq (ver parrafo siguiente), este resultado pudo deberse a un artefacto.

Con respecto a la evasion del ataque del complemento, existen trabajos muv detallados del
grupo de Laclette v col. (1987, 1991,1992), que han demostrado que el AgB, o paramiosina, es
capaz de inhibir al Clq, pues tiene afinidad por la colagena (Plancarte y col., 1983), y por ende
puede unirse a la parte colagénica de esta molécula (Laclette y col, 1992). Incluso, en la

actualidad se ha mapeado esta actividad inhibitoria, que se concentra en la porcién amino terminal
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(JP Laclette, comunicacién personal). Es posible que el cisticerco produzca otras sustancias que
inhiben al complemento, pues en ensayos de hemdlisis tradicionales con un extracto carente de
antigeno B, se encontrd inhibicion de la actividad del complemento (Gomez Garcia, 1993).
Hammemberg y Williams (1978) identificaron hace varios afios un factor anti-complementario en
extractos del metacéstodo de 7. faenigeformis, pero su composicion quimica estaba relacionada
con ¢l acido sialico.

Un analisis ultraestructural en la cisticercosts porcina, cuando los metacéstodos se
observan en buen estado, reveld que algunos de los eosinofilos cercanos a la superficie
tegumentaria estdn “degranulando” (Willms y Merchant, 1980); otra interpretacién posible de la
imagen es que estén siendo dafiados por productos parasitarios. Con el fin de evaluar si el
cisticerco produce sustancias que tienen un efecto litico sobre eosindfilos, se llevaron a cabo
experimentos de incubacién de eosinofilos y macrofagos con extracto crudo o productos de
excrecion y secrecion (ES) del metacéstodo in vitro, Se encontrd que solamente los productos
ES frescos afectan la viabilidad de los eosinéfilos, mientras que ni los productos ES conservados
en congelacion ni el extracto crudo somatico (EC) tuvieron efecto sobre su viabilidad. Por otro
lado, no se observd efecto sobre la viabilidad de los macréfagos con alguno de los productos
mencionados {Medina Escutia, 1992, Alvarado Rodriguez, 1995). Estos datos sugieren que los
cisticercos liberan una sustancia labil que dafia a los eosinéfilos cercanos, lo que les permite
mantenerse libres de su ataque. Probablemente, cuando el equilibrio de la relacién huésped-
parasito se rompe, por efecto de tratamiento o la edad de los cisticercos, éstos dejan de producir

la sustancia litica, y entonces son atacados por los eosinofilos.
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Otro mecanismo de evasién propuesto es la produccion de sustancias inmunosupresoras, tal
como la molécula rica en RNA de bajo peso molecular, que disminuye la resistencia de los ratones
a la infeccion por Salmonella typhimurium (Molinari y col., 1989), afecta la proliferacion de
linfocitos estimulados con concanavalina A in vifro (Molinari y col., 1990; Tato y col., 1995), y
la reaccion inflamatoria alrededor de cisticercos implantados de manera subcutinea en ratones
(Tato y col, 1995). Recientemente también se describio el efecto de esta sustancia sobre la
produccion de interleucinas por linfocitos (IL-2, IL-4 e IFN-y) y por macrofagos {TNF-at)
(Arechavaleta, Tato, Molinari, 1998). En este sentido es interesante mencionar que la frecuencia
de linfocitos poliploides en los cerdos con cisticercosis es mayor a la de los animales no
infectados, y, cuando los primeros son tratados con prazicuantel, 1a frecuencia de esta alteracion
cromosémica baja a los niveles de los animales no infectados (Flisser y col., 1990b). Por otro
lado, algunos estudios con casos humanos sugirieron que los pacientes con cisticercosis presentan
una menor respuesta proliferativa a mitdgenos in vitro, que personas sanas (Correa v col., 1989¢c).

Los cisticercos que se alojan en el SNC podrian sobrevivir por periodos mas prolongados
que aquellos localizados en otros érganos, debido a que este érgano tiene cierto privilegio de la
respuesta inmunoldgica (Barker y Billingham, 1977). Esta puede ser la razon por la que los
parasitos pueden sobrevivir por periodos de 7 a 30 afios en esta localizacion antes de ocastonar
problemas neurologicos (Dixon y Lipscomb, 1961), y que la interfase observada, desde el punto
de vista inmunologico, sea muy heterogénea entre diferentes pacientes con cisticercosis {Correa y
col., 1985; Rabicla-Cervantes, 1989). Probablemente en los casos humanos, la refacion huésped

parisito sea de mayor duracion, y diferente para cada caso, y de ahi derive la heterogeneidad

encontrada,
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Figura 2. Algunos mecanismos de evasion inmune propuestos para el metacéstodo de T. solium.

En resumen, el cisticerco establecido en el tejido del huésped debe contender con diversos
componentes de la respuesta humoral y celular para mantener el equilibrio; los mecanismos que se

han sugerido, se esquematizan en la figura 2.
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La respuesta inmunoldgica en el nivel sistémico

La presencia de anticuerpos especificos en suero, LCR y saliva de los enfermos o los
animales infectados fue demostrada hace bastante tiempo; estos estudios han estado ligados a la
estandarizacion de métodos de diagnostico perc también han revelado algunas caracteristicas
importantes de la respuesta inmune. Uno de los hallazgos mas claros con respecto a la respuesta
inmune humoral contra el cisticerco es que es heterogénea: el patron de reconocimiento
antigénico varia mucho entre pacientes probado por inmunoelectroforesis (IEF) hace aiios y por
inmunoelectrotransferencia (IET) mas recientemente (Flisser y col., 1980; Larralde y col., 1989).
Esta respuesta es mas homogénea cuando se usa una fraccién de glicoproteinas (GPs) aisladas
con lectina de lenteja (Tsang y col., 1989).

Con relacion a las clases de anticuerpos, se ha encontrado que la IgG predomina (Flisser y
col,, 1980, Espinoza y col,, 1986), io que sugiere que cuando se presentan sintomas, este
organismo tiene algin tiempo de estar en contacto con su huésped. También se han encontrado
anticuerpos de otras clases: la IgM y la IgA se encuentran en cierta proporcién de los casos, pero
los anticuerpos especificos de clase IgE practicamente no son detectables, a pesar de la
demostracion de niveles elevados de IgE total (Gorodezky y col., 1987).

Uno de los aspectos interesantes de la respuesta inmune en la cisticercosis es la
compartamentalizacion del SNC con relacion al resto del organismo, pues existe evidencia de
sintesis intracraneal de anticuerpos de clase IgG en casos de neurocisticercosis (Cho y col., 1988);
ademas, se pueden encontrar casos con anticuerpos de alguna clase exclusivamente en LCR o en

suero (Espinoza y col,, 1986). Estos hallazgos sugieren que [a barrera hemato-encefilica



permanece inalterada, o se restaura después de un cierto periodo después de la infeccién en
muchos de los casos.

El papel de los anticuerpos-y del complemento en la proteccion o la destruccion de los
diferentes estadios de 7. solium no se conoce. El Gnico modelo en el que se ha analizado la
cinética de aparicion de anticuerpos es el de T. taeniaeformis en ratones (Mitchell GF, 1982). La
cinética de aparicidn de anticuerpos varia con la cepa del raton, siendo mas rapida en los animales
resistentes; ademas los experimentos de transferencia pasiva mostraron que por lo menos en la
rata el complemento y los anticuerpos tipe 1gG2a son los componentes protectores (Wilkiams y
col, 1981). Mas aun, se demostro transferencia pasiva de proteccidon a través del calostro,
mediada principalmente por IgA e [gG2a (Lloyd y Souisby, 1978; Williams, Engelkirk y Lindsay,
1982). Por ende, la evidencia indica los anticuerpos y el complemento son los factores protectores
gue operan durante los primeros dias de infeccion, antes de que el metacéstodo desarrolle los
mecanismos para evadirlos. En los seres humanos por supuesto no existe un estudio cinético, pero
los mecanismos de evasién que se han sugerido (ver componentes en la interfase) indican que el
pardsito, para sobrevivir debe evadir tanto los anticuerpos y ¢l complemento como los
componentes celulares de la respuesta inflamatoria.

El papel de la respuesta inmune celular sistémica es todavia menos claro, pues se hay pocos
datos en la literatura. Ostrosky-Zeichner y col. {1996) demostraron que se producen IL-1 ¢ IL-6
en el LCR de pacientes con cisticercosis que presentan reaccidén inflamatoria, aunque se
desconoce si esta reaccion es antigeno-especifica, y si es en beneficio o detrimento del huésped.
Algunos dates de proliferacion celular y de produccion de interleucinas por linfocitos periféricos

de 40 pacientes y 40 testigos sanos, sugieren que existe respuesta contra ¢l EC y ¢! antigeno B
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puro, asi como algunos péptidos de éste; se puede demostrar la produccidn de IL-10 e IL-4 por io
menos en la mitad de los casos; se estd analizando la produccién de otras interleucinas (Medina,

Morales, Correa y col., datos no publicados).

ASPECTOS CLINICOS

Sintomatologia y tratamiento

El dafio que produce el cisticerco al ser humano cuando se establece en el SNC es variable:
cierta proporcion de los casos de NC humana son asintomaticos y sélo son identificados en
estudios de autopsia (Macias y Hernandez-Peniche, 1966; Rabiela-Cervantes., 1989). Entre los
casos sintométicos hay una enorme heterogeneidad en las manifestaciones clinicas, que pueden ser
desde perturbaciones sensoriales o motoras leves, hasta la presencia de crisis convulsivas, cefalea
y cuadro de hipertensién endocraneana, debido a la obstruccidn de la circulacion de LCR, que en
ocasiones provoca la muerte (revisado por Flisser, Madrazo y Delgado, 1997). La cisticercosis
ocular, después de la cerebral, es la que mas trastornos ocasiona, incluyendo ceguera (Cardenas,
1992). En contraste con la humana, la cisticercosis porcina ha sido objeto de escasas
descripciones clinicas, principalmente porque no induce alteraciones ¢ son muy leves, a pesar de
que en el cerdo esta parasitosis es frecuentemente masiva y afecta el SNC (Gonzilez y col,
1987).

Hace muchos afios la Onica opcidn de tratamiento de la neurocisticercosis humana era la
quirirgica, que a menudo era sélo de tipo paliativo y pocas veces se lograba la extraccion del
cisticerco (Escobedo, 1988). En la actualidad existen algunos medicamentos con efecto cestocida.

Los mas utilizados y estudiados en cuanto a su mecanismo de accién son el prazicuantel y el
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albendazol (Sotelo y col., 1989). El uso de esias drogas ha sido de gran ayuda, sobre todo en
€asos con cisticercosis parenquimatosa y subaracnoidea, Actualmente, sin embargo, existe una
polémica importante entre los clinicos. Una escuela opina que el tratamiento es de gran ayuda
para los pacientes pues evita que las lesiones se calcifiquen y, por ende, se generen crisis
convuisivas (Vazquez y Sotelo, 1992). Por otro lado, algunos autores refieren gue los pacientes
deben ser vigilados pero no tratados, pues han observado la desaparicion espontanca de las
lesiones, y aseguran que el tratamiento acelera una reaccion inflamatoria muy severa, que es mas

benigna si se deja que ocurra de manera natural (Milier y col., 1983).

Diagndstico clinico

El problema principal del diagnéstico de la enfermedad cerebral, es debido légicamente a
la importancia e inaccesibilidad de este drgano. Afortunadamente, hace ya varios afios empezé a
utilizarse la tomografia computada (TC) para el diagnéstico de la cisticercosis humana por
unagen (Rodriguez Carbajat y Boleaga-Duran, 1982). Este método revolucioné el diagnéstico de
la neurocisticercosis pues permiti6 identificar casos quisticos sin necesidad de intervenciones
dolorosas y peligrosas al paciente y mostré ser muy sensible en casos de localizacién
subaracnoidea y parenquimatosa. Los pacientes con cisticercosis quistica en los ventriculos
pueden ser diagnosticados por este método sélo con el uso de medios de contraste en el LCR. En
ocasiones esta técnica permite observar al escolex del parasito. Mas recientemente, se empezé a
utilizar la resonancia magnética (RM)(Ramos y col., 1986). Esta técnica presenta una mejor

resolucion y proporciona una imagen comparable a un corte anatomopatoldgico con lo que se



puede localizar una lesidn y determinar su etiologia con alta precision. Desafortunadamente, estos
dos dltimas métodos de diagnostico son inaccesibles para la mayoria de la poblacién debido a su
alto costo, especialmente para usos epidemiologicos.

En los cerdos no se ha descrito una signologia que pueda permitir el diagnéstico clinico de
la cisticercosis. La finica herramienta que se usa en los rastros es la observacion directa de los
cisticercos, mediante un corte en los masculos triceps y musculo anconeo. El problema principal
es el sacrificio de cerdos sin inspeccidn sanitaria, pues en México la matanza clandestina es
todavia frecuente. Por ello se ha hecho tema de investigacion aplicada a la estandarizacion de

métodos inmunoldgicos.

INMUNODIAGNOSTICO

Determinacion de anticuerpos en seres humanos

Desde hace varias décadas se estandarizaron métodos inmunologicos para la
determinacién de anticuerpos en el LCR o en el suero de los pacientes (Nieto, 1948; Flisser y col.,
1980; Diwan y col, 1982; Espinoza y col., 1986; Sotelo,1987). A partir de entonces se han
desarrollado miltiples pruebas inmunoldgicas que determinan la presencia de anticuerpos
[revisado en 1986 por Flisser y Larralde y recientemente por Flisser, Madrazo y Delgado (1997)].
Algunas pruebas se utifizan como método de rutina para el apoyo del diagndstico clinico. En
general, se considera que la presencia de anticuerpos en el LCR confirma el diagnostico de
pacientes con sintomas o imigenes de TC o de RM compatibles con NC. La mayoria de las

pruebas inmunolégicas que se realizan utilizan un extracto crudo de los metacéstodos obtenidos
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de came de cerdo infectada, pero se han encontrado reacciones cruzadas con otros parisitos
(Espinoza y col., 1986; Larralde y col.,, 1989; Vaz y col,, 1997). Se han usado algunas fracciones
puras o enriquecidas que disminuyen las reacciones cruzadas con otros parisitos; un ejemplo es el
antigeno B, un antigeno inmunodominanie que elimina las reacciones cruzadas contra algunos
parisitos, pero que no permite el diagndstico diferencial entre cisticercosis y varias helmintiasis,
entre ellas, la hidatidosis (Espinoza y col., 1986) probablemente de reaccién cruzada con otras
enfermedades por céstodos, pues es un antigeno presente en muchos miembros de este Phylum
(Olivo y col., 1988). Existe un método, estandarizado por Tsang y col. (1989) consistente en una
IET que utiliza una fraccion enriquecida con GPs del metacéstodo que contienen manosa; algunas
de las GPs son especificas para el diagnostico de cisticercosis, esto es, sdlo dan reaccién positiva
con muestras de pacientes con cisticercosis. Una ventaja especial de este método es que es mds
sensible en suero que en LCR; ademds es un mélodo que ha sido probado con muestras de saliva
con bastante éxito (Feldman y col., 1990). La IET-GPs ha sido reproducida con éxito por
diferentes grupos, que lo han valorado en poblaciones diferentes y en condiciones también
distintas. La sensibilidad y la especificidad parecen ser cercanas al 100%. Ademas, esta prueba se
puede utilizar para el diagndstico de cisticercosis en cerdos vivos; en este sentido es interesante el
haltazgo de la presencia de anticuerpos IgM contra bandas de alto peso molecular en las fases
iniciales de infecciones experimentales en estos animales (Tsang y col., 1991). La desventaja
principal de la IET-GPs es que requiere de cierto grado de equipamiento en el laboratorio que la
ejecuta, y necesita de la preparacion de las GPs, lo que es laborioso y requiere pericia en el
laboratorio, su costo es elevado y su uso restringido. Una alternativa es el uso del extracto crudo

buscando dos bandas de 8 y 26 kDa para hacer el diagnéstico especifico {Larralde y col., 1989),
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esto baja los costos de la prueba que usa las GPs. Cabe mencionar que recientemente se encontrd
que la GP 24 del método de Tsang reacciona con anticuerpos purificados con la banda de 26 kDa
del EC y viceversa (Rodriguez-Canul y col., 1997). La utilidad de las pruebas basadas en la
determinacion de anticuerpos en grupos de pacientes neurologicos ha sido cuestionada, pues se ha

observado un bajo VPP (Ramos- Kuri y col., 1992).

Biisqueda de anticuerpos en animales

Existen algunos estudios de diagndstico de cerdos por métodos inmunoldgicos. Se han
probado varias pruebas como la inmunodifusion, la JEF, el ELISA, y mas recientemente la IET
con GPs (Cheng y Ko, 1991; Pathak y col., 1994; Rhoads y col., 1987; Tsang y col., 1991). Las
bajas sensibilidades encontradas en los primeros afios con los métodos de precipitacion mejoraron
con los ensayos inmunoenzimaticos. En algunos ensayos se han encontrado antigenos de peso
molecular definido que son especificos para el diagndstico de cisticercosis por 7. sofium (Pathak y
col, 1994; Tsang y col., 1991). Un estudio muy interesante fue hecho en Peni con cerdos (Tsang
y col., 1991): la sensibilidad de ta IET-GPs es cercana al 100% en los animales infectados
naturaimente; por otro lado, en infecciones experimentales encontraron la aparicion de
anticuerpos 1gG contra las bandas diagnésticas 4 semanas después de la infeccién. Sin embargo,

encontraron una respuesta especifica de anticuerpos IgM contra un componente de 90kDa a los

14 dias, lo que podria usarse para realizar diagndstico mas temprano.
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Biisqueda de antigenos en seres humanos y animales

La busqueda de antigenos de LCR se inicié con la prueba de aglutinacién de particulas de
latex sensibilizadas con un suero hiperinmune de conejo anti-EC (Velasco y col., 1983). De
acuerdo con los autores, se obtuvo una especificidad del 97% y una sensibilidad del 77%, la cual
aumento al 88% en la segunda muestra, después de haber aplicado tratamiento antiparasitario con
prazicuantel a los pacientes debido, posiblemente, a la liberacién de antigenos ocurrida por la
muerte y posterior lisis del parasito. Posteriormente, se usaron ELISA y Dot-ELISA directos, en
los que se adsorbe la muestra a la placa, y se revela con un anticuerpo policlonal de conejo anti-
EC, y un conjugado especifico para [gG de conejo. La sensibilidad en este caso varia entre 59 y
75% (Estrada y Kuhn, 1985; Tellez-Girén y col., 1987). A partir de estos trabajos pioneros han
surgido algunos otros con este mismo objetivo: demostrar la presencia de antigenos en el LCR de
pacientes con cisticercosis. Se han probado sistemas con anticuerpos monoclonales o policlonales,
y métodos mas modernos de separacidn de proteinas, como el HPLC. Las sensibilidades
observadas oscilan entre 11 y 93%, dependiendo del sistema empleado {ver discusién y tabla VII
de esta tesis). Se ha propuesto que este tipo de diagnostico es util para el seguimiento del
tratamiento médico (Yonghao y col., 1995).

En estos trabajos se han buscado antigenos principalmente en el LCR: solamente se han
probado antigenos en suero de seres humanos en un grupo de pacientes con epilepsia y en sus
{amiliares en Burundi, Africa (Newell y col,, 1997), pero no encontraron asociacién entre los

seroantigenos y las crisis convulsivas.
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Los estudios en animales han puesto de manifiesto que es posible detectar antigenos y que
éstos son buenos indicadores de infeccién activa, pues aparecen en circulacién alrededor de las 2
semanas después de la infeccion, en el caso de conejos con T, pisiformis (Craig, 1984), o 10
semanas en el caso de bovinos con 7. saginata (Harrison v col, 1989; Brandt y col., 1992).
Ademds, los antigenos desaparecen muy pronto después del tratamiento antiparasitario, mientras
que los anticuerpos persisten en ausencia de parasitos vivos durante varias semanas. En estos
estudios también se ha demostrado la presencia de complejos inmunes que aparecen con los
anticuerpos, usualmente una o dos semanas después de aparecer los antigenos. En cerdos los
datos son escasos. Brandt y col. (1992) demostraron la presencia de antigenos reactivos a un
anticuerpo monoclonal AcMc especifico contra 7. saginata en el suero de cerdos infectados
naturalmente.

Se sabe poco del mosaico antigénico presente en los fluidos de los animales o los seres
humanos con esta infeccion, y nada acerca de la relacién entre el nimero de parasitos o su
localizacion y la presencia de antigenos. Los estudios que existen al respecto indican que en el
LCR de pacientes hay dos antigenos de 190 y 230 kDa, que también estan presentes en el fluido

vesicular del metacéstodo de T solium (Estrada, Almon-Estrada y Kuhn, 1989).
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ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Datos sobre la magnitud del problema

La cisticercosis humana es una enfermedad que tiene importancia desde el punto de vista de
salud piblica en varios paises en vias de desarrollo. Afecta a paises como la India en donde es
endémica, asi como a paises de Europa Oriental y de Ameérica Latina (Flisser, Madrazo y
Delgado, 1997). Sin embargo, no deja de afectar a paises desarrollados como Estados Unidos de
Norteamérica, aunque su ocurrencia es esporadica o local (Earnest y col., 1987; Schamz y col.,
1992).

En México existen diferentes regiones donde las condiciones socioeconomicas, biolégicas y
culturales propician la transmision de esta enfermedad. Esta es una zoonosis que Tepresenta un
problema de salud pablica, debido a que ocasiona graves dafios a la salud humana y sobre todo
porque afecta a individuos en edad econdmicamente activa, lo que trae consigo incapacidad para
desarrollar actividades normales y productivas, teniendo consecuencias econdmicas para la familia
y la sociedad. Ademas, en el caso de la cisticercosis porcina ocurren pérdidas cuantiosas en la
porcicultura, ya que la inspeccion se hace post-mortem, y si se encuentra un cisticerco, la carne se
pierde porque se decomisa e incinera.

La neurocisticercosis es una de las pocas parasitosis que ocupan un lugar preponderante
entre las enfermedades del SNC en México. Por medio del analisis de casos de autopsia, se ha
reportado una prevalencia de alrededor del 2% (Villagran-Uribe y Olvera-Rabiela, 1989). Cabe

sefalar, que en estos estudios, la cisticercosis fue causa de muerte en solo una fraccion de los
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casos. Sin embargo, los estudios hechos en soldados ingleses sugieren que los casos asintomaticos
{inalmente presentan problemas clinicos después de un tiempo que varia entre 1 mes y 30 afios
(Dixon y Lipscomb, 1961). Desafortunadamente no se tienen estudios de series de autopsias mis
recientes, por lo que la prevalencia de casos con NC confirmada por patologia se desconoce en la
actualidad.

A partir de 1979 la cisticercosis se convirtid en una enfermedad de notificacion obligatoria
en México, lo cual ha dado lugar a que se detecte con mayor frecuencia y que el nimero de casos
de pacientes con cisticercosis sea mas cercano a la realidad, pese a que la sub-notificacion sigue
siendo uno de los problemas principales para la valoracion del problema. Los casos de
cisticercosis son reportados a la Direccién General Adjunta de Epidemiologia de la Secretaria de
Salud donde se tienen registrados desde 1975 (Sarti, 1989).

En la década de los afios 70 empezaron a ejecutarse estudios seroepidemiologicos en
Meéxico. El primero de ellos se realizd con muestras de suero del Estado de QOaxaca, utilizando la
prueba de hemaglutinacion pasiva (HP), encontrandose que el 3.2% de los individuos presentaban
anticuerpos anti-cisticerco (Goldsmith y col., 1971). En 1976 en Chiapas se encontro que la
prevalencia de anticuerpos por [EF era mas alta en los asentamientos més pequefios (8%) que en
los més populasos (2 %), lo cual concuerda con un ciclo principalmente rural que mantiene la
transmisién en forma endémica (Flisser y col, 1976). Posteriormente Woodhouse, Flisser y
Larralde (1982) dieron a conocer los resultados de IEF realizada para el analisis de 1a primera
Encuesta Nacional Seroepidemioldgica (ENSE), basados en una muestra representativa de todas
las entidades federativas del pais, de todos los estratos socioecondmicos y de asentamientos

rurales y urbanos, la cual fue elaborada por el Institute Mexicano del Seguro Social (IMSS) en
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1974. Empleando aproximadamente 20,000 sueros se obtuvo una seropositividad del 1%, siendo
la zona del Bajio, con 5%, la de mayor prevalencia. Entre 1987 y 1988, se llevo a cabo la segunda
ENSE con casi 70,000 sueros. La seroprevalencia global usando hemaglutinacion indirecta (HI)
fue del 1.2%, con diferencias significativas entre Estados que variaron de 0.06 % a 3.0 %.
(Larralde y col., 1992)

También se han estudiade factores de riesgo de tipo biologico, geografico, soial,
econdmico, cultural y educativo, asociados a la presencia de anticuerpos anti-cisticerco en suero,
En 1984 en “El Sotano”, Hidalgo, se hizo una encuesta para investigar antecedentes de teniosis y
padecimientos neurolégicos compatibles con NC. Ademis se rea[iz;') determinacion de anticuerpos
anti-cisticerco en suero por ELISA, de huevos de Taenia por andlisis coproparasitoscopicos y
bisqueda de cisticercos en cerdos por medio de la palpacion de lengua. Los resultados mostraron
una seropositividad del 3.4%, observandose que en familias donde habia una persona seropositiva
habia un portador de tenia o alguien con sintomatologia sugerente de NC (Sarti y col., 1988).
Este fue el primer estudio donde se demostrd que la teniosis-cisticercosis tiene un mecanismo de
transmision en forma de conglomerados, esto es, se tequiere del contacto cercano con una
persona infectada con el parasito adulto para estar en alto riesgo de adquirir cisticercosis. Esto fue
muy importante ya que, si bien no se descarta que la contaminacién indirecta de aguas y alimentos
con huevos de Taenia puede contribuir a la transmision, no es el mecanismo principal. Dicha
informacién ha tenido utilidad en la propuesta de estrategias de control. Otros estudios han
confirmado estas primeras observaciones. En “El Salado” Sinaloa, se determiné la presencia de
huevos de Taenia spp por el método coproparasitoscopico de Faust y la presencia de anticuerpos

por ELISA, encontrandose huevos en el 3.3% de las muestras procesadas, y siendo la
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seropositividad del 11%. En dicho estudio también se encontrd que convivir con un individuo
portador del parasito adulto representa un riesgo para tener anticuerpos en suero (Diaz-Camacho
y col, 1990). En La Curva, Novoalto, Sinaloa, encontraron resultados similares, ya que la
prevalencia de huevos de Taenia spp fue del 1.2% y la de anticuerpos por ELISA del 11%.; cabe
destacar que esta ultima cifra fue de 28% entre los convivientes {Dfaz-Camacho y col., 1991).
Otro estudio hecho en Angahuan, Michoacan, reveld una seroprevalencia de 4.9% por IET-GPs,
que se observé incrementada con la edad, siendo la mayor en el grupo entre 46 y 55 afios (Sarti y
col., 1994). De estos dltimos estudios se concluyd que existen varios factores ambientales y del
comportamiento humano que favorecen la transmisién {Sarti, 1989).

En la actualidad existen diversos trabajos realizados en comunidades, rurales en su mayoria,
no s6lo de México, sino de otras partes de América Latina (Garcia y col., 1991; Garcia Noval y
col, 1996; Sarti y col., 1988, 1992, 1994, Schantz y col, 1992, 1994, 1996, 19973, qu
basicamente han confirmado los hallazgos de los primeros estudios. La transmision de 7. sofium
es un fendmeno que requiere contacto estrecho entre los portadores del adulto y los huéspedes
intermediarios susceptibles, el ser humano y el cerdo. El otro aspecto €§ que apareniemente la
prevalencia de la cisticercosis y la teniosis estan sumamente subestimadas cuando se toman en
cuenta los datos oficiales, pues las prevalencias encontradas en estas comunidades siempre han
resultado ser mucho mayores. Se confirma que los habitos y las malas condiciones de vida
favorecen la transmision en poblacién abierta.

Un aspecto que ha sido escasamente analizado es la utilidad de las pruebas serologicas en
estudios epidemiologicos. Se puede concluir que una prevalencia alta de anticuerpos en una

comunidad dada, esta relacionada con una alta prevalencia de teniosis y cisticercosis porcina, por
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lo que la determinacion de anticuerpos en suerc es de utilidad para encontrar focos de
transmisién. Sin embargo, para la identificacién de casos, sélo en una ocasion se ha evaluado el
potencial del ELISA y la IET en el nivel de poblaci6n abierta: a los individuos seropositivos se les
realizd TC, encontrindose que el VPP del ELISA o la IET-GPs, fue menor al 30% cuando se
tomaron en cuenta las lesiones compatibles con cisticercosis cerebral como “prueba de oro”. Si

se quicrer. identificar casos de cisticercosis este valor predictivo es bajo {Schantz y col. 1994).

La erradicacion de T, sofium

La comprensién del ciclo de vida de 7. sofium es muy importante para el disefio de
estrategias de control, pues de él se desprende que el punto clave es la eliminacién del parasito
adulto, la tenia, aunque la erradicacion de la cisticercosis porcina también es importante, pues
evita nuevos casos de teniosis. Se considera que la teniosis y la cisticercosis pueden erradicarse,
pues 7. solium presenta una gran especificidad por su huésped: el adulto parasita exclusivamente
al ser humano, mientras que el cisticerco es alojado Gnicamente por el cerdo. Los hallazgos de los
estudios eptdemiolégicos de fa Gltima década han justificado un cambio en la estrategia de control
empleada anteriormente; ésta se basaba en una distribucién aparentemente difusa de los casos, v,
por ejemplo, no se habian encontrado factores de riesgo asociados a la presencia de anticuerpos
(Woodhouse, Flisser y Larralde, 1982). Esto incluso dio lugar a un estudio de control en el
Ecuador, basado en el tratamiento masivo para teniosis en las comunidades (Cruz y col., 1989).
Sin embargo, una comunicacion personal con uno de los investigadores de este grupo (Proaio
Juan), confirmd que, si bien la prevalencia de teniosis y cisticercosis porcina disminuyeron

significativamente después de 6 meses de haber “intervenido” en la comunidad, a los dos afios
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habian regresado a las cifras originales. Por otro lado, durante un estudio realizado en nuestro
pais, en el que se evalud el tratamiento masivo como estrategia de control, se encontrd una
adolescente que desarrollé problemas neurolégicos al ser sometida a la droga en las dosis usadas
para teniosis, pues tenia neurocisticercosis asintomatica (Flisser y col., 1993). Como se trataba de
un estudio de investigacidn este problema se resolvié rapida y efectivamente, pero cabe tener
presente este tipo de situaciones durante la aplicacidn de esta medida de control en gran escala,
ya que se podria producir el equivalente a una jatrogenia piblica.

La propuesta aceptada actualmente se basa en dos aspectos importantes {Sarit y col., 1997):
el primero es el mejoramiento de la infraestructura sanitaria aunado z la educacion para la salud,
involucrando en el proceso a los miembros de la comunidad, para que las medidas tengan un
efecto multiplicador y estabilizador de la “intervencién”. El segundo es la identificacion de casos
de teniosis humana y de cisticercosis porcina y su eliminacién. La teniosis humana es tratada
médicamente con facilidad y éxito, como se describié anteriormente. Para el caso de la
cisticercosis porcina existen por lo menos tres alternativas propuestas: la primera consiste en la
identificacién de la carne de cerdo infestada y su decomiso; sin embargo, esta estrategia presenta
¢l problema de generar grandes pérdidas econdmicas a los propietarios de los animales, quienes
generalmente tiene recursos limitados, por lo cual crian a los cerdos en condiciones que favorecen
la transmision de la cisticercosis. Por ello se han considerado otras dos opciones: una es la
deteccion de cerdos infectados vivos y su tratamiento con una droga cestocida con suficiente
antelacion a la matanza (Flisser y col., 1990 a,b; Gonzilez y col., 1996). De resultar efectivo, se
podrian reducir pérdidas economicas al productor de la carne, aunque no existen estudios

“beneficio-costo” de esto. La otra alternativa es preventiva: varios grupos estan produciendo y
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probando vacunas con el fin de evitar la infeccion con huevos de 7. solium (revisado en Flisser,
Madrazo y Delgado, 1997). Aunque es posible que se pueda contar con una vacuna altamente
protectora, esta estrategia también debe ser evaluada socioecondmicamente, teniendo en
consideracion que su aplicacion seria en comunidades con alto grado de marginacion, donde
precisamente se mantiene la transmision por carecer de condiciones de tnfraestructura sanitaria,
motivacion y educacion necesarias para prevenirla,

La eliminacién de la cisticercosis humana no tiene impacto directo sobre el control o
erradicacion de 7. solium. Sin embargo, el comportamiento por conglomerados de la transmision
permite proponer que la deteccion de casos de cisticercosis humana nos permite encontrar focos
activos de manera indirecta. Por otro lado, 1a identificacion de casos de cisticercosis humana
activa, de teniosis humana y de cisticercosis porcina, constituyen la base de la vigilancia del efecto
de la medida de control aplicada sobre la transmisién a nivel de las comunidades. Para ello el

diagnéstico de laboratorio se convierte en una herramienta imprescindible.
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JUSTIFICACION

La demostracién de anticuerpos en los fluidos organicos de un huésped del metacéstodo
de Taenia solium, es un indicador de que el paciente o el animal ha estado en contacto con el
parasito, y representa un apoyo al diagnéstico clinico v de imagen de casos con problemas
neurolégicos. Sin embargo, los anticuerpos no sélo existen cuando hay infeccion activa, por lo
que su presencia Gnicamente indica un contacto del sistema inmune del huésped con el parisito.
La presencia de antigenos en los fluidos corporales puede ser un indicador mas directo de la
presencia del parasito vivo, por lo que su deteccion tendria utilidad para apoyar ¢ diagnéstico
clinico de casos de cisticercosis activa y el seguimiento del efecto del tratamiento médico. Para
estudios epidemiologicos la deteccion de antigenos, tanto en seres humanos como en porcinos, es
un buen indicador de que la transmision estd ocurriendo en una comunidad. Ademas, permite
encontrar casos susceptibles de ser sometidos & tratamiento u observacion médica. Los pocos
estudios enfocados a la busqueda de antigenos han estado limitados a su busqueda en casos
clinicos y sélo en una investigacion en el suero. Ademas, de los resultados publicados no puede
conocerse cuantos antigenos distintos hay en las muestras, asi como su relacion con el tipo,

numero y localizacion de los parasitos.
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HIPOTESIS

Es posible detectar antigenos en el LCR y el suero de pacientes con neurocisticercosis activa,

con mayor frecuencia en casos con cisticercosis miltiple,

La deteccion de antigenos es una herramienta Otil para la identificacién de casos de

cisticercosis activa en comunidades endémicas.

OBJETIVOS

Estandarizar un ensayo de captura de antigenos en LCR y suero para el inmunodiagnéstico de
cisticercosis en seres humanaos y cerdos.

Analizar la presencia de antigenos en diferentes tipos de neurocisticercosis humana
confirmada.

Identificar tos diferentes antigenos que pueden estar presentes en el suero y el LCR en casos
de neurocisticercosis humana, y su relacion con la localizacion, el nimero v el tipo de
cisticercos.

Determinar la utilidad de la deteccion de antigenos en suere para encontrar casos de

cisticercosis activa entre individuos de poblaciones endémicas.
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METODOS

GRUPQS ESTUDIADOS

Buasqueda de antigenos y anticuerpos en poblaciones de casos clinicos

Grupo . Se estandarizé el ensayo de captura con muestras de LCR de 30 pacientes con
diagnéstico por imagen en TC simple y contrastada, o confirmados por cirugia, que presentaron
anticuerpos por ELISA (Espinoza y col,, 1986). Los testigos fueron 33 individuos con otros
padecimientos neuroldgicos que ameritaron toma de LCR por otras razones. Tanto los casos
come los testigos fueron pacientes del Departamento de Neurologia y Neurocirugia del Centro
Medico La Raza, IMSS (Miguel A. Sandoval e Ignacio Madrazo). Se determind la presencia de
antigenos mediante un ELISA de captura en el que se usaron 2 anticuerpos monoclonales
producidos por Harrison y col. {1989), y dos anticuerpos policlonales producidos en cerdos por
nuestro grupo de trabajo (Correa y col,, 1989 a,b, ver Apéndice).

Grupo IL. Constituido por pacientes con neurocisticercosis, diagnosticada por estudios de
resonancia magnética y testigos similares a los del estudio anterior. Estos casos provinieron de la
Clinica de Cisticercosis del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS (Jefferson Proafio vy
Ignacio Madrazo}, de los que se conocia el tipo, localizacion y nimero de parasitos. A las
muestras de LCR y suero obtenidas de estos pacientes se les hizo la determinacion de antigenos
por ELISA en dos ocasiones: un estudio preliminar con el AcMe producido por el Jim Allan
{Correa y col., 1997, ver Apéndice), y un estudio con 103 casos y 65 testigos en los que se
determind la presencia de antigenos con dos sistemas de AcMe producides por nosotros. Un

subgrupo de estos casos fue estudiado por IET para identificar el nimero y peso molecular de los
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antigenos presentes, tanto en suero como en LCR. En este (itimo estudio se incluyeron muestras
de suero de casos con otras enfermedades parasitarias: teniosis, hidatidosis, toxoplasmosis,
triquinelosis y toxocariosis (Mata-Ruiz y col., enviado, ver Apéndice).

Grupo III. Con el fin de determinar la utilidad de la determinacién de antigenos para el
diagnostico de cisticercosis porcina se estudid un grupo de cerdos con cisticercos en lengua, y
como festigos se emplearon animaies provenientes de granjas altamente tecnificadas. El
diagnéstico definitivo se establecié posterior a la necropsia, realizada para ambos grupos por
Aline S. de Aluja ({Departamenio de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, UNAM). Se estudiaron las muestras con dos anticuerpos policlonales preparados por
nuestro grupo y dos anticuerpos monoclonales (Rodriguez-del-Rosal y colb, 1989, ver

Apéndice)..

Estudio transversal en poblacidn abierta:

Grupo IV. Se llevo a cabo un estudio seroepidemiolégico en una poblacion abierta, semi
rural, del Estado de San Luis Potosi, Municipio de Cerritos (Aranda-Alvarez y col., 1995, ver
Apéndice). La poblacidn total era de 14,000 habitantes. Considerando una prevalencia de
cisticercosis de 1.2%, segin la 0ltima Encuesta Seroepidemiologica Nacional (Larralde y col,
1992), se determiné un tamafio de muestra de 900 individuos con el programa de cémputo EPI-
INFO {CDC de Atlanta). El muestreo fue aleatorio simple, ajustando el nimero de individuos por
localidad de manera proporcional al tamafio poblacional. A los individuos seleccionados se les

hizo una encuesta que incluyd diversos aspectos de nivel de vida, habitos alimentarios e
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higiénicos. En este trabajo se probaron las muestras para antigenos usando anticuerpos

policlonales de conejo contra un extracto crudo somético de cisticercos.

Bisqueda de antigenos en grupos de alto y bajo riesgo de una zona endémica

Grupo V. Seleccionado del estudio epidemiolégico que se levo a cabo en tres
comunidades de Morelos, México, dirigido por Elsa Sarti. Se emplearon 68 sueros de individuos
que presentaban crisis convulsivas y 33 con teniosis, diagnosticada por medio de un ELISA para
coproantigenos (Allan y col. 1990), y confirmada después del tratamiento cestocida. Estos grupos
se consideraron de alto riesgo para cisticercosis. Se buscd un grupo de 133 individuos del mismo
estudio epidemiolégico, con el mismo rango de edad y la misma proporcién de géneros y que no
presentaran crisis convulsivas o teniosis. A los tres grupos se les determind la presencia de
antigenos por ELISA con anticuerpos policlonales (Correa y col., enviado, ver Apéndice), y por

motivos de comparacion, anticuerpos por IET-GPs (Tsang y col., 1989).

METODOS ESTADISTICOS

Se llevaron a cabo andlisis de asociacion entre la presencia de antigenos en suero y la
presencia de otros factores en los estudios de los grupos IV v V, utilizando la Razon de Momios
como pardmetre de asociacidn, y la Chi cuadrada, o Exacta de Fisher para verificar la

significancia estadistica de las asociaciones encontradas (Fleiss, 1983).
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METODOS DE LABORATORIO

Reactivos

Preparacién de extracto crudo (EC) de cisticercos de Taenia solium.

Se prepard un extracto salino crudo (EC), similar al descrito por Espinoza y col. {1986),
preparandolo como sigue: los cisticercos se maceraron en un mortero y se afiadid, por cada
gramo, 0.5ml de agua destilada con los siguientes inhibidores de proteasas: fenilmetitsulfonil
fluorure (PMSF) al 0.006%, para-hidroxi-mercuri-benzoato de sodio (PHMB) al 0.04%, L-1-
tonsilamida 2-feniletil-cloro-metil-cetona (TPCK) 50pg/ml, N-a-p-tonsil-lisina cloro-metil-cetona
(TLCK) 50ug/ml. La formacién de una suspension homogénea se favorecid con 3 ciclos de
congelacion y descongelacidn de 15 min cada uno. Posteriormente se centrifugd a 20,000 xg
durante 1 hora a 4°C. Al sobrenadante se le afiadio 1/10 vol. de solucion de fosfatos de sodio
0.1M, pH 7.2 (PB10x), y se guardé momentanemente a 4°C; el precipitado se resuspendio en
solucion de NaCl 0.15 M, amortiguada con fosfatos 0.01M, pH 7.2 (PBS), se sonico dos veces a
7 Hz durante un minuto y se centrifugd en las condiciones descritas anteriormente. Los
sobrenadantes se mezclaron, y se les determiné la concentracion de proteinas por el microensayo
de Bradford (1976) empleando para esto un estuche comercial {Bio-Rad). El EC se fracciond y se

almaceno a -70°C hasta su uso.
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Preparacién de los antigenos de excrecidn-secrecion (ES) de cisticercos de Taenia solium

Los cisticercos fueron colectados, cuidando la integridad de la vesicula, y depositados en
PBS estéril; se realizaron varios lavados en condiciones de esterilidad en campana de flujo
faminar, con PBS estéril suplementado con antibidticos concentrados (50 U/ml de penicilina G
sodica y 50 pg/ml de estreptomicina). Los cisticercos ya lavados fueron puestos en cultivo en
medio RPMI (GIBCO) a 37°C; el medioc se cosechd a las 18-24 horas y se afiadieron inhibidores
de proteasas para llegar a las concentraciones usadas para la preparacion del EC. Los antigenos se
concentraron por dialisis en membranas que excluyen moléculas mayores de 12 kDa y luego se
dializaron contra PBS con inhibidores de proteasas, procediendo a determinar la concentracion de

proteinas, fraccionarlos y almacenarlos a -70°C, hasta su uso.

Produccién de anticuerpos policlonales {AcPc)

Se prepararon anticuerpos policlonales en cerdos y en conejos, utilizando el mismo
protocolo de inmunizacidn, a excepcion de la dosis de antigenos: 5y 1 mg de antigeno EC para
cerdos y conejos, respectivamente, via subcutinea, procurando inyectar en varias zonas Cercanas
a los ganglios dorsales. La primera dosis se inyectd mezclada con Adyuvante Completo de Freund
{ACF); la segunda v la tercera dosis, con las mismas cantidades de antigenos que la primera, pero
mezclados con Adyuvante Incompleto de Freund (AIF), se inyectaron por la misma via. La cuarta
¥, en su caso, las subsiguientes dosis, fueron via intramuscular en ausencia de adyuvante. A lo

large de la inmunizacién se midid la respuesta de anticuerpos por ELISA (ver mas adelante). En
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el momento en que el titulo de anticuerpos fue mayor a 1:50,000, los animates se sangraron a
blanco por puncion cardiaca. Los sueros fueron separados de la sangre de manera estandar, y

almacenados a -70°C hasta la preparacion de la fraccion 1gG (ver méas adelante).

Produccién de anticuerpos monoclonales (AcMc)

HPIG y HP12. Los primeros anticuerpos monoclonales empleados en este trabajo fueron
producidos por LIS Harrison y col., (1989). Estos anticuerpos eran de clase laM y fueron
producidos contra glicoproteinas de superficie del metacéstodo de Taemia saginata, presente
también en 1. sofium (HP10), y contra un antigeno no caracterizado encontrado en el fluido
vesicular de T solium (HP12). Los anticuerpos fueron proporcionados en forma semi-pura:
después de obtener liquido de ascitis de ratones Balb/c previamente inoculados con los
hibridomas; por lo tanto, se llevd a cabo una precipitacion con sulfato de amonio al 50%. Después
de resuspender los anticirerpos en PBS y dializarlos exhaustivamente, se separaron dos fracciones,
una de las cuales fue acoplada a biotina (ver preduccion de conjugados mas adelante),

H7. El segundo anticuerpo monoctonal fue producido por Jim Allan y Philip Craig de
Salford, Inglaterra: los ratones fueron inmunizados una sola vez por via intraperitoneal con
antigeno EC en presencia de ACF. Una semana después fueron desafiados con una segunda dosis
de antigeno via intravenosa y sacrificados 3 dias después. Para la fusion celular se utilizd el
micloma X63Ag8 653 (Ag8). Los anticuerpos fueron tamizados por ELISA con un conjugado

anti-lgM. Las lineas positivas fueron clonadas por diluctén limitante. El hibridoma H7 se
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selecciond por ELISA y se definio que producia 1gM y no reaccionaba de manera cruzada con
Echinoccocus granulosus, E. multilocularis, Ascaris lumbricoides, Trichinella spiralis, Brugia
malayi u Onchocerca volvulus.

E7. Se prepararon anticuerpos monoclonales contra los ES del metacéstodo de 1. solium,
para lo cual se inmunizaron ratones hembras de la cepa Balb/c de cinco a siete semanas de edad,
con una primera dosis de 80 pg por animal, en presencia de ACF via intraperitoneal, y tres dosis
mas de 40 ug cada una, a los 7, 14 y 21 dias, por la misma via con AIF. La (Gltima dosis de 40 pg
se aplicd via intravenosa, sin adyuvante al dia 28, y tres dias después se llevé a cabo la fusion
celular utilizando el mieloma Ag8. Las lineas positivas fueron buscadas por medio de ELISA
indirecto, usando un conjugado anti-inmunoglobulinas totales de ratén. Se clonaron las lineas
positivas por dilucion limitante, se expandieron en cultivo y se analizaron los sobrenadantes del
cultivo por ELISA para determinar la subclase de! anticuerpo.

4D9 y mezcla. En el segundo experimento de produccion de anticuerpos monoclonales se
repitio el protocolo descrito para el AcMc E7. La dnica diferencia fue que se uso el antigeno EC,

en lugar de los ES para inmunizar a los animales,

Purificacién de anticuerpos por afinidad.

La fraccién IgG de todos los anticuerpos policlonales fue aislada por medio de una
columna de afinidad de Proteina A de Staphyloccocus aureus acoplada a Sefarosa (Sigma). Los
sueros de los animales inmunizados se incubaron en {a columna durante toda la noche a 4°C. La
fraccion inespecifica se eluyd con PBS pH 7.4, mientras que la fraccion unida se separd de fa

columna con glicina 0.1M, pH 2.5 Las inmunoglobulinas se dializaron inmediatamente contra
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PBS; se determind la concentracién de proteinas con el estuche comercial (Bio-Rad), se
fraccionaron y se mantuvieron a -20°C hasta su uso. Una fraccion de los AcMc fue acoplada a
biotina (ver mis adelante) y la otra utilizada para la captura en los ensayos inmunoenzimaticos
correspondientes.

El AcMc H7 fue utilizado como sobrenadante de cutlivo del hibridoma, por lo que no se
purifico.

Los anticuerpos monoclonales de clase IgM se purificaron mediante una columna Affigel-
Proteina A (Sigma), que retiene a la albimina por carpa eléctrica. La columna se equilibré con
PBS, pH 8.2. El sobrenadante de cultivo fue tratado con NaOH LM para ajustar el pH a2 8.2 y se
aplicé a la columna con un flujo de 0.6 ml/min. Las proteinas no adsorbidas se lavaron con la
misma solucién de equilibrio. La fraccidn rica en inmunoglobulinas fue eluida con solucion de

citratos 0, 1M, pH 3.0, dializada contra PBS, cuantificada y fraccionada para su uso posterior,

Produccién de conjugados con biotina

Algunos de los anticuerpos fueron acoplados a biotina siguiendo la técnica descrita
previamente (Bayer, Skutelsky y Wilchek, 1979) ligeramente modificada. Las inmunoglobulinas
se ajustaron a una concentracion de 1.0 mg/ml y se dializaron contra solucidén de carbonatos
0.01M, pH 9.6, Cada mililitro de esta solucion fue incubado en 1z obscuridad durante 4 horas con
200 pl de una solucién de dimetil sulfoxido que contenia 2 mg/ml del derivado N-hidroxi-metil-
sulféxido de biotina, y con agitacién esporadica. Posteriormente se dializd exhaustivamente

contra PBS, se fracciond y se conservo a -20°C hasta su uso.
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ELISA para deteccion de anticuerpos producidos por cerdos, conejos y ratones

La respuesta a la inmunizacién de los cerdos, conejos y ratones utilizados en estos trabajos
fue evaluada por medio de ELISA. La estrategia general fue la misma, si bien las concentraciones
de antigeno, las diluciones de las muestras de suero y los conjugados utilizados variaron de
acuerdo al sistema.

Los pozos de las placas de ELISA se incubaron toda la noche a 4°C con 100 pl del
antigeno (1 pg/ml de EC o 5 pug/mi de ES), en solucién de carbonatos 0.01M, pH 9.6. Después
de lavar exhaustivamente con 200 ul/pozo de Tween 20 al 0.05% en PBS (PBS-T), las placas
fueron incubadas durante 1 h con 200 pl/pozo de solucidn bloqueadora, albiimina sérica humana o
bovina al 0.1% en PBS-T, o bien, leche descremada (Sveltes) al 5% en PBS-T. Posteriormente, se
afiadieron 100 pl/pozo de la muestra de suero en diferentes diluciones hechas en PBS-T, para
determinar el titulo de anticuerpos, y se incubaron a 37°C durante 1 a 2 h. Luego de lavar 5 veces
con PBS-T se afiadio ¢l conjugado correspondiente (conjugados de peroxidasa anti-lgM, anti-1gG
de raton, anti-IgG de cerdo o anti-IgG de conejo), a fa dilucion aptima de trabajo. y se incubd a
37°C durante ! a 2 h mas. Después de lavar con PBS-T, se afiadid la solucion de
substrato/cromégeno, que consistié en 4 ul de H,0; (Merck) / 4 mg de o-fenitendiamina
(SIGMA) por cada 10 ml de soluctdn amortiguadora de citratos 0.1M. La reaccion se detuvo con

una solucion de HpSO4 2N. La lectura de [a placa se realizé en un lector de ELISA (Bio-Rad), a

490 nm,
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ELESA para antigenos
La determinacion de antigenos se realizd con dos tipos de sistemas, uno homélogo y otro
heterélogo. En todos los casos se incluyd una curva de diferentes concentraciones de antigeno de

cisticerco en las placas, como testigo positivo de la reaccion.

Sistema homélogo

Los pozos fueron incubados con los anticuerpos policlonales (25 a 50 pg/ml) o
monoclenales (2 a 10 ng/mil) disueltos en solucién de boratos 0.1M, pH 8.6, durante toda la
noche. Después de lavar exhaustivamente con PBS-T, se bloquearon los sitios reactivos libres con
alblimina sérica bovina al 1.0% en PBS-T durante | h a temperatura ambiente. Las muestras de
suero y LCR fueron probadas a varias diluciones, resultando al finat 1:3 y 1:9 las mejores para
suerc y 1:2 para LCR; todas fueron incubadas en PBS-T durante 2 h a 37°C. Después de lavar, se
agrego el anticuerpo homélogoe acoplado a biotina (el policlonal a 25 - 50 pug/ml, y el monocional
a 2 - 10 ng/ml} en PBS-T, incubandolos durante otras dos horas a 37°C, La reaccion se reveld
con estreptoavidina acoplada a peroxidasa (Sigma) a la dilucion 6ptima en PBS-T, durante otras

dos horas, a 37°C, y posteriormente con el mismo substrato descrito anteriormente.

Sistema heterologo

Con el anticuerpo monoclonal H7 se utilizé un sistema heterdlogo. Aunque las reacciones
y lavados fueron los descritos antes, hubo algunas diferencias: los anticuerpos de captura fueron
AcPc de conejo a 25 pg/ml y, después de las reacciones con las muestras y el anticuerpo

monoctonal (sobrenadante de cultivo diluido 1:10,000), la reaccion se reveld con un conjugado de
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anticuerpos anti-IgM de ratdon acoplados a peroxidasa, seguido de la solucién substrato/

cromodgeno previamente descrita.

Inmunoelectrotransferencia para deteccion de antigenos de Taenia solium

Con el fin de identificar antigenos presentes en el LCR o el suero de casos de
neurocisticercosis, se procedid a estudiar algunas muestras de casos confirmados por
inmunoelectrotanferencia. Debido a la heterogeneidad en las concentraciones de proteinas de los
LCR, se llevé a cabo la determinacién de la concentracidn proteinas de cada LCR procedente de
los casos y de un grupo de testigos. Se sometieron 50 ug de proteinas de cada muestra por carnl
de electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 11%, en condiciones reducloras y no
reductoras {Laemmli, 1970). Las proteinas separadas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa de 022 um de poro, de acuerdo al método de Towbin y col. (1979).
Posteriormente, las membranas fueron incubadas con leche descremada al 5% en PBS-T durante
toda la noche a 4°C y luego de lavarlas con PBS-T, se incubaron con un antisuero de conejo
hipertnmune contra el EC del cisticerco diluido 1:100 en PBS-T, durante 2 h en agitacion a
temperatura ambiente. Después de lavar, la reaccion se reveld con un conjugado de peroxi(iasa
acoplada a anticuerpos anti-IgG de conejo diluido 1:500, usando H;O; al 0.3% / 4,1-cloro nafiol
al 0.1% en PBS como solucidn substrato / cromdgeno. La reaccion se pard por lavados

exhaustivos con agua.
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RESULTADOS

PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
Se hicieron tres ensayos para producir AcMc. De ellos, en dos ocasiones se obtuvieron
hibridos que produjeron anticuerpos contra antigenos del metacéstodo de T. solium. Los 2

ensayos se describen por separado a continuacion:

Primer ensayo
En el primer experimento se indujo la produccion de anticuerpos contra los productos de
excrecion-secrecion (ES) del cisticerco. Se obtuvieron 6 lineas celulares que reaccionaron a los

ES en ELISA (figura 3).
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Figura 3. ELISA de captura de los anticuerpos producidos por las 6 lineas positivas contra los
antigenos ES del metacéstodo de T. solium. El lestigo negativo (<) fue el sobrenadante de cultivo
del mieloma Ag8 utilizado en la fusion celular.
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Sin embargo, no todas las lineas fueron clonadas con éxito: cuatro de las lineas murieron
durante el cultivo y otra perdi6 la capacidad de reaccionar durante la clonacién. La linea restante
fue clonada y subclonada; el nombre final de esta clona fue E7 y provenia de la linea 1D6; la clona

produce anticuerpos de clase IgG1i (figura 4).

254

Absorbancia a 492 nm

0.5 1

Clona - +

Figura 4. Determinacion de la subclase del anticuerpo E7 reactivo con los ES del cisticerco de T solium. Los
confugados empleados fueron especificos de 1gG1 (barras moteadas}, IgG2a (barras negras). IgG2b (barras
grises}, IgG3 (barras blancas). Los testigos corresponden ol sobrenadante de culiivo de mieloma no
productor de anticuerpos (<) y un suero positivo de raién (+).

En ensayos de IET se observd que la clona E7 producia anticuerpos que reaccionan con
bandas de bajo peso molecular, de 15, 20, 25 y 28 kDa en condiciones reductoras, y 3 bandas de
25, 43 y 50 kDa en condiciones no reductoras de los ES (figura 5). Se procedid a estandarizar un

ELISA de captura de antigenos, usando el AcMc para captura y un AcPc de conejo para revelar.
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En vista de que se obtuvo reaccidén positiva con algiin componente presente en sueros normales
de seres humanos y ausente en LCR (figura 6), se estudié la reactividad de! anticuerpo en IET,

usando como antigeno suero humano normal. Se observaron dos bandas de 70 y 100 kDa solo en

condiciones reductoras (figura 7).
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Figura 5. Inmunoelectrotransferencia de la reaccion del AcMe E7 contra los ES del cisticerco.
A la izquierda se muestra el antigeno sometido a eleciroforesis en condiciones reductoras y a la
derecha en condiciones no reductoras. Los carriles 1, 2, 3 y 4 tienen diferentes diluciones del
sobrenadante de cultivo de la clona; el negativo (-} muesira la tira incubada con PBS en lugar
del anficuerpo, mientras que los testigos positivos (+) corresponden a amtisuercs de raion
especlficos contra el ES (primero) y el EC (segundo),.
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Figura 6. Ensayo de captura de antigenos usando el AcMc E7 frente a sueros y LOCRs de

pacientes (+) y testigos negativos (-). La barra de la extrema derecha (-) representa el valor
obtenido usando PBS en lugar de las muestras.
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Figura 7. [ET de suero humano normal sometido a electroforesis en condiciones reductoray y
revelado con el AcMc E7 en 6 diluciones diferentes (carriles 1-6). Ef altimo carril (-} es ¢l
testigo incubado con sobrenadante de cultivo del micloma Ag8. La flecha sefiala dos bandas
presentes s6lo cuando se reveld con el AcMe, ausentes en la tira testigo.
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Se probd su reaccidn con algunos antigenos puros de mamiferos habiendo respuesta
contra el fibrindgeno humano obtenido de fuente comercial por ELISA (no se muestra). Estos
resultados nos indicaron que el anticuerpo E7 reaccionaba con proteinas del huésped, por lo que

este anticuerpo se descart6 para fines de diagndstico.

Segundo ensayo

El siguiente intento para producir AcMc en contra de antigenos del parasito, se hizo
inmunizando con el EC. Se obtuvieron 7 lineas positivas (figura 8), que fizeron expandidas,

clonadas y subclonadas; todas las clonas produjeron anticuerpos de clase IgM (figura 9).

2.5 1

1T

C2E7 3CIL 4B11 409 4F5 4H4 -

Linea celular

Figura 8. ELISA de captura de los anticuerpos producidos por las 6 lineas positivas conira el
EC del metacéstodo de T.solium. El ensayo se reveld con conjugado anti-inmmmoglobnlinas
toiales de raton. El testigo negativo (-} fue el sobrenadante de cultivo del mieloma Ag8 utilizado
en la fusion celular. Los resultados de la linea 5B4 no se muestran (ver adelante)
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Figura 9. Determinacién de clases de los anticuerpos monoclonales que reaccionaron con el EC del
cisticerco de T solium. Las clonas probadas, de izquierda a derecha, fueron: C2E7, 3C1H, 4811, 4D9. 4F35 y
JH4. Los resultados de la clona 5B4, eliminada, no se muestran (ver mas adelante).

Debido a la experiencia anterior, ademas de llevar a cabo ensayos de reacciones cruzadas
con otros parasitos (tabla I), se probé la reaccion de las clonas contra suero humano y un extracto
crudo de misculo de cerdo no infectado (figura 10). Seis de las siete clonas fueron especificas de
género, ya que solo reaccionaron con extractos o ES de tenias o de cisticercos de T. saginata, 7.
solium y T. taeniaeformis. Los anticuerpos secretados por la clona 5B4 reaccionaron con todos
los antigenos probados, por lo que esta clona se excluyé del estudio. Cabe mencionar gue tanto
el EC como ES de adulto de 7. solium fueron preparados de tenias de hiamsteres infectados

experimentalmente. La clona 4F5 perdio su capacidad de producir anticuerpos durante el cultivo,

por lo que se continud con 5 clonas los ensayos de estandarizacion para captura de antigenos.
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Tabla [. Evaluacion de reacciones cruzadas de los AcMc anti EC del cisticerco de T. solium por
ELISA.

Absorbancia obtenida con el anticuerpo;
Tipo y fuente de antigeno

2E7 3C11 4B11 4D9 4F5 4H4 5B4

EC cisticerco T. solium 1.5 1.2 1.2 1.0 0.05 0.7 1.4
EC adulto T, solium 0.4 0.05 0.0 0.2 0.0 0.03 1.2
ES** adulto T, solium 0.6 0.02 0.01 0.1 0.01 0.05 1.7
EC* adulto 7. saginata 1.2 1.15 1.4 1.5 0.25 1.3 0.6
EC adulto

1. taeniaeformis 0.2 0.01 0.0 0.01 0.02 0.0 1.4

EC cisticerco
T taeniaeformis 0.2 0.0 0.01 0.1 0.02 0.03 0.8

EC Macracanthorrynchus

hirrudinaceous 0.0 0.0 0.01 0.005 0.0 0.0 0.7
EC Fasciola hepatica 0.0 0.0 0.01 0.0 0.0 0.0 0.9
EC Ascaris suum 0.01 0.0 0.0;'). 0.0 0.0 0.0 1.2
EC Trichinella spiralis 0.08 0.0 0.01 0.0 0.0 0.02 1.4

* EC: extracto crudo. ** ES Productos de excrecion secrecion
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Figura 10. Evaluacion de la reactividad de los anticuerpos contra el EC (barras rayadas),
extracto crudo de musculo de cerdo (barras blancas) y suero humano normal (barras negras)

por ELISA de captura de anticuerpos. Los tres antigenos fueron usados a una conceniracion de
10 ug/mfL.

A partir de los sobrenadantes de cultivo de estos hibridomas, se purificaron los
anticuerpos de clase IgM por filtracion en gel. Con los anticuerpos puros, se estandarizaron las
condiciones Gptimas para el sistema de captura de antigenos. Se realizaron ensayos tipe dosis-
respuesta, usando los diferentes AcMc para capturar los antigenos y AcPc anti-EC de conejo
marcado con biotina para revelar (figura 11). El anticuerpo 4D9 presentd una reactividad alta en
comparacion con los otros, mientras que el anticuerpo 4H4 no presentd un efecto dosis-respuesta,
por lo que ya no fue usado para los ensayos con las muestras de casos. En resumen, quedaron 4
anticuerpos potencialmente ttites: 4D%, 2E7, 3C11 y 4B11. Se hicieron ensayos de captura de

antigenos con e} 4D9 solo y la mezcla de los otros 3 anticuerpos; como se observa en la figura 12,
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hay un efecto aditivo de las respuestas individuales de éstos. Debido al efecte encontrado, fos
ensayos con muestras de pacientes se hicieron por un lado, con la mezcla de los 3 anticuerpos vy,
con el anticuerpo 4D9 solo.

Las 4 lineas restantes fueron evaluadas por IET, para determinar su patron de
reconocimiento (figura 13). En condiciones no reductoras, se observd que las clonas 2E7 y 4D9
reaccionaron con bandas de alto peso molecular, similar; en contraste las clonas 3Cil y 4B1i
presentaron un patron de reconocimiento Unico. Los anticuerpos de la clona 4B11 reaccionan
cuando menos con 3 antigenos distintos en condiciones no reductoras, mientras la clona 3C11
reacciond con una sola banda de aproximadamente 85 kDa. Los anticuerpos de la clona 4D9 son
especificos para antigenos de peso molecular mayor a 150 kDa. Tanto esta clona como la 2E7
reconocen 3 moléculas de 45, 70 y 105 kDa en condictones reductoras, mientras que las otras dos

clonas dieron lugar a una banda principal cercana a 150kDa.
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Figura 11. Ensayos de captura de antigenos con cada anticuerpo monoclonal En el ensayo se
colocaron diferentes diluciones del anticuerpo monoclonal (concentracion original 1 mg/mi) y
después de los lavados y el bloqueo, se colocaron diferentes concentraciones de EC de cisticerco
de T, solium (marcados en el recuadro en ug/ml). Después se revelo con un AcPe de conejo
comtra el EC, y un conjugado anti-igG de conejo-peroxidasa.
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Figura 12. Ensayos de captura tipo dosis-respuesta, con los anticuerpos de las clonas 4D9
{cuadros), 2E7 (tridngulos), 3C11 (circulos), 4B11 (rombos), o la mezcla de los 3 ultimos
{estrellas). Los ensayos fueron equivalentes a los descritas en la figura 12.

a o b ..
1234 1234
Figura 13. IET en condiciones no reductoras (a) y condiciones reductoras (&) del EC del
metacéstodo de T, solium, revelado con los anticuerpos de las clonas 2E7 (1); 3C11 (2); 4D9

(3): y 4B1I (4).
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BUSQUEDA DE ANTIGENQS EN SUERO Y LCR DE PACIENTES Y CERDOS
Busqueda de antigenos por ELISA

Ensayos con los AcMc HP10, HP12 v AcPc de cerdo

El primer ensayo de biisqueda de antigenos por ELISA se realizo con los AcMc HP10 ¥
HP12, proporcionados por L Harrison y RME Parkhouse (Mill Hill, Inglaterra) y los AcPc anti-
EC y anti-AgB, producidos por nuestro grupo en cerdos. El HP10 fue positivo con el 79% de los
sueros de cerdos con infecciones naturales; este valor aumentd a 90% inmediatamente después de
haber tratado a los animales con prazicuantel (Rodriguez-del-Rosal, Correa y Flisser, 1989, ver
Apéndice). El HP12 y ambos AcPc dieron resultados negativos con estas mismas muestras (figura

14). La especificidad obtenida con el HP10 fue del 100%.
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Figura 14. Determinacion de antigenos en sueros de cerdos infectados naturalmente anles (barras blancas) y despucs
de tratamiento con prazicuantel (barras grises), asi como de cerdos sanos {barras negras). Se usaron 4 aniicrerpos:
AgB: anticuerpos policlonales de cerdo comtra el antigeno B; EC: anticuerpos policlonales de cerdo contra el exiracty
crudo del cisticerco: HPI2: anticuerpos monoclonales contra un componente de fluido vesicular de T. solium. HP10:
anticuerpos monoclonales contra un componente de superficie y excrecion-secrecion de T. saginata.
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Parz la cisticercosis humana se encontré una sensibilidad del 72% en LCR con. el uso del
AcMec HP10 (figura 15). La sensibifidad obtenida con otros anticuerpos fue de 14% a 48%. Por
otro lado, sumando los resultados obtenidos con los diferentes sistemas, se observd que la
sensibifidad puede llegar a un 93%. La especificidad en este ensayo fue del 100%, pues ninguno
de los 24 casos con otros problemas neuroldgicos presentd valores por arriba del punto de corte

{Correa y col.,, 1989a, 1989b, ver Apéndice).
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Combinacion de anticuerpos

Figura 15. Determinacion de antigenos en liquido cefalorraquideo de seres humanos con neurocisticercosis.
Se usaron 4 sistemas distintos de anticuerpos: AgB: anticuerpos policlonales de cerdo conira el antigeno B;
EC: anticuerpos policlonales de cerdo contra el extracto crudo del cisticerco; HP12: anticuerpos
monoclonales contra un componente de fluido vesicular de T. solium; HP10: anticuerpos monoclonales
contru un componente de superficie y excrecion y secrecion de T. saginata La sensibilidad cambia, si se usa
dos, tres o los cualro sistemas de anticuerpos en cada muestra.
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Ensayo con el AcMc H?

Con el fin de probar el potencial diagnostico del anticuerpo monoclonal producido por Jim
Allan (AcMc H7), se evafuaron muestras de LCR y suero de 25 pacientes con neurocisticercosis
(tabla II). Se encontré una sensibilidad global de 52% en LCR y de 44% en suero, siendo mas
sensible en el caso de cisticercosis activa que en la inactiva, aunque no hubo diferencias
significativas con relacion al nimero de quistes. De hecho, en suero el ensayo fue mas sensible en
caso de lesidn inica gue con lesiones miltiples.

Tabla . Determinacion de antigenos en LCR y suero de pacientes con NC por ELISA de captura con el
anticuerpo monoclonal H7

Nimero y tipo de Ntmero de positivos Numero de positivos

cisticercos n en LCR (%) en suero (%)

Calcificaciones 4 0 0 0 0
Un quiste* 5 3 60 4 75
Varios quistes 16 10 62 7 44
Total de cisticercosis 21 13 62 11 52

activa

Total 25 13 52 11 44

* Dos de los casos tenian ademds calcificaciones.
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Ensayos con los AcMc 4D9, v la mezcla de AcMc

Se evaluaron 103 casos con NC y 65 casos de individuos con otros problemas
neurcldgicos {Tabla III). Los sistemas de anticuerpos usados en los ensayos para caplura de
antigenos dieron muy baja sensibilidad: la mas alta fue casi 13% en LCR, con el anticuerpo
monoclonal 4D9, con una proporcion de falsos positivos de 1.5% en esa misma muestra. Los

anticuerpos de la mezcla detectaron antigenos en muy pocos sueros de casos con NC activa.

Tabla l1I. Determinacion de antigenos en suero y LCR de pacientes con NC y festigos

Grupo Porcentaje de muestras positivas a la deteccion de
tipo y nimero de antigenos con:
lesiones n MEZCLA* 4D9
suero LCR suero LCR
13 1.9 13 1.9
Testigos negativos 635 - - - 1.5 1.5 I.5
NC
Calcificaciones 5 - - - - - 2.0
NC
Un quiste 31 32 - 32 6.5 65 16.1
NC
Quistes miltiples 67 1.5 3.0 1.5 - - 4.5

NC activa global 98 2.4 1.5 24 32 32 10.3

NC global 103 1.8 11 1.8 24 24 12.7

* La mezcla consistio de los anticuerpos monoclonales 257, 3C7 y 4811
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Biisqueda de antigenos por Inmunoelectrotransferencia

Se buscaron antigenos en el suero y el LCR de un grupo de pacientes con NC de
diferentes tipos mediante [ET (Mata-Ruiz y col., ver Apéndice). Las muestras se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, en condiciones reductoras y no reductoras, y se
revelaron con AcPc contra el EC, con el fin de poner en evidencia cualquier antigeno presente en
las muestras.

En la figura 16 se muestran las IET de los sueros y LCRs analizados; en algunas muestras
de LCR se encontraron 3 bandas, solamente en condiciones reductoras. La banda dominante tiene
un peso molecular aproximado de 200 kDa; también se observaron dos bandas de 190 y 50 kDa
en cierta proporcion de las muestras. No se encontraron bandas en condiciones no reductoras.

Los sueros presentaron dos bandas de 183 y 105 kDa en condiciones reductoras y 2
bandas de 97 y 80 kDa en condiciones no reductoras. La banda de 183 kDa fue encontrada en las
2 muestras positivas.

La frecuencia de las distintas bandas encontradas en LCR y suero, con relacion a la
localizacién v tipo de cisticercosis, se muestra en las figuras 17 y 18. Se observan antigenos en
casos con cisticercosis localizada en el espacio subaracnoideo, en las cavidades cerebrales o en
localizaciones mixtas, pero no con cisticercosis del parénquima. En casos con calcificaciones
unicas o multiples, o con quistes Gnicos, en presencia o ausencia de calcificaciones, no se
detectaron bandas antigénicas.

Tres de las bandas encontradas en los sueros de pacientes con cisticercosis, también se

encontraron en muestras de 2 pacientes con teniosis (tabla IV). Ademas, las muestras de
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individuos con oftras parasitosis presentaron antigenos de reaccidn cruzada, ausentes en las

muestras de los casos confirmados de cisticercosis.
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Figura 16. Resultados representativos de IET para deteccion de antigenos. Las muestras de
suero (Ay B) y LCR (C y D) de casos de neurocisticercosis y testigos negativas se sometieron a
electroforesis en condiciones reductoras (4 y C) y no reductoras (B y D). EI carril i
corresponde al antigenol:C; los carriles 2 y 3 a muestras de lestigos negativos; el 4 y el 5
corresponden a muestras de casos con calcificaciones; el 6 a un pacienie con 1 quiste y del 7 al
11 a casos con cisticercosis activa multiple. Las flechas sefialan las bandas detectadas. Los
marcadores de peso molecular se marcan a la izquierda en kDa.
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Figura 17. Frecuencia de las diferentes bandas encontradas en LCR (lado izquierdo) y
suero (lado derecho) de pacientes con NC positivos en el IET de antigenos, con
relacion a la localizacion de los pardsitos. En LCR se encontraron bandas solamente
en condiciones reductoras; en suero, se enconlraron bandas en condiciones reductoras
(4) y no reductoras (B). Los pardsitos estaban localizados en parénquima (barras
rayadas, no se encontraron), espacio subaracnoideo (barras grises), veniriculos
{barras negras} o en varias localizaciones (mixta, barras blancas).
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Figura 18. Frecuencia de las diferentes bandas encontradas en LCR (lado izquierdo) y suero
{lado derecho) de pacientes con NC positivos en el IET de antigenos, con relacion al tipo y
mimerc de parasitos. Fn LCR se encontraron bandas solamente en condiciones reductoras; en
suero, se encontraron bandas en condiciones reductoras (4) y no reducioras (B). Solamente se
encontraron antigenos en algunos de los casos con cisticercosis quistica miltiple, en presencia
fbarras negras} o ausencia (barras blancas) de calcificaciones concomitante,
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Tabla IV. Busqueda de antigenos por IET en el suero de personas infectadas con diferentes
pardsitos.

Bandas en suero en condiciones:

Enfermedad n Reductoras No reductoras

105 128 137 183 80 95 110 120

Cisticercosis 2 1 1

(positivos) 2 1

Teniosis 3 2 1 2 2 1 b
Himenolepiosis 1 1 1 1
Hidatidosis 1

Larva migrans 4 1

Triquinelosis 3

Toxoplasmosis !
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DETECCION DE ANTIGENOS EN SUEROS DE INDIVIDUOS DE POBLACIONES

ENDEMICAS

Estudio transversal en Cerritos, San Luis Potosi

Con el fin de evaluar la deteccion de antigenos en poblacion abierta, se llevo a cabo un
estudio en el Municipio de Cerritos, San Luis Potosi. Dicho Municipio tiene zonas urbanas y
rurales y cuenta con 14,000 habitantes; se tomé una muestra de 954 individuos mayores de 14
aiios y se aplicd una encuesta enfocada a la bisqueda de diversos factores de riesgo. Se midié la
prevalencia de antigenos por medio de un ELISA de captura de antigenos, usando anticuerpos
policlonales de conejo, y también la de anticuerpos también por ELISA. Esto tltimo con el fin de
comparar 2 la comunidad con otras estudiadas previamente por otros grupos. Encontramos
antigenos en ¢ individuos, lo que permitié calcular una prevalencia del 1.0%. Asi mismo se
encontraron anticuerpos en 48 casos, dando una prevalencia del 4.8%. Los factores de riesgo
asociados a la presencia de anticuerpos, asi como la frecuencia de la historia de expulsion de
proglotidos, indicaron que la poblacion estd expuesta a la infeccion por T. solium, tal como
ocurrio con otras comunidades estudiadas anteriormente (Aranda y col,, 1995, ver Apéndice).

La presencia de antigenos en suero se encontrd asociada solamente con crisis convulsivas
de aparicion tardia (Razon de momios=11.83; intervalo de confianza = 2.63-62.15; p<
0.01{exacta de Fisher}}. De los 9 casos positivos a la presencia de antigenos, 3 aceptaron ser
sometidos a un estudic de tomografia computada, y de éstos, dos presentaron lesiones

compatibles con cisticercosis activa, segun la lectura de un radidlogo especialista.
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Grupos de alto y bajo riesgo de una zona endémica.

Se Tlevd 2 cabo un estudio utilizando muestras de individuos que habitan en una zona
endémica de cisticercosis, en Morelos. De esa poblacion se escogieron dos grupos que
consideramos de alto riesgo: uno compuesto por 68 individuos que presentaran crisis convulsivas
de aparicién tardia y otro de 33 personas con teniosis, diagnosticada por laboratorio y
tratamiento. Se escogid un grupo de 133 testigos de la misma zona que tuviera una distribucién
de género y edad similares a la de los grupos de alto riesgo. Los sueros fueron analizados por
ELISA para antigenos con AcPc de conejo, y para anticuerpos por IET-GPs (Tsang y col., 1989),
para comparacién. Si bien la frecuencia de antigenos y anticuerpos fue mas alta en los grupos de
alto riesgo que en el grupo testigo, la diferencia solo fue significativa para el caso de los antigenos

en el grupo de individuos con epilepsia (tabla V).

Tabla V. Frecuencia de antigenos y anticuerpos en los grupos estudiados

Frecuencia en el grupo de:

Deteccion de: Bajo riesgo Epilepsia P Teniosis p*
Antigenos 53 19.1 0.014 143 0.037
Anticuerpos 12.8 22.1 0.089 229 0.137

* Chi-cuadrada
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Agrupando a todos los individuos y verificando la asociacion de la presencia de anticuerpos ©
antigenos a distintos factores de riesgo, capturados previamente y disponibles en la base de datos, se
encontrd una asociacion entre la presencia de anticuerpos en suero y la de nodulos en el tejido
subcutaneo. También se encontrd asociada la presencia de antigenos con la de epilepsia tardia. No se
encontraron significativamente asociados los seroantigenos a la teniosis y a las convulsiones focales
(tabla VI).

Tomando a la epilepsia y a la teniosis como estados de la enfermedad, se calcularon los valores
diagnésticos de las pruebas de anticuerpos y antigenos (tabla VII). Las sensibilidades encontradas
fueron muy bajas para ambas pruebas, pero las especificidades fueron relativamente altas, asi como el
valor predictivo positivo de la prueba de antigenos en ¢l caso de los individuos con epilepsia.

Tabla VI. Factores de riesgo asociados con anticuerpos y anligenos en suero

Factor de Positivos a anticuerpos  Negativos a anticuerpos
(N=40) (N=197) p*
Riesgo N (%) n (%)
Nédulos
subcutaneos 3 7.5 3 1.5 0.02
Positivos a antigenos Negativos a antigenos
N=27) (N=209) p
N (%) n (%0)
Epilepsia 13 48.1 55 263 0.0t
Teniosis 7 25.9 29 138 0.09
Convulsiones 4 14.8 12 5.7 0.07
focales

*Chi-cuadrada o Exacta de Fisher
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Tabla VIl. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos calculados para las dos pruebas

Epilepsia Teniosis
Parametro (%) Antigenos Anticuerpos  Antigenos  Anticuerpos
Sensibilidad 9.1 22.1 19.4 222
Especificidad 91.7 851 90.0 84.0
Valor predictivo positivo 48.1 375 259 20.0
Valor predictivo negativo 737 73.0 86.1 85.7
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DISCUSION

El diagnostico de la neurocisticercosis humana actualmente se realiza con una gran
precision: se cuenta con herramientas como la resonancia magnética y la tomografia computada,
que proporcionan la identificacion del tipo, numero y localizacién de los cisticercos presentes
(Ramos y col., 1986; Rodriguez Carbajal y Boleaga-Duran, 1982). Sin embargo, estas técnicas
tienen un alto costo y son inaccesibles para una parte considerable de la poblacion. Ademas,
existen casos dudosos que obligan al médico a considerar el uso de técnicas inmunolégicas. Por
eflo, se ha continuacio su implementacion, principalmente mediante la determinacion de
anticuerpos (Flisser y Larralde, 1986; Flisser, Madrazo y Delgado, 1997). La deteccion de
anticuerpos en LCR o suero puede ser decisiva para casos de duda diagndstica en el diagnostico
clinico. Sin embargo, existe interés en la basqueda de un método gue permita detectar antigenos
parasitarios, principalmente porque su presencia es un reflejo directo del pardsito que ademas
debe estar vivo o, por lo menos en proceso de muerte. En cisticercosis cerebral esto es relevante
pues el tratamiento médico se aplica solamente en casos de cisticercosis activa.

Con estos antecedentes se iniciaron los estudios presentados en este documento, los
primeros se hicieron con AcMc producidos por otros grupos, y los resultados alentadores nos
motivaron para iniciar la produccién de nuestros propios AcMc. Paralelamente, se evaluaron
algunos ensayos, basados tanto en AcMc como AcPc en casos clinicos y en comunidades
endémicas. Por otro lado, realizamos un estudio para analizar el mosaico antigénico presente en el
LCR de los pacientes, y valorar la posibilidad de encontrar antigenos en suero, lo que no habia

sido probado anteriormente.
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Los resultados obtenidos nos han permitido identificar algunos aspectos relevantes para el
mejoramiento de la tecnologia que se pretende optimizar, perc también nos han brindado
informacidn de orden mas relacionado con la interaccion entre el cisticerco de Taenia solium y su

huésped intermediario. Estos temas se discuten a continuacion.

ANTIGENOS INDICADORES DE VIABILIDAD Y ANTIGENOS INDICADORES DE

PROCESO DE MUERTE PARASITARIA

De los resultados de esta tesis, asi como de otros reportes de la literatura, se desprende
que los antigenos que se encuentran circulando durante una infeccion por un cisticerco pueden
variar, dependiendo del estado en que éste se encuentre. Con un enfoque pragmatico, se
considerd que era importante utilizar aaticuerpos contra los productos ES del parasito para
obtener mejores resultados en la determinacion de antigenos, pues éstos son los que mids se
asemejan a los que se encuentran en la circulacion del individuo infectado. En favor de esto, debe
observarse 1a sensibilidad obtenida con el AcMc HP10 que es especifico para un componente de
superficie y de secrecidn-excrecion, tanto en el LCR de seres humanos (72%), como en el suero
de cerdos infectados (79%). En el articulo de la produccidn del HP1¢ (Harrison y col., 1989), se
estudio la cinética de antigeno y de anticuerpos en la sangre de animales infectados
experimentalmente, observandose que el antigeno aparece a las 4 semanas de infeccién en la
circulacion, y desaparece cuando los parasitos mueren, no asi los anticuerpos. Esto quiere decir

gue este antigeno es un indicador de la presencia de parasitos viables.
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En contraste, el AcMc HP12, que reconoce un antigeno de fluido vesicular fue menos
sensible. Es interesante que este anticuerpo no haya detectado casos masivos de cisticercosis
porcina, mientras si detectd a la mitad de los casos humanos; esto puede estar relacionado con la
localizacién del antigeno en el parasito, siendo posible que el antigeno se libere cuando los
parasitos estan dafiados. Por eso no se detecta en la cisticercosis porcina, la cual es una parasitosis
relativamente joven, en la que la mayoria de los cisticercos estan viables (Correa y col.,, 1987},
Por ¢l contrario, la cisticercosis humana es una enfermedad cronica de hasta 30 afios (Dixon y
Lipscomb, 1961), en la que se pueden encontrar cisticercos vivos, dafiados y muertos (Rabiela-
Cervantes, 1989), por lo que habria mis probabilidades de encontrar los antigenos del fluido
vesicular en el LCR, e incluso en la circulacion. Como se menciond, encontramos que el HP12
detectd al 483% de los casos humanos. En este sentido, Cho y col. (1992) produjeron un AcMc
contra un antigeno de fluido vesicular y lo usaron en LCR: sélo lo encontraron en el 11% de los
casos, y lo detectaron incrementado inmediatamente después del tratamiento con prazicuantel y
en casos con cisticercos racemosos. Se sabe que el tratamiento induce una liberacion subita de
antigenos que induce, a su vez, una mayor respuesta inmune que destruye al parasito (Flisser y
col, 1990¢). Los componentes del fluido vesicular podrian ser, por lo tanto, parte de los
antigenos liberados cuando el parasito entra en proceso de muerte y buscarse estos antigenos
como marcadores de muerte parasitaria, Si esto se demuestra, su deteccion en casos humanos
serviria como herramienta para la vigilancia del curso de la infeccion y en su caso, brindar apoyo

al paciente con quimioterapia para reducir los trastornos secundarios a la inflamacion.
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ANTIGENOS DEL HUESPED EN LOS ANTIGENOS DEL PARASITO.

Los experimentos llevados a cabo para producir AcMc se iniciaron bajo la premisa de que
los antigenos ES constituyen el mejor mosaico antigénico para la produccién de anticuerpos
monoclonales, destinados para la captura de antigenos en LCR o suero para diagnéstico de
cisticercosis activa. Ello dado que se supone que el cisticerco viable estd excretando y secretando
in vivo sustancias antigénicas similares a las que se pueden obtener de un sobrenadante de cultivo
in vitro. No empleamos el EC para inmunizar ya que, desde nuestra perspectiva, habia dos
problemas; por un lado, se estaria inmunizando at ratén con un nimero muy grande de epitopos,
y, por ende la posibilidad de obtener clonas contra los epitopos que pudieran estar circulando en
el paciente infectado era menor. Por otro lado, estudios previos indican la existencia de
componentes del huésped en la superficie (Correa y col., 1985; Willms y Arcos, 1977) e incluso
en el interior del cisticerco (Ambrosio y col., 1994; Hayunga y col., 1989), por lo que inmunizar
con el EC podria generar ademis una reaccion contra componentes del huésped.
Inesperadamente, en la primera produccién de AcMe, el unico anticuerpo fuertemente reactivo
inducido con antigenos ES, fiue positivo con suero humano, reconociendo aparentemente al
fibrindgeno. En términos practicos, estos resultados fueron muy desalentadores, pero en terminos
de la relacion huésped-parasito resultaron de interés. Los datos presentados sugieren que al
parecer, €l parasito también puede excretar al medio moléculas del huésped. La reaccion del

anticuerpo monoclonal con el fibrindgeno indica que esta molécula estaba incluida entre los
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productos de excrecidon-secrecion del cisticerco y por lo tanto, sugiere que €l mosaico de
componentes del huésped que el cisticerco puede adsorber e internalizar es més amplio de lo que
se habia demostrado. El AcMc E7 reacciona con dos bandas de alrededor 70 y 100 kDa del suero
humano en condiciones reductoras. Una de estas bandas correlaciona con el peso molecular de
una de las cadenas del fibrindgeno, de 67 kDa (Lee, Matsueda y Allen, 1988) y mas interesante,
con un componente de suero de cerdo de 66 kDa, encontrado por Cheng y Ko (1991) en el EC de
cisticercos de cerdo. Por otra parte, el anticuerpo reacciona con 4 bandas de 15, 20, 25 y 28 kDa
de los ES en condiciones reductoras. En condiciones no reductoras no se detectaron bandas en
suero humano, lo que sugiere que se mantiene como agregado {lo que vuelve a ser similar al
fibrindgeno), v si en los ES, de 25, 43 y 50 kDa. Estas bandas de menor peso molecular podrian
ser productos de degradacidn parcial de las moléculas ingeridas por el parasito que los libera
como mecanismo natural, o como artefacto del cultivo.

Es posible que el parasito endocite una gran variedad de proteinas del huésped y se
alimente de ellas. Ambrosio v col. (1994) realizaron experimentos en los que incubaron con
inmunoglobulinas o albiimina cisticercos viables provenientes de carne de cerdo, y encontraron
que en tiempos largos, ambas proteinas son degradadas. Algunos estudios previos, ya habian
reportado la presencia de Igs y albimina en ef fluido vesicular de los metacéstodos de Taemia
taeniaeformis, Taenia saginata y FEchinoccocus granufosus (Hustaed y Williams, 1977,
Machnicka y Grzybowski, 1986). Dado que los céstodos carecen de sistema digestivo, el
intercambio metabdlico y la absorcidn de nutrientes se lleva a cabo a través del tegumento

(Lumsden, Voge y Sogandares-Bernal, 1982). El cisticerco al parecer internaliza {endocita)
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macromoléculas para alimentarse, proceso que, cuando se trata de inmunoglobulinas u otros
componentes del sistema inmunologico, puede defender al parasito del ataque del huésped.

Uno de los anticuerpos empleados para el diagndstico de la cisticercosis bovina con éxito,
fue producido con antigenos ES, pero éstos fueron cosechados del sobrenadante de cultivo de
cisticercos sometidos a evaginacién con bilis, lavades y posteriormente cultivados (Brandt y col,,
1992). Posiblemente esta estrategia es (til pues los componentes del huésped presentes en el
parasito pueden ser eliminados en su mayoria durante el proceso mismo de la evaginacion.

Dado que la produccion de los ES es més laboriosa y menos eficiente, y a que no ayudd a
optimizar la produccion de AcMc, en el segundo ensayo de fusion se emple6 al EC. En éste
también se generd una clona (SB4) que produce anticuerpos reactivos con un extracto de musculo
de cerdo y, en menor grado, contra suero de seres humanos; sin embargo, a diferencia del E7, este
anticuerpo reacciona con extractos de todos tos parsitos ensayados, asi que parece reaccionar
con algin epitopo muy conservado o muy pequefio. Algunos de los anticuerpos policlonales
contra el EC que hemos producido reaccionan con algin componente del suero- o LCR de
personas sin cisticercosis. De hecho los antisueros usados ¢n los experimentos de [ET para la
busqueda de antigenos tuvieron que ser seleccionados de un grupo de 5 lotes distintos y, ademas
se tuvieron que adsorber con proteinas de suero humano. Aun asi, reaccionaron con algunas
bandas de los sueros y los LCRs. Los resultados de ELISA usando estos anticuerpos suelen dar
valores de fondo altos, lo que al ajustarlos en el lector de placas, repercute en su sensibilidad.

La utilidad det EC como fuente de antigenos para AcMc es variable. Si bien el anticuerpo
H7 fue producido con EC, y dio resuitados prometedores, alrededor de 60% de sensibilidad en

LCR y suero de seres humanos {Correa y col., 1997, ver Apéndice), se obtuvo una baja respuesta
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con los AcPc en los primeros estudios y con los AcMc anti-EC probados con una muestra mas
grande de casos (ensayos con la mezcla de AcMc y el 4D9), no obstante que su sensibilidad

probada con el antigeno homdlogo fue alta.

ANTIGENQS ESPECIFICOS DE ESPECIE

Dos de los anticuerpos monoclonales con mayor potencial para deteccion de antigenos
fueron producidos por Harrison y col. (1989) y Brandt y col. (1991) que los indujeron con los ES
de metacéstodos de T. saginafa. Sin embargo, ambos anticuerpos son inespecificos de especie,
por lo cual, su utilidad es limitada en zonas donde prevalecen la hidatidosis y la cisticercosis. Vale
la pena mencionar que recientemente hemos producido algunos AcMc contra el adulto de T.
solium. De estas clonas, una reacciona especificamente con I, solium, y no presenta reacciones
cruzadas con otros pardsitos, incluidos 7. saginata y E. granulosus, como tampoco con bacterias
patdgenas y comunes del tracto digestivo. Este anticuerpo reacciona en menor grado con el EC
del metacéstodo, aunque no hemos determinado si lo hace con los ES. Su uso potencial en el

diagnostico de cisticercosis estd en proceso de evaluacion.

ANTIGENOS ESPECIFICOS DE ESTADIO

Una posibilidad interesante es el diagnostico de teniosis mediante la deteccion de
antigenos en suero. Como se observd en el estudio de grupos de alto y bajo riesgo, una

proporcion de casos de teniosis fue positiva al ensayo de captura de antigenos en suero, si bien, la
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asociacion no fue significativa. Por otro lado, en los ensayos de IET para antigenos, tres
componentes presentes en el suero de pacientes con cisticercosis, también lo estaban en 2 de los
sueros de pacientes con teniosis. Es posible que existan antigenos compartidos en varios estadios,
reconocidos por los anticuerpos inducidos contra uno. En términos de la relacion huésped-
parasito y del diagndstico, es importante notar que los antigenos del adulto, pueden cruzar el
epitelio intestinal y circular en la sangre en niveles detectables. Se han llevado a cabo
experimentos en el modelo de teniosis en el hamster dorado, que muestran que los animales
infectados, pero no inmunosuprimidos, presentan antigenos en suero ademas de coproantigenos
{G. Avila, comunicacién personal). Una hipétesis alternativa es que la presencia de antigenos
circulantes en individuos con teniosis se deba a una infeccion simultanea con el metacéstodo. El
hecho de que sélo una proporcion de los individuos con teniosis presentd antigenos en sangre,
esto es que la sensibilidad de la determinacién de seroantigenos fuera muy baja, aunado al hecho
de que también lo fue el valor predictivo positivo para esta enfermedad, podria ser indicativo de
una cisticercosis concomitante en esos casos. Un estudio realizado con pacientes con
neurocisticercosis y sus familiares, reveld una mayor frecuencia de teniosis en este grupo que en
otro grupo testigo no relacionado (Correa y col., 1989). Oiro ejemplo en el mismo sentido es el
de una paciente que habiendo tenido teniosis 8 afios antes, causd cisticercosis a 3 de sus 4
convivientes y a si misma (Carmona, Meza-Lucas y Correa., en preparacion). Sin embargo, no se
sabe la frecuencia inversa, es decir la proporcion de los casos con teniosis que simultdneamente
tienen cisticercosis.

Para tener un diagnostico diferencial entre la fase de metacéstodo y la de adulto, es

necesaria la produccion de anticuerpos especificos contra un estadio. La reactividad de algunos

76



AcMc sugiere que se podrian encontrar clonas con esta capacidad de diferenciacion: los AcMc
3C11 y 4B11, reaccionaron con el adulto de T. solium de seres humanos y aun con el de T.
saginata, pero no reaccionaron con la tenia obtenida de hamster, lo que podria deberse a que la
tenia inmadura no expresa los epitopos que se encuentran mas adelante en su desarrollo (la tenia
del hamster no produce proglotidos gravidos). Aunque estos anticuerpos no son estadio-
especificos, pues fucron reactivos con el metacéstodo, sugieren que hay expresion diferencial de
antigenos durante el desarrollo. Esto se ha sabido con relacidén a los antigenos con potencial
protector: aguellos protectores contra la cisticercosis por otras espectes de ténidos provienen de
las oncosferas y no estan presentes en los metacéstodos (Heath, 1974; Lightowlers y col,, 1984;
Mitchell, 1990). Por ende, es posible encontrar AcMc que distingan entre dos estadios de un

mismo parisito, y asi contar con reactivos que permitan un diagndstico diferencial.

PRESENCIA DE COMPLEJOS INMUNES

Uno de los problemas para la determinacién de antigenos en huéspedes
inmunocompetentes es la presencia de anticuerpos en sus fluidos organicos. Entonces, los
anticuerpos usados en un ensayo de captura de antigenos deben estar dirigidos contra antigenos
que no sean inmunodominantes para el huésped natural. De ser asi podrian estar formando
complejos inmunes /1 vivo, que interfieren con la captura del antigeno por el anticuerpo del
ensayo. Probablemente esto ocurrio al utilizar los anticuerpos contra el AgB, un antigeno
inmunodominante (Flisser , Woodhouse y Larralde, 1980), ya que su determinacion en el LCR de
casos positivos dio una sensibilidad del 14%, a pesar de ser una proteina presente en los ES

(Laciette y col., 1987). En 1994, Wang y col. usaron un sistema de captura de IgG humana para
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atrapar esta Ig de las muestras de casos con NC, revelando con anticuerpos anti-EC de conejo. Se
encontraron reacciones positivas en 82% de 34 casos de NC y el 6.7% de 30 testiges, lo que seria
una evidencia de la existencia de complejos inmunes en el LCR.

Desde principios de siglo se sabe que hay anticuerpos en el LCR y el suero de los
pacientes con cisticercosis (Moses, 1911; Nieto, 1948), por lo que pueden estar interfiriendo con
la captura o deteccion de antigenos. Una alternativa técnica que puede usarse para evitar la
interferencia es separar los complejos inmunes presentes en las muestras por medio de tratamiento
quimico antes del ensayo de antigenos.

En general se piensa que los anticuerpos inducidos experimentalmente en la misma especie
del huésped natural, son menos eficientes para detectar antigenos en ensayas de captura,
probablemente porque existe mayor competencia entre los anticuerpos presentes en la muestra y
aquellos utilizados en el ensayo, pues siendo de la misma especie, tienen mayor probabilidad de
reaccianar con los mismos epitopos, y por ende, los sitios de deteccién estan ocupados por los
anticuerpos naturales de la infeccion. Los anticuerpos producidos en cerdes contra el extracta
crudo (EC) permitiercn demostrar la presencia de antigenos en 48% de los LCRs humanos, pero
en ningln suero de cerdos con cisticercosis confirmada. En el caso de buscar antigenos por IET,
esto puede ser totalmente distinto, pues en esos casos, los antigenos estan libres de los
anticuerpos que los cubren en forma nativa; si bien este método impide detectar antigenos cuyos

epitopos sean conformacionales.
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(CUANTOS ANTIGENOS DISTINTOS HAY EN LAS MUESTRAS?

En la tabla VII se recopila la informacion proveniente de la literatura y de esta tesis sobre
las caracteristicas de los antigenos que se han buscado e identificado hasta la fecha, por distintos
métodos y con variados reactivos. Llama la atencién la ausencia virtual de antigenos en LCR y en
especial, en suero.

Los datos encontrados en este trabajo indican que la gama de antigenos distintos que estin
presentes en fas muestras de LCR no es muy compleja, pues no son mas de 5 distintos. Esto,
aparentemente esti en contradiccidén con la gama de antigenos distintos reconocidos por los
anticuerpos de los pacientes, demostrado incluso con técnicas de muy poca resclucion, como la
inmunoelectroforesis (Flisser y col. 1980), y confirmada y amphada con IET, en la que se
demostro una respuesta muy compleja y heterogénea (Larralde y col., 1989). De hecho, esto ha
obligado a varios grupos a buscar antigenos puros o fracciones enriquecidas, acopladas a técnicas
laboriosas para proporcionar un diagndstico diferencial confiable (Gottstein y col., 1986; Larralde
y col, 1989; Plancarte y col., 1994; Tsang y col. 1989). Los antigenos encontrados en LCR por
diferentes grupos no son mas de 5 distintos. Existe un antigeno, cuyo peso molecular es de
alrededor de 200 kDa, que parece ser el dominante en LCR y en las pocas muestras positivas de
suero. Este antigeno se encontrd en LCR de pacientes con NC (Estrada y col., 1989) por medio
de ensayos de [ET stmilares a los ejecutados en la presente tesis. Estos investigadores encontraron

un antigeno de 230 y otro 190 kDa en 14 de 18 muestras de LCR de pacientes, de los que no

79



sabian el tipo, nimero y localizacién de los quistes. En nuestro trabajo hemos comprobado la
existencia de una banda equivalente (de 183 kDa) en suero, ademés de otra de 50 kDa en LCR. El
antigeno de 200 kDa posiblemente es el mismo que se detecté en LCR con el HP10 Y que esta
presente en la fraccién de 33-200 kDa separada por HPLC (Estrada, Almon-Estrada y Kuhn,
1989). Es notorio también que el AcMc inducido por Allan, el H7, reacciona con una banda de
200 kDa.

En conclusion, el antigeno presente de manera dominante en LCR tiene un peso aproximado de
200 kDa o mayor, y debe tener ¢t epitopo repetido, pues se puede detectar en ensayos de captura
con AcMc, En el caso del antigeno reconocido por el HP10, se sabe que el epitopo consiste en un
azucar efectivamente repetido en la molécula. Valdria la pena dilucidar si se trata de un solo
antigeno o un grupo de antigenos de alto peso molecular los que se encuentran presentes en los
fluidos de los casos humanos y porcinos con cisticercosis.

Aunque la variedad de antigenos es limitada, hay diferentes antigenos en distintos
pacientes. Se discutié anteriormente acerca de los antigenos marcadores de viabilidad (el (los) de
200 kDa?) y de muerte (;coma el reconocido por el HPI27), que permiten detectar distintos
casos. La sensibilidad obtenida usando los sistemas HP10 y HP1Z al mismo tiempo dio una
sensibilidad mayor (90%) que la obtenida con cada uno por separado (72% vy 48%,
respectivamente).

Por lo anterior se considera conveniente utilizar mezclas de anticuerpos para aumentar fa
sensibilidad de ensayos de busqueda de antigenos en cisticercosis humana. Con el fin de evitar la
variabilidad que ocurre de un lote a otro de anticuerpos policlonales, deben producirse AcMc,

para tener reactivos con calidad reproducible y produccién a mediana o gran escala. Una mezcla
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de AcMe seria, por un lado, reproducible desde el punto de vista molecular y, por el otro,
permitiria aumentar la probabilidad de detectar varios antigenos, y por ende de presentar una

sensibilidad mayor. La bisqueda de esta mezcla con estas caracteristicas sigue en ejecucion.
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Tabla VII. Deteccion de antigenos en NC humana por diferentes grupos de investigacion

Peso

N

N

Méiledo/ sistema  Tipode  Antlicuerpode  molecular de pacient testigos Sensibilidad Especificida  Referencia
de deteccidn muestra deteccion los antigenos es (%0) d (%)
kDa
Velasco y col..
Aglutinacién LCR  AcPc conejo a-EC ND 215 31 77 97 1983
ELISA/ dircclo* 77 100
LCR  AcPc conejo a-EC ND 17 48 Tellez-Girdn y
Dot-ELISA/ 59 100 col. 1987
directo
IET LCR AcPc congjo a- 190, 230 I8 18 78 100 Estrada y col.
EC 1989
29 100
HPLC-ELISA/ LCR AcPc congjo a- Pico >400 75 5 Choromanski
Directo EC ¥ col., 1990
Pico 33-240 56 100
LCR
ELISA/captura AcPc conejo a-EC 150 212 13 Cho v col..
heterélogo: suero ! AcMc 355 NP 0 NP 1992
AcPe-AcMc
Wang y col..
ELISAf directo  LCR AcMc IFII ND 1i6 40 82 100 1992
FINC/
ELISAfcaptura LCR AcMc 4F8 ND 231 NP 97 NC + NP Wang y col..
komologo subcutinea 1993
HPI10 200 72 Lo
HP12 ND 72 100
ELISA/ captura  LCR 31 24 Esta tesis/
hamélogo cerdo-a-EC ND 48 100 Correa v col..
1989a, b
cerdo-a-AgB 100 48 100
LCR - 52
ELISA/ captura AcMc H7 » 200 25 ND Esta tesis/
homologo suero - 44 Correa v col..
1997
13 98
ELISA/captura  LCR AcMc 4D9 » 150
heterotogo: suero 162 72 93 Esta tesis
AcMc - AcPe jcR 50,70,190, k0w
Sucro AcMc mezcla 100, » 150 100

82



(ANTIGENOS SECUESTRADOS?

Uno de los hallazgos de estos estudios es la baja deteccion del antigeno B en las muestras:
en el ensayo de captura sélo se encontré en el 14% de los LCRs. Por otro lado, en los ensayos de
IET sélo se detectd una banda de peso molecular equivalente en 1 muestra de suero, tanto en
condiciones reductoras como na reductoras y en ningin LCR. La banda tiene el peso molecular
del antigeno B, por lo que podria ser la misma molécula. La baja frecuencia de deteccion de este
antigeno en suero y su ausencia en LCR por IET, contradicen aparentemente que esté presente en
forma de complejos inmunes. Sin embargo, estos complejos podrian estar secuestrados, pues este
antigeno tiene afinidad por la colagena (Plancarte y col., 1983) y por el Clq también (Laclette y
col, 1992). Dadas estas caracteristicas, el antigeno B que estd excretando el cisticerco
posiblemente se une a la colagena del tejido cercano, lo que desvia la respuesta humoral contra él
hacia el tejido del propio huésped, o bien se une al Clq (ver figura 2), de tal forma que puede ser
mas facilmente secuestrado por las células del sistema reticuloendotelial, que lo eliminarian de la
circulacién. Esta explicacion es aplicable a otros antigenos para los cuales hay abundancia de
anticuerpos y no se detectan, aunque no hay evidencia que la apoye. Los antigenos pueden quedar
secuestrados en el tejido cercano al parasito, o ser secuestrados por células de la reaccion
inflamatoria circundante y transportados en forma intracelular a los érganos linfoides cercanos,
donde pueden estimular una res-puesta inmune compleja. La gran diferencia entre la
homogeneidad y parquedad del mosaico antigénico presente en circulacion y la gran
heterogeneidad y abundancia de los anticuerpos en el mismo fluido, se puede deber al poder

amplificador de la respuesta inmune.
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JAUSENCIA DE ANTIGENOS O PROBLEMAS TECNICOS?

Si bien las evidencias del presente trabajo y, en general en la literatura, sugieren que hay
pocos antigenos y en bajos niveles, existe la posibilidad de que esto no sea asi y la baja
sensibilidad obtenida en general se deba mdas bien a limitaciones de los métodos empleados. En los
ensayos de captura, los anticuerpos policlonales suelen contener anticuerpos que, por las razones
discutidas anteriormente, presentan fondo en los ensayos. Por ende, se obtiene una mala
discriminacidn entre positivos y negativos. Con anticuerpos monoclonales se restringe la
deteccion a la posibilidad de encontrar el antigeno en cantidades suficiente. Ademas con sistemas
homélogos de captura con un AcMc debe contarse con un anticuerpo que reaccione con epitopo
repetido en cada molécula. Por eso se sugirid antes el uso de combinaciones de éstos. Exisien
otras opciones a los ensayos de captura, que han sido usadas por algunos grupos, como el ensayo
de deteccion directa. En éstos, la muestra se adsorbe al pozo de ELISA y se revela con el reactivo
producido {(AcMc o AcPc). Existen pocos estudios con este enfoque.

Estrada y Khun {1985) publicaron un ELISA de antigenos basado en el acoplamiento de
las proteinas del LCR de enfermos directamente a la placa; todos los casos comprendidos en un
grupo de 4 pacientes confirmados y uno de 7 con fuerte sospecha clinica, resultaron positivos en
la prueba. Este mismo enfoque lo utilizdé posteriormente el grupo del Tellez-Giron para un EL1ISA
en placa y un ELISA de punto {Dot-ELISA) encontrando una sensibilidad del 75% (Tellez-Girdn

y col., 1987). Aunque este procedimiento evita la necesidad de tener epitopos repetidos, depende
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mas directamente de la concentracion del antigeno en la muestra, que no parece ser muy elevada
en ningun caso.

Otro problema que puede impedir una deteccion de mayor nimero de antigenos es la
concentracion, que aparentemente estd relacionada con el nimero de cisticercos quisticos. La
correlacion en casi todos los estudios {incluidos los de esta tesis) entre la presencia de mas de un
cisticerco viable y la de antigenos Jdetectables, indica que su concentracion es uno de los factores
limitantes. Existen posibles maneras de aumentar la sensibilidad de los ensayos. Entre éstas, se
encuentra el inmuno-PCR, que es una amplificacién indirecta de la reaccion antigeno anticuerpo
con una sonda acoplada al anticuerpo de revelado. Este tipo de técnicas sin embargo, son mas
caras y por ahora solo pueden eejcutarse a nivel a faboratorios con cierto grado de equipamiento.

Un ultimo aspecto de orden técnico es el tipo de muestra a analizar, pues algunas
proteinas presentes en los fluidos organicos pueden tener un efecto inhibitorio sobre la
sensibilidad del ensayo. Esto es méas importante cuando se trata de suero que cuando que se trata
de liquido cefalorraquideo. Nosotros hemos observado que a diluciones bajas del suero, se inhibe
la senal obtenida. Diluir l2 muestra permite eliminar el efecto inhibitorio, pero simultineamente
diluye los antigenos presentes. En resumen, uno de los retos para mejorar el diagndstico mediante
la deteccion de antigenos es mejorar la sensibilidad. Una alternativa tecnolégica para esto, es

acoplar sistemas amplificadores al sistema de deteccidn de antigenos.
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DETERMINACION DE ANTIGENOS EN POBLACION ABIERTA EN ZONAS

ENDEMICAS

En esta tesis se presenta un estudio epidemiolégico con un enfoque metodoldgico distinto
a los que se habian hecho antes, no solo en nuestro pais, sino en otros paises con problema
endémico de cisticercosis por 7. solium: la busqueda de antigenos en suero de personas que
habitan en zonas endémicas. Probablemente la busqueda de antigenos no se habia aplicado en
encuestas epidemiologicas por considerarse inttil a priori, dado que la cisticercosis, per lo menos
en América Latina, se considera predominantemente un problema de sistema nervioso central
{Zenteno-Alanis, 1982). Por ende, la bisqueda de antigenos en sangre tenia poca probabilidad de
ayudar a detectar casos. En el primero de los trabajos incluido en esta tesis, la presencia de
antigenos séricos se encontro asociada Unicamente a las crisis convulsivas de aparicion tardia, de
entre 80 variables diferentes estudiadas. En contraste, los anticuerpos si se asoctaron a un grupo
de variables sociodemograficas y culturales, como en otros estudios en comunidades endémicas
para T. solium (Aranda-Alvarez y col., 1995, ver Apéndice). Este dato es de importancia pues
Schantz y col. (1994) encontraron que las crisis convulsivas tienen un valor predictivo positivo
superior al 70% en poblacion abierta, cuando se consideran las imagenes de la tomografia
computada como prueba de oro para la neurocisticercosis. En nuestro estudio se hizo tomografia
computada a 3 de los ¢ individuos que presentaron antigenos en suero, y, de éstos, dos tuvieron
imagenes compatibles con cisticercosis quistica. Los resultados obtenidos son alentadores pues las
pruebas que demuestran la presencia de antigenos pueden ser buenas herramientas para estudios

de campo, especialmente si se logra mejorar ia senstbilidad.
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En el estudio de grupos de alto y bajo riesgo, también se encontrd una asociacion positiva
entre la presencia de antigencs y las crisis convulsivas, demostrada tanto separando los grupos
como en un analisis global contra 80 diversos factores de riesgo.

Cabe cuestionar la naturaleza de la asociacion entre las crisis convulsivas y el tipo de
neurocisticercosis. Medina y  col. (1990), reportan que el sindrome principal en la
neurocisticercosis incluyella presencia de crisis convulsivas. Sin embargo, en un trabajo de
Schantz y col. (1994), se llevaron a cabo estudios de imagen de los individuos con crisis
convulsivas, encontrando cisticercos en el 70% de los casos, y, de éstos, solo el 33% presentaron

.
parasitos viables.

Con base en los datos anteriores podemos calcular lo siguiente: de cada 100 individuos
con crisis conwilsivas en una zona endémica, 70 tendrian neurocisticercosis, y de éstos 23 (33%)
presentarian cisticercos viables. No se esperan resultados positivos en el ensayo de captura de
antigenos en casos con cisticercosis calcificada, asi que nuestro ensayo, con una sensibilidad del
100% detectaria 23 casos de cada 100 con crisis convulsivas. La sensibilidad obtenida en el
ensayo clinico con el H7 fue de alrededor del 50% para suero, y los datos que tenemos para el
caso de anticuerpos policlonales (no mostrados) indican una sensibilidad cercana al 65% en esta
misma muestra. Por lo tanto se espera detectar entre 11% y 15% de positivos en grupos de
personas con crisis convulsivas. En el estudio de Cerritos detectamos 16% y en el de Morelos
1$%, ambos valores cercanos a lo esperado.

Los clculos realizados anteriormente y con el hallazgo de lesiones quisticas en 2 de los 3
casos positivos en la comunidad de Cerritos, indican que la deteccion de antigenos puede ser un

apoyo importante en estudios epidemiolégicos si se desea encontrar casos de cisticercosis activa.
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En este sentido, hay que mencionar que se han encontrado asociaciones entre la presencia de
anticuerpos y la de crisis convulsivas, pero en los estudios en el que se calculd el valor predictivo,
el valor obtenido fue muy bajo (6%, Schantz y col, 1994). Parece pues que la deteccion de
antigenos puede ser de mayor utilidad, aunque, como ya se menciond, debe mejorarse la

sensibilidad del ensayo.

¢PARA QUE DETECTAR CASOS CON CISTICERCOSIS ACTIVA?

La determinacién de antigenos puede ser muy util en casos clinicos para propositos de
tratamiento. Existe controversia respecto a la necesidad de dar tratamiento cestocida a los
pacientes con lesiones activas; un grupo sugiere que debe darse este tipo tratamiento antes de que
se genere una lesion que casi siempre se convierte en una calcificacion, la que en muchas
ocasiones provoca crisis convulsivas posteriormente (Sotelo y col., 1983). Por otro lado, hay
quienes se oponen al tratamiento anti-parasitario (Miller y col,, 1983), especialmente en la
cisticercosis en parénquima, pues sugieren que en la mayor parte de los casos ocurre un proceso
inflamatorio de manera espontanea, que destruye a los parasitos. Seglin estos grupos la droga
cestocida acelera ¢l proceso, haciéndolo més severo, y por ende agravando al paciente. En
cualquier caso, parece haber consenso en la conveniencia de mantener una vigilancia de estos
pacientes, y, en su caso, apoyarios con tratamiento sintomatoldgico o anti-inflamatorio, por lo que
la determinacion de los antigenos parasitarios puede ayudar a definir si los parésitos estan viables,

especialmente si se distinguen antigenos marcadores de viabilidad y antigenos marcadores de
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muerte. Por otro lado, la detecciéon de antigenos en el suero en poblacion asintomética o de
personas con epilepsia en zonas endémicas, tendria un doble beneficio. Por un lado, podria ayudar
a encontrar casos de cisticercosis asintomatica o de epilepsia, u otra sintomatologia, debida a
cisticercos vivos, descartando los casos debides a cisticercos calcificados. Esto permitiria dar
tratamiento o vigilar al paciente hasta la resolucidn de las lesiones. Los casos con cisticercosis
activa son mejores indicadores epidemiclogicos de la prevalencia de la enfermedad que la
determinacion de anticuerpos, que puede estar relacionada con otros factores como exposicion al

parasito sin infeccion o a una enfermedad pasada.
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ABREVIATURAS EMPLEADAS

ACF  Adyuvatne completo de Freund

AcMc Anticuerpo monoclonal

AcPc  Anticuerpo policlonal

Ag8 Mieloma de raton usado para producir anticuerpos monoclonales

AgB  Antigeno B o paramiosina del metacéstodo de Taenia solium

AIC  Adyuvante incompleto de Freund

CDC Siglas de los Centros de Control de Enfermedades de EUA (Centers for Disease Control
and Prevention)

Da  Daltones

EC  Extracto crudo del metacéstodo de Taenia solium

ELISA Siglas en inglés de Ensayo Inmunoenzimatico (Enzyme Linked-Immunosorbent Assay)

ENSE Encuesta Nacional Sero- Epidemiologica

ES Productos de Excrecion-Secrecion del metacéstodo de Taenia solium

GPs  Glicoproteinas

HI Hemaglutinacién Indirecta

HP  Hemaglutinacion pasiva

IEF  Inmunoelectroforesis

IET Inmuncelectrotransferencia (Western blot)

IgA  Inmunoglobulina A

IgE  Inmunoglobulina E

IgG  Inmunoglobulina G

lgM  Inmunoglobulina M

Igs  Inmunoglobulinas

IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social

kDa  Kilo daltones

LCR Liquido cefalorraquideo o cerebroespinal

NC  Neurocisticercosis

PHMB Para-hidroxi-mercuri-benzoato de sodio (inhibidor de proteasas}

PB10x Solucién de fosfatos de sodio 0.1M, pH 7.2

PBS  Solucidn de NaCl 0.15 M, amortiguada con fosfatos de sodio 0.01M, pH 7.2

PBS-T PBS con tween-20 at 0.05%

PMSF Fenilmetilsulfonil fluoruro (inhibidor de proteasas)

RM  Resonancia Magnética

RM  Razon de Momios

SNC Sistema Nervioso Central

TC  Tomografia Computada

TLCK N-O-p-tonsil-lisina cloro-metil-cetona (inhibidor de proteasas)

TPCK L-i-tonsilamida 2-feniletil-cloro-metil-cetona (inhibidor de proteasas)

VPN Valor predictive Negativo

VPP  Valor Predictivo Positivo
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SUMMARY

Most immunological methods used for human and animal cysticercosis are based on the
search of specific antibodies in serum or cerebrospinal fluid. Although they have been useful to
support clinical diagnosis, these methods not necessarily reflect an active infection, which can be
better detected by antigen detection systems. Antigen identification can be of help to follow up
treatment of confirmed cases, as well as for epidemioclogical studies focused on transmission. In
this thesis the results of various studies focused on the detection of Taenia solium antigens are
presented.

The antigenic diversity searched by western blot in CSF and serum, was shown to be quite
restricted. An antigen of 200 kDa was dominant, mainly in CSF of cases with multiple cysts
localized in the subarachnoid space. Besides, other 4 antigens were found with lower frequencies.
This apparent lack of antigens could be due to antigen clearance or sequestration in the host
tissues.

An interesting finding was the presence of host molecules among the excretion-secretion
products (ES) of the metacestode: a monoclonal antibody produced against the ES reacted with a
human serum component, probably fibrinogen. Moreover, this antigen was processed by the
parasite, since the antibody reacted with low molecular weight peptides of the ES.

Antigen detection by capture ELISA varied in sensitivity from 14 to 93% depending on
the antibody combinatéion used for the assay, being more effective those antibodies that
recognize molecules of 200 kDa or higher.

From the studies performed in endemic communities, it is suggested that antigen detection
in serum can be used as a useful tool to identify active cases of cysticercosis, since a strong
association of a positive reaction was found with late onset epilepsy. Besides, 2 out of 3 antigen-

positive subjects presented live cysts within the brain, as demonstrated by computed tomography.
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ABSTRACT

Human neurocysticercosis is a parasitic disease important in developing
countries. Most epidemiological studies have used antibody-based assays that allow the
detection of transmission “hot spats”, and reveal the main risk factors for transmission,
although they have low value to detect active cases of cysticercosis. In this study we
compared the performance of the most commonly used antibody-detection technique,
EITB, with an antigen-capture ELISA to evaluate their screening potential in an endemic
region of Mexico. We selected 68 people with epilepsy, 35 patients with taeniosis and a
randomly selected group of 133 individuals from the same region. We found antibodies
and antigens in a higher frequency in the first groups, as compared to the control group.
The main findings were the association of antibodies with the presence of subcutaneous
nodules, and of antigens with epilepsy. The sensitivity of both tests to detect either
epilepsy or taeniosis was low, but the specificity and the positive predictive value of the
antigen capture assay in the group of cases with epilepsy was high. The resuits suggest
that an antigen-detection test is more reliable to detect active cases of neurocysticercosis

for epidemiclogical studies in endemic regions.



Human neurocysticercosis is a parasitic disease of public health importance in developing
countries (FLISSER, 1994). It accounts for 30 to 80% of late onset epilepsy cases in
underdeveloped countries. (MEDINA ef al, 1988: TORRES L, 1992; SANCHETTE ef al,
1991). Community-based epidemiologic studies have shown that the distribution of
cases of cysticercosis in humans and pigs is largely focal, being associated with people
having active or recent taeniosis. (SARTI ef af, 1988; DIAZ-CAMACHO, 1990; SCHANTZ
et al, 1992). In the last decade, many research groups have reported improvements in the
serodiagnosis of cysticercosis and teniosis, and several serological techniques have been
applied in field studies (SCHANTZ ET AL, 1994). Nevertheless, the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) with a crude extract and the enzyme-linked
electroimmuno transfer blot assay (EITB) with lentil-lectin enriched glycoproteins as
antigens, presented low positive predictive values when compared with computed
tomography (CT) or late onset epilepsy (SCHANTZ ef al, 1991,1994: GARCIA et al,
1993).

Some antigen detection systems have been developed for diagnosis of clinical
cases in cerebrospinal fluid (CSF), with sensitivities ranging from 14 to 72% (TELLEZ-
GIRON ef al, 1987, CORREA ef al, 1989). Furthermore, a polyclonal antibady- based
antigen capture assay was adapted for epidemiological studies, and some positive cases
were confirmed by CT (ARANDA-ALVAREZ ef af, 1995). In order to further analyse the
value of an antigen detection assay in epidemiological studies and to compare it with an
antibody detection system, a nested case control study in three rural communities from

an endemic area of Mexico was performed.

SUBJIECTS AND METHODS

Epidemiological data and samples from 7,000 people living in three endemic rural
communities for Taenia solium taeniosis and cysticercosis (Atotonilco, Tetelilla and
Chalcatzingo, State of Marelos, Mexico) were used. Thirty-six people with laboratory

confirmed taeniosis by Taenia solium, as well as 68 with epilepsy (generalised seizures



with loss of consciousness) were considered the case group, 133 randomiy selected
individuals without these problems were considered the control group; the serum of
these persons was taken from the serum bank of the communities, in order to search for
antigens and antibodies:

Samples were analysed by ELISA for antigen detection (ARANDA-ALVAREZ
1995) and by EITB for antibody detection (TSANG e al 1989). Variables of
demographic characteristics, intestinal parasitic diseases, as well as other signs and
symptoms compatible with cysticercosis (i.e. focalized seizures, faints and subcutaneous
nodules), were obtained from the data bank. These variables were associated with the
immunologic results using the SPSS-PC and EPI-INFO software programs to perform
odds ratio, 95% confidence interval, and X* , Fisher exact or ANOVA statistical

analyses (HENNEKEN 1987, ROTHMAN, 1986).

RESULTS

In the present study we analysed the presence of antigens and antibodies in the
serum of people living in an endemic area who presented either taeniosis or epilepsy,
separately, or together (considered the case group), and compared with a control group.
The frequency of antigens and antibodies in the case groups was higher than in the
control group (table I); statistical significance was obtained for the presence of antigens
in the case group and in the one with epilepsy, and for antibodies in the case group
although the significance is lost when this group was stratified. There was no difference
in the age mean when comparing cases and controls (23 vs 21 years, respectively; F=128;
p=0.25}, antigen positive and antigen negative persons (F=0.36; p=0.54), or antibody
positive and antibody negative individuals (F=2.18; p=0.14). Nevertheless, a near mirror-
like behaviour of antigen and antibody frequencies when plotted against age range was
found (figure).

The analysts of the association of other data bank variables to antigens or

antibodies detection rendered the significant results summarised in table Il. As it can be



seen, antibodies were associated only to the presence of subcutaneous nodules, and
antigens to epilepsy, taeniosis or focal seizures; although these latter two were associated
with border line significance. Other intestinal parasitic were not associated to either
antigens or antibodies detection.

Sensitivity, specificity and predictive values were also calculated considering the
case group as a whole, as well as for the epilepsy and the taeniosis groups separately
{table III). A lower sensitivity but higher specificity was found for antigens than for
antibodies. Likewise, positive predictive values (PPV) were in all cases higher for
antigen than for antibody detection, and it was low when analysing the taeniosis group
alone. Negative predictive values (NPV) were low for both techniques when the cases

were grouped.

DISCUSSION

Antibody detection systems have been useful in epidemiological studies to
analyse the risk factors associated to Taenia solium transmission (DIAZ-CAMACHO et af,
1990; SCHANTZ et af, 1991 ;1994; Sarti et al, 1988: 1994 ;1997); high prevalence of
antibodies in a community suggests a transmission “hot spot" where preventive and
control methods should be applied. On the other hand, the variation in test sensitivity
and specificity for epidemiologic studies become important when we consider the
positive predictive values. Of particular significance for epidemiologic studies is
specificity, espacially in diseases of low prevalence, in which a false positive rate of even
2%, reduces test accuracy to 30 -50%. For these reasons, a test with a specificity close
to 100% becomes essential in epidemiological studies (SCHANTZ and SARTI, 1989). In
this study the highest specificity and PPV was found for the antigen detection assay.

Although antibodies have been associated to epilepsy (GARCIA et al, 1997
SCHANTZ et al, 1994) they have not been proven to be useful for case detection, because
a low specificity has been found, and, as a consequence. also a low PPV, ie. 5.6% in

relation to epilepsy and 27% to CT (SCHANTZ et al, 1994). In the present study a low



PPV of 37.5% was also found for antibodies when calculated for the group with
epilepsy; this could be explained because the presence of antibodies presumably reflect
the ingestion of eggs, with or without the subsequent establishment of cysticerci. In this
regard, an interesting finding was the association of antibodies with the presence of
subcutaneous nodules (table II); these nodules could have been cysticerci, but it was not
confirmed since biopsies were not taken from these individuals, because of ethical
reasons.

Antigen detection assays might be more usefiul to detect cases of active
cysticercosis, since they are based on the detection of parasite products in the host's
fluids. In this regard, it is interesting to note the strong association of serum antigens
with epilepsy found in the present study (tables 1 and II), as well as the highest PPV
(table III). This was also found in a cross-sectional study performed in an open
community in which 2 of the 3 antigen-positive persons that accepted being submitted to
CT scans harboured cystic parasites within the brain (ARANDA-ALVAREZ et al, 1995).
Conversely, a recent study reported no association of seric antigens with epilepsy
(NEWELL ef al, 1997). Several aspects of the design could explain the differences.
Among them, the control group was randomly selected in this study, while it was
composed by the family members of the cases in the other study. This is very important
since it is well known that cysticercosis is transmitted in a cluster-like form (SARTI et a/,
1988; DiAZ-CAMACHO, 1990, SCHANTZ ef af, 1992); thus, other cases of cysticercosis or
of taeniosis could be present among the family members. Also the antigen-capture system
was quite different: they used a Yaenia saginate reactive monoclonal antibody (BRANDT
et al, 1992), while we used a T. sofium reactive polyclonal antibody for the capture
assay.

The sensitivity of the antigen detection system used in the present study was low
considering all cases of epilepsy. Nevertheless, we would expect to detect only cases of
active cysticercosis by demonstration of antigens in serum. It has been shown that about

70% of cases with late onset epilepsy in an endemic region have neurocysticercosis



(MEDIMNA ef ai, 1990), and that 50-70% of these harbour calcified cysts. Thus, from 68
cases with epilepsy in the present study, 49 would harbour cysticerci within the brain,
and from these, 1§ to 24 (30 to 50%) were expecied to be cases with active
cysticercosis in this study, i.e. with circulating antigens. Since 13 cases from the group
with epilepsy were positive in the antigen assay, a sensitivity from 54 to 87% was
calculated for active case detection. The high PPV obtained for this group with the
antigen supports its use in the detection of cases of active neurocysticercosis. On the
other hand, in a previous work, one of the two CT-confirmed patients detected by the
antigen-capture assay was asymptomatic. Thus, our data support the usefulness of
antigen capture assays for detection of cases with active cysticercosis. This would have a
beneficial impact on the patients and on the evidence of actual transmission of
cysticercosis to humans within a community,

Circulating antigens were found in 7 out of 36 individuals harbouring the adult
tapeworm, although without statistical significance and low PPV, The positive cases
could be explained by the presence of adult tapeworm antigens in the circulation, or by a
clinically silent concomitant cysticercosis. There are not data in the literature regarding
this problem. .

An interesting finding of the present work was the inverse relation between the
presence of antigens and antibodies when plotted against age range Especially
interesting is the presence of antibodies in the age below 5 years. These antibodies could
be due to maternal transfer or to augmented exposure of children without infection or
symptoms. Conversely, antigens were less frequent in this age group and rose after 20
years of age, which corresponds to the age of higher prevalence of cysticercosis itself.
On the other hand, these results suggest that the low sensitivity of the antigen detection
test can be due to the presence of antibodies in the sample that interfere with the assay.
In this regard, it worth 1o mention that only few cases have been positive in both tests

simultaneously.
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Figure legend

Prevalence of antigens (circles) and antibodies (squares) according to age group.

Frequency of positives

«35 G-10* I-20 21-30 11-40 41-50 50y:

Age group

Table I. Frequency of antigen and antibody detection in the groups studied

Group:
Frequency off Control  Cases p*  Epilepsy p Taeniosis p
Antigens 6.7 17.5 0.009 9.1 0.018 19.4 0.068

Antibodies 12.8 223 0.049 221 0.180 222 0.35¢

* Chi-square



Table II. Factors associated with antibodies and antigens in serum

Antibody positive  Antibody negative

{n=40) (n=197)
n (%) n (%) OR* 95%CI®
Subcutaneous 3 7.5 3 1.5 522 10-234
nodules
Antigen positive  Antigen negative
(n=27) (n=209)
Epilepsy 13 481 55 26.3 260 1.1-64
Focal seizures 4 14.8 12 5.7 28 0.7-10.8
Taeniosis 7 25.9 29 138 217 0.7-6.1

0.02

0.01
0.07

0.09

* Odds ratio; *95% confidence interval: *Chi square or Fisher exact test.



Table II1. Sensitivity, specificity and predictive values for antigen and antibody detection.

Cases Epilepsy Tacniosis

Antigens Antibodies Antigens Antibodics Antigens Antibodics

Sensitivity 17.5 223 19.1 220 19.4 222

(11.0-26.5) (15.0-31.8) (11.0-30.8) (13.3-34.1) (8.8-36.6) (10.7-39.6)

Specificity 933 87.3 91.7 85.1 90.0 84.1

(87.3-96.7) (80.2-922) (86.1-95.2) (78.6-90.0) (84.8-937) (78.1-887)

Prv 66.7 575 48.1 375 259 20.0

(46.0-828) (41.0-72.6) (292-67.6) (23.2-54.2) (11.9-46.6) (9.6-36.1)

NPV 59.5 594 73.7 73.0 86.2 85.3

(52.5-66.2) (52.2-662) (67.1-794) (66.1-78.9) (80.6-90.4) (75.9-90.2)

PPV= positive predictive value; VPN= negative predictive valuc. In parenthesis are the 93%
confidence intervals
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Rl MATA ET AL -PARASITE ANTIGENS PRESENT INHUMAN CYSTICERCOSIS



ABSTRACT, Antigens have been scarcely searched in human neurocysticercosis and only in
cerebrospinal fluid (CSF). Thus, few data about different antigens present in CSF are available. Also,
the antigens present in serum have not been identified. In this work we identified parasite antigens in
paired CSF and serum samples from cases with neurocysticercosis by immunoelectrotransfer blot
assay. Three antigens of 200, 190 and 50kDa were found in 12 CSF samples. under reducing
conditions; in two of these cases 4 antigens were found in serum, 2 of 183 and 105 kDa under reducing
conditions, and 2 of 97 and 80 kDa, under non-reducing conditions. Cases were classified according to
number, location and type of parasites. Antigens were found only in cases with active cysticercosis due
to multiple cysts; cases with single lesion or calcified parasites were negative. Also they were detected
in cases with parasites located in various sites of the central nervous system, but not when located
within the parenchyma. We also searched for cross-reactive antigens in the serum of cases with other
parasitic infections. Antigenic bands similar as well as different to those detected in patients with

Cysticercosis were found in a few cases of taeniosis, larva migrans infection and hymenolepiosis.



Human neurocysticercosis (NC). due 1o the establishment of the metacestode of Tavma sohum

within the central nervous system, is an important public health problem in developing counines

(Flisser, Madrazo, and Delgado, 1997). Its diagnosis is mainly based on modem imaging techniques.
computed tomography (CT) and magnetic resonance imaging (MRI). supported by clinical data and
immunodiagnostic tests (Madrazo and Flisser, 1992} The latter are based on the demonstration of
specific antibodies in cerebrospinal fluid (CSF) and serum (Flisser, 1994). In general, results show that
antibodies are present in a large propor.t'ion of cases, although they not necessarily indicate the presence
of an active infection. For this reason, antigens have been investigated, and demonstrated, in CSF of
cases with NC by different groups {Tellez-Giron et al., 1987, Correa. Plancarte et al., 1989; Correa,
Sandoval et al, 1989, Chang-Yuan, Hong-Hua and Ling-Yun 1992; Seung-Yull et al, 1992; Chang-
Yuan et al, 1993; Yonghao et al., 1995). Furthermore, there is evidence suggesting that antigens can
also be present in serum: during an epidemiological survey, a comelation between the presence of
circulating antigens with convulsive crisis and CT images compatible with cystic NC was found
(Aranda-Alvarez et al., 1995). Few data regarding the diversity of these antigens have been published,
they suggest the presence of at least 3 different antigens in CSF (Correa, Piancam; et al., 1989; Correa,
Sandoval et al,, 1989; Estrada , Almon-Estrada, and Kuhn, 1989, Choromanski, Estrada, and Kuhn,
1990; Seung-Yull et al.,, 1992). Nevertheless, the relationship between the presence of these antigens
and the number. location and type of parasites. as well as the frequency and diversity of anrigens
concomitantly present in CSF and serum samples of each case, are questions that had not been
addressed yet. The presence of cross-reactive antigens in the serum of other parasitic diseases has not

been analyzed either. The present work was designed to explore these questions.



MATERIALS AND METHODS

All patients with neurological disorders were admutted to the service of neurology of the
“Haospital de Especialidades, Centro Médico Siglo XX1. IMSS™, for routine diagnosis and treatmen.
Twenty-nine patients with NC were grouped according to CT or MRI images. § patients with inactive
cysticercosts (i e with calcifications only), 6 patients with single cyst, and 18 patients with muitiple
cysts with or without calcifications Ten cases with other neurological problems, 1.8 aneurysmy
tuberculosis, and subarachnoid hemorthage were also analyzed as controls. Samples of serum and CSF
were taken from all neurocysticercosis patients, CSF from all neurological controls, serum from 10
healthy people, and 13 from individuals with other parasitic diseases. All samples were kept at -20°C
unti] use.

Antigens were searched by EITB as follows: 40ug of sample’s total protein, determined by the
method of Bradford (1976, BIO-RAD), were submitted to SDS-polyacrilamide gel elecirophoresis
under reducing and non-reduang conditions (Lae.mrnli, 1970), and transferred onto nitroceliulose
membranes (NCM) (Towbin et al, 1979). NCM were blocked overnight at 4°C with 5% skim milk
(Nestlé, México) in 0 01 M phosphate buffered 0.15M saline, pH 7.2 (PBS) containing 0.05% Tween
20 (PBS-T). NCM were washed 3 times with PBS-T and 2 times with PBS for 5 min each. All
incubations and washes were at room temperature with soft stirring. A rabbit polyctonal antiserum,
prepared against a saline crude extract of the metacestode, was diluted 1:50 in PBS-T and incubated
with the NCM for 2 h Afier § washes with PBS-T and PBS. as described before. an anti-rabbit 18G
peroxidase conjugate (Sigma Chemical Co.) diluted 1:500 in PBS-T, was added and incubated for 2 h.
Further washing was performed and the reaction developed with the substrate solution: 25 mg de 4-
chloro-1-naphthol (Sigma Chemical Co.) dissolved in 5 m! of methanol, 25 ml of PBS and 25 ul of 3%

H;0;. When the bands developed. NCM were exhaustively washed with water, in order to stop the



reaction Antibodies were searched in ELISA following the method reported by Espinoza et al (1986)

which has a sensitivity of 8¢ and 72% in CSF and serum, respectiv elv

RESULTS

Fig | shows EITB results of some serum and CSF samples from patients with NC and
controls. As it can be seen 2 antigens of 183 and 105 kDa were detected n a few serum samples from
patients under reducing conditions, and 2 bands of 97 and 80 kDa under non-reducing conditions.
Also, 3 specific bands of around 200. 190 and 50 kDa were observed in CSF samples under reducing
conditions, while no bands were found under non reducing conditions. The frequency of each antigenic
band in relation to parasite location in the group of antigen-positive cases is shown in fig. 2. The 200-
kDa band was the most frequent in CSF samples, being in 60% of the positive CSFs. On the other
hand only 2 samples of serum were positive, being the 97-kDa band the only present in both.
Regarding parasites’ location no antigen could be found in cases of parenchymal cysticercosis. Worth
to mention is one case with multiple mixed cysticercosis; all bands identified were present in CSF and
serurm.

Overall results on antigen and antibody detection in refation to number and type of parasites are
shown in table 1. The group of cases with multiple cysts presented the highest frequency of antigens
and antibodies. especially in CSF. Moreover, 8 cases were simultaneously positive for antigens and
antibodies in CSF and 2 in serum “Only antibodies were detected in cases with single cysts or calcified
parasites, mainly in CSF, only one case with a single lesion presented antibodies in both samples.
Antigens were not found in these groups.

Antigen detection by EITB in serum samples from patients with different parasttic diseases is

shown in fig. 3. As it can be observed 2 out of 3 patients with taeriosis by 7. sofivm, and 1 out of 4



»ith funa mugrais infection presented antigenic bands with molecular weights similar 1o the ones
fund in patients with cysticercosis (ie 183, 105 or 97 kDa) Besides these cases, other bands not
found in the group of patients with cysticercosis (150, 141, 120 and 110 kDa) were detected in | out

of 3 patients with taeniosis. the patient with hymenolepiosis and 2 out of 4 patients with larva migrans

DISCUSSIO.\'

In the present study 3 different antigens were identified in the CSF of patients with NC of 200,
190 and 50 kDa. Probably the largest two comespond to the ones found by Estrada, Almon-Estrada,
and Kuhn {1989) of ~230 and 190 kDa in 14 out of |8 CSF samples, and to the antigens demonstrated
by HPLC-ELISA by Choromanski, Estrada, and Kuhn (1950). Similarly, with the use of a monoclonal
antibody specific for an excretion/secretion antigen of 200 kDa, we found 72% positive CSF samples
from NC patients and 79% serum samples from naturally infected pigs (Correa, Sandoval et al., 1989;
Rodriguez-del-Rosal, Correa, and Flisser 1989). Also, all 7. saginata infected cattle had this antigen in
serum (Harrison et al., 1989). Thus, a dominant antigen of around 200 kDa seems to be present in a
substantial proportion of human and animal cases of cysticercosis. The 183-kDa moleaule found in
serum in the present study could be related to one of the molecules found in CSF (200 or 190 kDa).
Two other antigens have been found in CSF, in lower frequencies: one molecule of 150 kDa, detected
in 11% of 276 cases (Seung-Yull et al | 1992) and the paramyosin of T. solium of 100 kDa. commonly
known as antigen B (Laclette et al, 1991), present in 14% of 33 cases (Correa, Sandoval et al, 1989).
The 105 and 97 kDa molecules found in the present study under reducing and non-reducing conditions,
could correspond to antigen B, since they have a similar molecular weight. It is worth to mention that
these two bands were present in 2 out of 3 cases with tacniosis, but concomitant metacestode infection

in these cases could not be excluded. The other 2 bands of 80 kDa in serumn and of 50 kDa in CSF have



not been described before Thus. it seems that several antigens can be present in patients’ fluids [t is
imponant to stress that conformational epitopes are not detected by the method used herein, thus some
additional antigens could be present. On the other hand, several antigens different from those found in
Cysticercosis cases were identified in serum samples from patients with other parasitic diseases These
cross-reactive antigens share epitopes with molecules of the cysticercus, but it remains to determine the
structural and functional relationships between the molecules of the different parasites. More important
for diagnosis, is the fact that these antigens could be giving false positive results.

When comparing the presence of: antibodies and antigens in serum and CSF samples of each
patient, we observed that both were less frequent in seruny, this was expected, because all patients were
harboring cysticerci within the central nervous system and because of the brain-blood barrier. The
presence of antigens in the serum of 2 cases could be either due to the release of antigens from the
brain into the circulation, due to a damage of the brain-blood bartier, or to the presence of extra-
cerebra) cysts in the same patient. On the other hand, the lack of antigens in cases with parenchymal
NC was interesting; this was also found for antibodies by Wilson et al., (1991). This further emphasizes
the great importance of the body compartments on the host-parasite relationship, seemingly brain
parenchyma is immunologically more stlent than CSF spaces. Antigen-detection methods are expected
be more accurate to demonstrate an active infection, and thus, they have been postulated for
monitoring treatment (Yonghao. et al . 1995). Qur results support this, for cases of multiple parasites
but excluding NC of the parenchyma.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Representative results of Jaenia wolium metacestode antigen detection by EITB
Serum (A and B) or CSF (C and D) samples of patients and controls were submitted to electrophoresis
under reducing (A and €) and non-reducing (B and D) conditions, transferred and developed with a
rabbit anti-cysticercus hyperimmune serum. Lane | corresponds to parasite antigen loaded imo the gel.
lanes 2 and 3 to negative control samples; lanes 4 and 5 to patients with calcifications, lane 6 patient
with 1 cyst, and lanes 7-11 to patients with multiple cysts. Arrows indicate the bands specifically
detected in cases with neurocysticercosis. Molecular weight labels are at the left in kDa.

Figure 2. Frequency of different bands present in CSF (left panel) and serum {(nght panel)
of EITB-positive cases according to the location of the parasites. Specific bands were only
detected under reducing conditions in CSF. Different bands were present in serum undér reducing
{A) and non-reducing (B) conditions. Parasites were located in parenchyma {dashed bars, not
foundj, subarachnoid space {dotted bars), ventricles (black bars) or different parts (mixed, white
bars).

Figure 3. Antigen detection by EITB in serum samples from patients with different parasitic
diseases. Samples were submitted to electrophoresis under reducing (A) and non-reducing (B)
conditions, transferred and developed with a rabbit anti-cysticercus hyperimmune serum. Lane |
corresponds to cysticercus antigen, as positive control: following lanes correspond to samples from
patients with toxoplasmosis {2}, neurocysticercosis (3), larva migrans (4-7), trichinelosis (8-10),
hymenolepiosis {12}, taeniosis (13-13) and one with cysticercosis (16) for comparison. The serum of a
healthy human is shown in lane 11. AsTows indicate the bands specifically detected in different cases.

Molecular weight labels are at the left in kDa.



Table | Overall results of antibody and antigen detection in serum and CSF

Posiuve for
Number and type  » Positive in: Antigens  Antibodies  Antibodies and
of parasites Antigens

Serum 2 8 2
Muttiple cysts * 18 CSF 12 12 8
Both samples 2 7 -
Serum - 1 -
Single cyst ¥ 6 CSF - 4 -
Both samples - 1 -
Serum . - -
Calcifications 5 CSF - 2 -
Both samples - - -
None } 10 CSF - - -
None § 10 Serum - . -

* includes 4 cases with simultaneous cysts and calcifications; t includes one case with single cyst and

calafications; ¥ neurological negative controls; § healthy people



13456 789 101

i Bt
RE

12 345 6789101

7 8 910N




m

= O T =

(%) A2usnbary

200

80

97

105

183

50

190

Band (kDa)



1 2 3 4 56 7 12 13 14 15 16
,4 =T N . ' _

" «—183
141
- - +«—105

196—

120—

NS S0 SR Y

38—

198—
120—
88—

70— 3
56—

38—



CAPITULO 12

INMUNODIAGNOSTICO DE NEUROCISTICER-
COSIS MEDIANTE LA DETERMINACION DE
ANTICUERPOS Y ANTIGENOS EN LIQUIDO

CEFALORRAQUIDEO Y SUERO

MaRfA DOLORES CORREA BELTRAN, JEFFERSON PROANO NARVAEZ, JIM ALLAN,
ANTONIO MEZA Lucas, RAQUEL TAPIA ROMERO, [SABEL ALCANTARA Y OLGA MATA.

INTRODUCCION

La neurocisticercosis humana ha sido
motivo de numerosos estudios para mejo-
rar la eficacia del diagnéstico, por lo que,
desde la primera mitad del presente siglo
se empezaron a utilizar pruebas inmuno-
16gicas para apoyar el diagnéstico clinico
y de imagen (revisado en ¥). Practicamente
se han utilizado todas las pruebas que se
han estandarizado para la determinacién
de anticuerpos especificos en liquido cefa-
lorraquideo (LCR) o suero. Estos ensayos
han demostrado diferente sensibilidad y
especificidad dependiendo de la prepara-
ci6n antigénica empleada, de la capacidad
intrinseca de la prueba y hasta de la expe-
riencia de la persona que la ejecuta. En la
actualidad se cuenta con los estudios de
imagen Tomografia Computada-(TC), y
Resonancia Magnética (IRM) que permi-
ten la localizacién de los pardsitos, la
determinacién del nimero de éstos, el
grado de reaccién inflamatoria y en oca-
siones el grado de lesién {ver capitulos al
respecto en este volumen). Sin embargo,
ambas técnicas son caras, por lo que suelen
aplicarse en hospitales de segundo o tercer
nivel de atencién, o en pacientes que cuen-

tan con recursos econémicos suficientes
para sufragar estos estudios.

Ademas, en algunos casos los estudios
de imagen no son concluyentes, por loque
se sigue solicitando el apoyo de las prue-
bas inmunolégicas para confirmacion del
diagnéstico. Ademds de su utilidad parael
diagnéstico clinico en casos con problemas
neurolégicos, grupo en el que la prevalen-
cia de la enfermedad es relativamente alta
(entre 10% y 25% en algunos paises) Z, las
pruebas inmunol6gicas también se han
usado para estudios epidemiolégicos en
poblaciones abiertas, grupos en los que la
prevalencia de la enfermedad es baja sB I
15 En estos estudios se ha encontrado que
la prevalencia de anticuerpos refleja el
grado de presion infectiva presente en una
zona dada, y que hay maés individuos con
anticuerpos en los grupos que estén en
contacto directo con la fuente de infeccion:
el individuo con teniosis. Sin embargo, la
presencia de anticuerpos en el suero de
individuos elegidos al azar dela poblacién
aparentemente sana, se debe a una infec-
cién activd en sistema nervioso central en
menos de la tercera parte de las veces . La
demostracién de anticuerpos, si bien es un
buen indicador de que el individuo ha
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estado en contacto con el pardsito, no es
demostracién de infeccidn activa. La de-
terminacion de antigenos puede ser una
alternativa de diagnéstico de casos con
infeccién activa, debido a que se basaenla
presencia de productos del pardsito ain
vivo. Sin embargo, son pocos los estudios
con este enfoque > > \*.

En el presente trabajo describimos los
avances en el diagnéstico de la neurocisti-
cercosis por medio de técnicas inmunold-
gicas basadas en la determinacion de anti-
cuerpos.

Asimismo se describen también algu-
nos logros obtenidos en la demostracion
de antigenos en poblacién abierta para
diagnéstico, asi como en la identificacién
de las moléculas antigénicas presentes en
suero y LCR de pacientes.

INMUNODIAGNOSTICO MEDIANTE
LA BUSQUEDA DE ANTICUERPOS

Desde hace varias décadas se inici6 el
inmunodiagnéstico de la neurocisticerco-
sis humana con la técnica de Nieto y col. ",
que se basa en la fijacién del complemento.
Esta prueba se utilizé durante mucho
tiempo, porque no se desarroll$ una prue-
ba tan sensible para LCR hasta la aparicion
del ensayo inmunoenzimatico (ELISA) -2,
que es mas sencillo de realizar, requiere
menos experiencia del ejecutante y tiene
una sensibilidad similar en LCR, ademas
de que puede aplicarse también en suero.
A partir de este tiempo, se empezaron a
desarrollar diversas variantes de ELISA,
que han utilizado antigenos crudos de la
parte sélida del metacestodo o del fluido
vesicular, asi como antigenos parcialmente
o totalmente purificados (revisado en 9.
Todos estos ensayos son de gran apoyo
para el diagndstico final de casos con
sospecha clinica y hallazgos de imagen

NEUROCISTICERCOSIS

compatibles con neurocisticercosis. Sin
embargo, estas pruebas no han demostra-
do utilidad para el diagnéstico diferencial
entre enfermedades parasitarias por ces-
todos pues los antigenos empleados, cuan-
do mucho permiten distinguir s6lo entre
estos y otros helmintos. Hace algunos -
afios, se desarrollé la inmunoelectrotrans-
ferencia en la que se usan antigenos gh-
coproteicos purificados por afinidad me-
diante una columna de lentillectina (IET-
gPs) . En este ensayo existen 7 bandas de
pesos moleculares entre 13 y 50 kDa que
son reconocidas especificamente por los
pacientes con cisticercosis; la banda in-
munodominante es la gP42 (Figura 1). En
el primer reporte esta prueba ademds mos-
tré tener muy alta sensibilidad, ain en
suero; posteriormente se demostré que la
sensibilidad disminuye considerablemen-
te cuando los pacientes tienen un solo
pardsito ?; sin embargo, debido a su ma-
yor especificidad ha sido la técnica de
eleccién para diversos grupos en varias
partes del mundo. De hecho ya ha sido
empleada para estudios epidemiolégicos,
en poblacién abierta, con resultados de
alta sensibilidad * *.

Si bien el hallazgo de anticuerpos en
LCR o suero de un paciente con sintomas
y estudios de imagen compatibles con
cisticercosis representa un apoyo sustan-
cial al diagnéstico, la presencia de anti-
cuerpos séricos en un individuo aparente-
mente sano no necesariamente indica la
presencia de cisticercos vivos.

El dinico estudio en el que se ha evalua-
do esto, es el de Schantz y col., en el que
se encontré que los anticuerpos séricos
(tanto por ELISA como por IET-gPs) se
relacionaron con neurocisticercosis sugeri-
da por estudios de imagen (TC) sélo en el
30% de los casos.
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Figura 1.- Frecuencia de reconocimiento de las 7 diferentes glicoproteinas afines a lentil-lecitina, por el suero
(barras blancas, N=108) o el LCR (barras rayadas, N=37) de casos positivos analizados en el Depto. de

Inmunoparasitologia por medio de la inmunoelectrotransferendia descrita por Tsang y co

BUSQUEDA DE ANT{GENOS EN LIQUI-
DO CEFALORRAQUIDEO Y SUERO

En 1987 aparecié el primer estudio para
la determinacién de antigenos en LCR 7,
en el que se encontrd una sensibilidad de
75% en ELISA o Dot-ELISA, utilizando un
anticuerpo policlonal de conejo. Poco des-
pués nosotros utilizamos un ELISA de
captura de antigenos con anticuerpos mo-
noclonales (AcMc) producidos en cerdos
para la determinacion también en LCR 2.
Se encontré una sensibilidad del 72% con
el empleo de uno de los AcMc, mientras
que con el otro y los dos AcPcs la sensibi-
lidad fue de 48,14 y 48% (Figura 2). Utili-
zando diferentes combinaciones de siste-
mas de anticuerpos se pudo aumentar la

1.

sensibilidad hasta un 93% ? (Figura 2). En
estos estudios encontramos aspectos inte-
resantes. En primer lugar, el anticuerpo
especifico contra una glicoproteina en la
superficie y en los productos de excre-
cién/secrecién (ES) del cisticerco (AcMc
HP10) fue el que presenté mayor sensibi-
lidad, lo que apoya el uso de anticuerpos
contra antigenos de ES en los ensayos para
determinacién de antigenos. Sin embargo,
con los anticuerpos contra el AgB un anti-
geno inmunodominante en la enfermedad
!, se obtuvo una sensibilidad de solo 14%
a pesar de que es una proteina presente en
los productos ES ¥ esto sugiere que no
deben usarse anticuerpos contra antigenos
para los cuales hay respuesta humoral en
la muestra a estudiar, pues pueden estar
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Figura 2.- Variacién de la sensibilidad del ELISA de captura de antigenos en relacién con el sistema de
anticuerpos utilizado solo o combinado. AgB: anticuerpos policlonales anti-Antigeno B; EC: anticuerpos
policlonales anti-extracto crudo; HP10: anticuerpos monoclonales contra una proteina de excrecién
secrecién del cisticerco; HP12: anticuerpos monoclonales contra un componente de! fluido vesicular del

cisticerco.

formando complejos inmunes, y por ello
dar falsos negativos.

Nosotros creemos que el uso de anti-
cuerpos inducidos en la misma especie del
hospedero natural conduce a una menor
sensibilidad, pues hay competencia entre
los anticuerpos presentes en la muestra y
aquellos utilizados en el ensayo. En este
sentido es importante resaltar que los an-
ticuerpos producidos en porcinos contra el
extracto crudo (EC) permitieron demos-
trar la presencia de antigenos en 48% de
los casos de seres humanos, y en ningtn
;uel:;o de cerdos con cisticercosis confirma-

a .

Es recomendable la produccién y uso de
anticuerpos monoclonales pues esto per-
mite aumentar la reproducibilidad del en-
sayo y evitar el problema de obtener came
infectada con cisticercos para la prepara-
ci6n de nuevos lotes de anticuerpos. En la
actualidad estamos produciendo anticuer-
pos monoclonales contra productos ES del
metacestodo de Taenia Solium. Con el uso
de uno de estos anticuerpos hemos anali-
zado muestras de LCR y suero de casos de
diferentes caracteristicas, como en el ni-
mero y el tipo de cisticercos. Los datos
preliminares indican que este anticuerpo
monoclonal puede detectar el 62% de los
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Tasta 1

DETERMINACION DE ANTIGENOS EN PACIENTES CON NEUROCISTICERCOSIS POR ELISA
CON EL USO DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL.

Nimero y por ciento

Nuamero y tipo de cisticercos N Ndmero y por ciento
de positivos en LCR de positivos en Suero

Un quiste 3 t 3% 2 6%
Un quiste y calcificaciones 2 2 100% 2 100%
Varios quistes 16 10 62% 7 #H%
Total deé cisticercosis activa 21 13 62% it 52%
Varias calcificaciones 4 0 0% 0 0%

25 13 52% 11 #4%

Total global

1

TABLA 2

IDENTIFICACION DE ANTIGENOS EN EL LCR Y SUERO DE PACIENTES CON CISTICERCOSIS
POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Positivos en:
Numero y tipo de dsticercos N LCR Suero LCR y suero
Quiste tinico 6 o 0 0
Quistes multiples 15 9 2 2
Quistes y calcificaciones 4 2 1 1
Calcificaciones 5 0 0 0
Otros problemas neurolégicos 10 0 0 0

casos con cisticercosis activa {(esto es con
quistes) cuando se analiza el LCR y aproxi-
madamente al 52% cuando se utiliza suero,
este ensayo ademds es negativo cuando el
individuo tiene cisticercosis inactiva (Ta-
bla 1).

La determinacién de antigenos en
muestras de LCR, creemos que serd il
para apoyar el diagnéstico clinico pues
proporciona informacién respecto al esta-
do activo de la enfermedad. Por otro lado,
el andlisis de antigenos en suero puede ser
de gran utilidad para la biisqueda de casos
de cisticercosis activa en poblacién abierta.
La sensibilidad obtenida para este tipo de
muestra es de alrededor de 65% (datos no

publicados). En un estudio en una pobla-
ci6n aparentemente sana del estado de San
Luis Potosi. México, recientemente encon-
tramos que la presencia de antigenos en
suero esta fuertemente asociada con crisis
convulsivas (Razén de Momios = 11.83;
Intervalo de Confianza = 2.63-62.15; p <
0,01 Exacta de Fisher ®). Este dato es de
importancia pues recientemente se encon-
tré que las crisis convulsivas tienen un
valor predictivo positivo superior al 70%
en poblacién abierta, cuando se conside-
ran las im&genes de la tomografia compu-
tada como prueba de oro para la neurocis-
ticercosis '. En nuestro estudio se les hizo
tomografia computada a 3 de los 9 indivi-
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Figura 3.- Frecuencia de reconocimiento de tres bandas antigénicas encontradas en el LCR de pacientes con
neurocisticercosis revelados por inmunoelectrotransferencia. El grupo fue de 30 casos, de los cuales 11
presentaron por lo menos 1 banda.

TABLA 3

ANTIGENOS ENCONTRADOS POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA EN EL SUEROC DE -~
PACIENTES CON CISTICERCOSIS Y CON OTRAS ENFERMEDADES

Bandas en suero en condiciones

Enfermedad N Reductoras No reductoras

105 128 137 183 80 95 110 120
Cisticercosis *(positivos) 3 1 3 1 1
Teniasis 3 2 1 2 2 1 1
Himenolepiasis 1 1 1 1
Hidatidosis 1
Toxocariasis 4 1
Triquinelosis 3
Toxoplasmosis 1

* El' caso positivo a las cuatro bandas también tenia teniasis.
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duos que presentaron antigenos en suero,
Y. de éstos, dos tuvieron imégenes compa-
tibles con cisticercosis activa. Los resulta-
dos obtenidos son alentadores pues las
pruebas que demuestran la presencia de
antigenos pueden ser buenas herramien-
tas para estudios de campo.

IDENTIFICACION DE ANTIGENOS
EN LCR Y SUERO POR
IMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Con el fin de identificar parte de los
antigenos presente en las muestras de LCR
y suero de seres humanos con neurocisti-
cercosis, llevamos a cabo ensayos de in-
munoelectrotransferencia (IET) en los que
las muestras fueron sometidas directa-
mente a electroforesis en geles de poly-

acrilamide-SDS, tanto en condiciones re-

ductoras como no reductoras '°. Los geles
fueron transferidos a membranas de nitro-
celulosa ® y revelados con un antisuero
policlonal producido en conejo contra el
extracto crudo del metacestodo.

En LCR encontramos 3 bandas distintas
reconocidas con frecuencias variables so-
lamente en condiciones reductoras (Figura
3). La banda dominante tiene un peso
molecular aproximado de 200 kDa; tam-
bién encontramos dos bandas menores en
cierta proporcidén de las muestras. Hay que
resaltar que las muestras de LCR positivas
provinieron exclusivamente de los casos
con cisticercosis quistica multiple (Tabla
2), pues los casos con lesiones tinicas o con
calcificaciones fueron negativos. En el caso
de suero encontramos dos bandas de 183 y
105 kDa en condiciones reductoras y 2
bandas de 97 y 80 kDa en condiciones no
reductoras (Tabla 3). La banda de 183 kDa
fue la més frecuente pues fue encontrada
en las 3 muestras positivas. Probablemen-
te corresponda a la banda de 190 kDa
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presente en LCR. Tres de estas bandas
también se encontraron en muestras de
pacientes con teniosis (Tabla 3), pero estos
3 sueros y otros dos mds fueron negativos
en ELISA; los determinantes antigénicos
revelados por una y otra técnica, por ende,
son distintos. Ademds de las bandas en-
contradas en los casos con cisticercosis, las
muestras de individuos con otras parasito-
sis reaccionaron con antigenos de varios
pesos moleculares, posiblemente de reac-
cién cruzada, pero ausentes en las mues-
tras de los casos confirmados de cisticerco-
sis.

La presencia de bandas antigénicas fue
maés frecuente en LCR que en suero, y los
tres casos que presentaron antigenos en
suero fueron positivos también en liquido
cefalorraquideo (Tabla 2). Esto nos indic6
que la sensibilidad de este método para
suero es mucho menor al 50%; como men-
cionamos antes, la sensibilidad por ELISA
de captura es mayor al 50%, lo que nos
indica que la mayor parte de los epitopos
capturados en ELISA son conformacio-
nales. - :

Los-resultados encontrados hasta la fe-
cha indican que se puede demostrar la
presencia de antigenos tanto en LCR como
en suero, lo que puede ser de ayuda para
apoyar el diagndstico clinico y para estu-
dios epidemioiégicos.
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Human cysticercosis: risk factors associated with
circulating serum antigens in an open
community of San Luis Potosi, Mexico

Human cysticercosis (HC) is prevalent in the
developing countries of Africa, Asia and Latin
America, especially in rural areas, where ig-
norance of the disease and inadequare hygiene
are common {Mahajan, 1982; Flisser, 1988
Sari, 1989). The incidence of HC is also
increasing in some developed countries be-
cause of immigration (Sorvillo e al., 1992).
Two national, sero-epiderniological surveys of
HC in Mexico revealed that the overall sero-
prevalence was about 1% and that the popu-
lations of the states that produced pork were
more likely to be seropositive than others
{Woodhouse ¢f al., 1982; Larrzlde et al., 1992).
However, in one of several, smaller,
community-based investigations, which have
demonstrated cluster-like transmission (Sarti
et al., 1988, 1992; Diaz-Camacho ¢t 4/, 1991,
Schantz er &f, 1994), computed tomography
(CT) of the brains of seropositives indicated
that the positive predictive value of serology
was <30% (Schantz er af., 1994). Therefare,
the presence of specific antibodics is not always
an indicator of an active infection and/or not
all those infected have cysticerci within the
brain. Although the presence of circulating
antigens should be more closely associated
with an active infection, there are few
immuno-assays available that can detect such
antigens. Those assays’that have been used, to
test samples of cerebrospinal fluid (CSF), use
rabbit polyclonal or mouse monoclonal anti-
bodies as the capture reagents and have
achieved sensitivities of around 75% and
specificities close o 100% in case-control
studies (Tellez-Giron et al., 1987, Correa
et al., 1989). Although parasite antigens might
not be expected in sera from neurocysticercosis
patients, when the polyelonal-based assay was
tested with such sera in a case-control study
it gave 60% sensitivity and 100% specificity
(D. Correa, unpubl. abs). The aim of the
present study was to see if such an assay could

0003-4983/93/060689 + 04 $12.00/0

be used to increase the accuracy of sero-
epidemiclogical surveys of HC.

SUBJECTS AND METHODS

A cross-sectional study, with simple random
sampling, was performed on 900 subjects, each
of whom was aged > 14 years and had lived for
>1 year in Cerrites county in the state of San
Luis Potosi, Mexico, Sample size, calculated
using the Epi-INFQ software produced by the
Centers for Disease Control and Prevention
(Atlanta, GA, USA), was based on a popu-
lation size of 14 000 and 3 minimum preva-
lence (1.206) estimated from autopsy results
(see Woodhouse ef al, 1982) 2nd the last,
national, serological survey (Larralde er al,
1992). Socio-economic status, clinical history,
standard of hygiene practised and food caten
were recorded for each subject after an inter-
view. A serum sample was then collected from
cach subject and assayed for parasite antigens
by ELISA. The caplure system used was
similar to thar used to test CSF (Correa ¢r al,,
1989) but modified for testing sera. The cap-
ture antibody was polyclonal [gG which had
been produced against 2 crude, saline extract of
cysticerci excised from pigs (Espinoza e/ al.,
1986) and purified from rabbit hyperimmune
serum with Sepharose-protein A (Sigma).
Each well was coated with 100 gl of a solution
of 25 ug TgG/mt 0.1 M borate buffer, pH 8.2,
overnight at 4°C, then blocked for 1 h at room
temperature with 20041 0.1% human serum
albumin (Gerencia General de Biolégicos y
Reactivos, Mexico) in 0.01 M phosphate buff-
ered saline, pH 7.2, containing 0.05% Tween
20 (PBS-T). Between each step, each well was
washed three times, each time with 200 4
09% NaCl containing 0.05% Tween 20
{(¥aCl-T). Serum samples were diluted 1:3
and 1:9 with PBS-T before being incubated in

L 1993 Liverpool School of Tropical Medicine
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One of the main findings of epidemiological
studies on Tueniu infection in Mexico is that
cases of human taeniasis, HC and porcine
cvsticercosis tend to be clustered together.
This indicates that cysticercosis is mainly
transmitted by close—contact with the wpe-
worm carmier, and not as 2 result of egg
dispersion in the environment. In the present
§tud}'. possibly for the first time, there was an
interesting clustering of individuals with his-
tory of taeniasis within the same house; 11.4%
and 3.2% of those with a persenal history of
taeniasis also reported that they belonged to a
hpusehold with and without a history of the
discasz, respectively (OR=1.70; CL=167-
8.1.9; P<0.001). Taeniasis was also related to
epilepsy (OR=2.90; CL=1.02-8.1I; P=0.045)
but not to seropaositivity for cither antigens or
antibodies. Some clinical cases of taeniasis had
Taenia antigens in their stools, a5 shown by
ELISA (Allan er al.,, 1990), but not in' their
serz (D. Correa, unpubl. obs.).

Il:l a small-scale cnal, 13 of the present
subjects were given CT scans to check the
predictive value of the antigen assay results.
Scven of the subjects were positive for anti-
bod‘mis, on¢e of these and two others were
positive for antigens and four were sero-
negative in both assays. Three of the seven
cases positive for antibodies and two of the
thr.ec cases positive for antigens had brain
!cs:ons compatible with ¢ysticercosis {one be-
ing the subject positive for antigens and for
antibodies). All the others had apparently nor-
mal scan results. [f the antigen assay is accurate
Lhcr_t the antigen-positive, brain-cyst-negative
subjects must either have brain cysts that are
0o small to be detected by CT or extracerebrat
cysts, located in the muscles, subcutaneous
tissue or spinal cord.

Although the sensitivity of the antigen assay
needs to be improved, the present results show
that assays of this type may be useful tools in
field studies on human cysticercosis.
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Swine cysticercosis:
Detection of parasite products
inserum

E. Rodriguez-del-Rosal, D. Correa, A. Flisser

Velerinary Record (1989) 124, 48R

CYSTICERCOSIS 15 a parasitic discase produced by 1he larvae of
Taenia solium. Pig carcases are condemned knd destroved when cysu-
cerci are found during sanilary inspection, davsing important ecoa-
amic krsses in several developing countnies {Schenone 1971, Accvedo-
Hesnander 1982} Diagnosis of swine cvsticercoses i only danc by
meac inspection in abanoics (Aluja [982), 23 no anie mortem dia-
grostic mothods are available, Some immunological techniques for
antibody detection have been reporsed (Pathak and others 1914,
Pathak and Gaur 1986) but have she disadvantage that a pasitive 1est
does nol necessanly indicale 2 curreat infection, due either to conact
of the animal with T sofium or 1o cross reactions wih other parasites
{Espinaza and Flisser |986). In 1his papet the sythars repon ihe de-
teczion of parasite products in the serum af T sofium infecied pigs. by
a double homologous monockonal antibody {McAb) based cnryme
immunoassay (Ela).

Blood was obtained from M) healthy pigs reared on a modern farm
in Mexwo and from 13 cysticercotic pigs before and alter reatment
with praziquanie] (Mcrck. Darmstadi} S0 mg/kg/day dunng 13 davs
(Flissce and others 1989). Cysticercosis was confirmed because aff
pigs had palpable cysticerdi in the 1ongue. Each serem was separaied
by centrifugation and kept at - 20°C urul we.

T solium cysticend were disseqied from condemned pork meat and
¥ crude cxiract was prcpared sccording to the method described by
Flisser and others (1980) Trckinella spirafis crude extract consisied
of larvae extracted by tissue pepsinisation from experimenaalty infec-
ted mice and processed in & samilar way.

Twa IgM murine McAbs prepared against T solcrt larval slapes
were used, one reactive wilh a 160 to 220 kDa surface and secrelion
protein (HP10} of T saginera (Harmison and Parkhowse 1985). and
another one reactive math a vesicular fluid component of T solium
(HPI12. L. J S.Harrison and R. M. E. Parkhouse_ unpublished daia}
A3 a2 negative control. McAb NIM-M1, an IpM specific for & T sprralus
infective larvae surface antugen complex {Ortega-Picrres and others
1984}, was used McAbs were precipiaied rom ascitic flud wih 11
per cent saigrated ammonium sulphate . adjusied 10 1 me-ml protein,
and an ahquot of cach McAh was coupled 10 buolin. Emmulon plates
(Dvnatech) weee coated with 100 uliwell of MeAb {100 pgrmilin 01
barate bulfered 0-67 M saline_ pH 8-2 by overmght incubalion ai 4 €
Alfter washing five times with 200 ulwell of §-15 M sodium chlonde -
005 per cent Fueen 2. blocking was achiesed by incubation wni [LE)
plwellof 1 percent human albumen {Gerenna General de Bioldpscos
3 Reactinos, S8a. México) Jof one hour a1 roam 1emperature Aller
further washing. scrum samples dituled 13 ot ceude extracts at dil-
fecent concentrauons were sncubaled (100 wl'well) for two hours at
ATC.and washings were repealed. 100ut well of the homotagous bio-
tinylated McAD w2s added a1 2 concentration of 2 g mt and incuby-
ted 31 37°C for 1wo hours The ieacuen was develaped by W munules
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incubation with 100 plwcll of o-pherylendisming (Sigma) at a con-
cenirstion of 0-4 me/ml in 0-1 M citrate budler contaming (-4 p3mil of
A0 per cent HyOs. This wm done st room emperstwt in darkness,
The reaction wax stopped by adding 50 plrwell 1 M suipboric acid. end
the atnorbance values were obtsined ot 492 am in ma £14 resder (Bio-
Tad).

Boih taenia specific McAbs reacted with s crude extract of T iedium
cysticerd. with high absorbance vahucs (>2-0 Tor HP-[4 and 0-6 for
HP-12) indicating that the double bomologous McAb based E1a was
sdequale: slso no ¢reds toaction was found when esing the NIM-Mi
McAb, elihough it reacted with the techinells extract (>2-0). The
assays done with the serum samples from healiby peps provided the
cut off points, which were considered a5 the meag value pls thice
times the standard deviation; thit gave 012 for HP-10, 0-08 for HP-12
and 0-12 for NIM-M{.

Tn the €14 with the serum wamples from eytticrrootic pigs, the HPI0
McAb gave positive results in 26 (79 pet cent] of the pip belore
treatmens and X3 {91 per cear) after iremmem. Ths McAb reacied
with ihe serum of one healihy pig with an abworhance value above the
cut off point, this showed 2 specificity of §7 per cem. Neither the
HF 12 nor the NIM-M| McAbs gave positive resubts with any proup.

Crots resctions were obiervrd berween Taenio specics by using the
McAb directed againgt a surface and secretion ghycoprotein of T
sapinate and a crude extract of T solivm cystcerer. Tha indicares that
both specaes share this component of 21 keaw antigenically similae
molecules: this 1 ot surprsing as both patasites belong 16 Lhe same
phyiogencelic branch. In contrast, no cross reaction an found wilh the
NIM-M1 McAb. This is of grear importance for duapnosis, as bath
porcine cvsticercosis and tnchenelloss are endemic m Mexico 1 bhas
been seporied that onc of the earliest events ocoumng 10 Cysticera
afier tregtment warh prariquantel is damage [0 the icpument of the
bladder wall (Thamas and others 198]1). This is in agreement wath 1he
increase in the number of pigs with delcclable arculating surface HP-
t0 ghycoprotein alier treatment.

The £14 performed with McAb HP 1 7 was negnive hoth belote aad
afier treatment probably because the acirty of this McAb was low. as
in the 1est with the crude extract HP-10 and NIM-M1 pave ralues
abrve 20 while HP-12 hud an absorhance value of 4. Onc pip from
the heatihy group gave values above the canl ofl poset for McAb HP-
16. Although this can be a truc false positive, it is possibe thas amimal
could be a non-disgnosed cysticercotic pig due 10 the high incidence of
parcine cysticercosis in Mevico {Alepa 1982,

The results obtained in this study mdicate thal anic monem diagno-
sis of current cyshcﬂwm in pigs rs possible and poeotially vselul o
prevent high economic toises due to condemnatioa of infecied car-
cases. As many as B per cent of cysticercotic pigs owry be diagnosed.
and probably treated with drugs. before being went ko ahatioin.
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Abstract
Cuzrent diagnesis of neurocysticercosis relies most-

ly on computerized tomography and nuclear magnetic
resonance, with detection of antibodies being con-
firmatory rather than decisive. An assay which detects
parasite products in cerebrospinal fuid would conclu-
sively demonstrate a current infection and could be
important when decisions regarding treatment must
be made. Cerebrospinal Auid from patients with
peurocysticercosis was used in 4 cazyme immunoas-
3{ capture tests designed to detect parasite products.

the systems tested, one, based on the use of 2
monociona) antibody reactive with 1 surface 10d
secretion componeat of the metacestode, was particu-
larly rEm:l:usu:ng, giving a sensitivity of 72%. The assay
bas the double advantage of 2 very low background
a0d a proved specificity for the products ¢ living
cysticerci. The other 3 systems {monoclonal anti-
m}fuhr fluid antibody, polyclonal anubody against 4

¢ extract and polyclonal anti-antigen B antibody)
were kss sensitive. Results with the anti-antigen B
system support the !groposai that products of low
immunogenicity are
the serological detection of the parzsite.

ktroduction

_ Several immunclogical techniques have beea used
in the dizgnosis of human peurocysticercosis. The
accumulated experience in the detection of specific
antibodies in serum and cerebrospinal fuid (C5F} of
infected patients reflects 2 range of variable scasitivi-
ties and specificities (FLISSER & LARRALDE, 1936).

The presence of specific antbody indicates expo-
surc to the parasite but not necessarily a1 current
infection, Thus is of particular importance in human
neurocysticercosis, where decisions about the parure
of treatment must be made with certainty.

The purpose of the preseat investigation was 10
evaluste monoclonal and polyclonal antibody-based
;fnzymc immunoassay (EIA) systems for the detection

products of Taenia solium cysticerci in CSF of
patients with neurocysticercosis. In the former case

&l‘rnpong:tnctdshgpid be addressed 10 Dolores Cormes,
o de Bioguimics, lnstruto de Salubndad ¥
%ngmn;e%j; Tropicaks, $Sa, Cerpio 470, Mexico 11340,

¢ most appropriate targets for

we have advantage of an antigen captire 85say, based
on & monoclonal antibody, recendy developed for the
detection of Toenia sapinata cysticercosis but cross
reactve with T. solium (HARRISON et al., 1989).1f
patients harbouring living cysticerci can be identified,
cuitable chemotherapeunic reatment can be instigated
(FLISSER, 1988).

Materials and Methods
Cerebrospinal fluid

Samples of cerebrospinal Buid (CSF) were obtained
by lumbar or ventri puncture or during SWrgery
from 32 adult patents with peurocysticercosis who
were ariending hospitals in Mexico. Their age and sex
were recorded, and they were categorized inio moder-
ate (out-paticnts) or severc CasLs tients who had
been in-paticnts ¢ times). Neurocystcercosis
was diagnosed during surgery in § cases, by compute-
rized tomography (CT) in 25 cases, and by the

resence of anu-cysticercus antibodies only in 2 cases.

e pumber, cross-sectional arez and locztion of
cysticerci was_recorded after CT mcfin . And-
cysticercus aptibodies were searched for in CSF of the
paticnts as described by PLANCARTE & al, (1987).
CSF samples were also obtained from 24 Mexican and
20 British adults suffering from & range of oeurologic-
al disorders other than cysticercosis.

Tacnia solium exiracts )
T. solium cysticerci were obtained by dissectuion

from naturally infected pigs which had been cond-
emned because of cysticercosis during routine meat
inspection. A saline extract (SE) and antigen B (AgB)
were prepared according to previously descri

methods (ESPINOZA 2t al., 1986; (GUERRA et al., 1982}

Manoclonal and polyclonal annbodies.

The monoclonal antibodies (Mabs) were all im-
munoglobulin (Ig) M, derived from mouse hybridoma
cell lines. The first Mab (HP10) was reactive with a
160220 kDa surface and secretion glycoprotein of T.
saginata cysticerci. The second Mab (HFP12) was
reactive with T. sofium vesicular fluid componcnts
(HARRISON o af., 1989). A third Mab (NIM-M1),
directed against Trickinella spiralis infective larvae
surface antigen complex, was used 85 negative control
(ORTEGA-PIERRES ¢t al., 1984). Mabs were precipi-



tated from ascitic fluid with.50% s turated ammo-
nium sulphate.

Pigs were immunized with either SE or AgB and
IgG was purificd by affinity chromatography in
protein A-Sepharose. One aliquot of Mab and poly-
clonal IgG was coupled to biotin.

Deiecrion of parasite products
The EIA used was a double homologous antibody
capture assay, Immulon® plates (Dynatech) were
treated with 100 pbiwell of antibody diluted in
0-07 M saline buffered with 0'1 M borate, pH 82,
and incubated at 4°C overnight. Mabs were used at
100 pg/ml, anti-AgB at 50 pg/mi, and and-SE at
25 ug/ml. The plates were routinely washed 3 times
with 015 M saline contzining 0-02% Tween 20
(washing solution) at 200 Wwell: 1% human serum
albumin (Gerenciz General de Biologicos y Reacuivos,
Mexico) in washing solution was added and left for
60 min at 37°C before washing.agaie. CSF samples
diluted 1:2 and SE or AgB at different conceatralions
were udded and incubated for 2 b at 37°C, followed,
after washmg, by the homologous biotinylated Mab
(2pg/ml) or homologous biotinylated lpolyclonal IgG
(4 pg/ml) in washing solution. After further incuba.
tion and washing, streptavidin-peroxidase conjugate
(Amersham) diluted 1:2000 was added and incubared
for 30 min. The plates were washed again and
substrate, o-phenylenedizmine (Sigma) a1 0'4 mg/ml
in 0+1 M citrate buffer containing 04 pi/ml of 30%
H,0; was added. The colour reaction was allowed to
roceed for 30 min st room temperature in the dark
‘ore being terminated by adding 1 M H;30,.
Absorbance values were measured 2t 492 am in an
EIA reader (Bio-Rad). Samples were run in duplicate.
After substracting the plate background value,
absorbunce values were calculated as the average of
the duplicate samples tested. Samples were consi-
dered positive if their absorbance was greater than the
mean plus 3 siandard  deviations of the values
obuained for the 24 Mexican conuol patients.
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Fig. 1. Dose-reapoase curves for the perasite products detection 1ssay
using 1 crude cysticereal extract and mogoclonal antibody HP10
directed against s surface and sccrtion glycoprotein of Tasmia
saginaia {4 ), moooclonal tntibody HP1Z directed against vesicalas
Auid compooents of 7. wlium cystcerd {0), aad polyclonsl
(l.:u)bodm against the crude extract (@) of egrinst pusified antigen B

Results and Discussion

All the capture assays were tested using SE us 2
source of antigen except for the polyclonal anu-AgB
detection which used AgB. The various systems
yielded reasonable dose-response curves (Fig. 1}

The resuits obtained in the detection of parasite
products in the CSF of the 32 cases of neurocysticer-
cosis are presented in Fig. 2. The assay using Mab
HP10 gave 71'8%, posiuve results, and that using
HP12 gave 40-6% positive results. The polyclonal
2nti-SE antibody gave 43-7% itives and the
polyclonal anti-AgB gave 12-5%. Thus, enly the Mab
HF10 system offers promisc as a dizgnostic tool. The
80 British control CSF samples were negative in the
assays to which they were subjected (HP10 and HP12
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Fig. 2. Double antibody carywe immuncessy 1echnique  with
cerebrospinal fluid from cases with peurncyFIcETeos {162 Materials
and Methods section), using mooockonsl sotibodies HPL0 and HP12,
and polycionil antibodics anti-AgB and ang-$E. Horizontal lines
indicate the cut-of values {the mean of the Mcximan negatve control
samples plus 3 standird deviavons; these cot-off values were used to
define the sensitivity values quoted in the ext).

systems), i.c., they gave valucs below the cut-off
values shown in Fig. 2. The anu-T. spiralis Mab
system similarly gave negative results with all CSF
samples. These results indicate good specificity of
these double homologous antibody sandwich zssays.
The HP10 assay has the double advantage of a very
low background and proved specificity for the pro-
ducts of biving cysticerci (HARRISON ef al., 1989). A
recently described antigen detection sysiem gave &
similar sensitivity to our HPI0 system (i.c. 73%,
TELLEZ-GIRON ef af., 1987). Nevertheless, ussays
based on polyclonal antibodies are inevitably less
reproducible than monoclonal aotibody sysiems.
There was no correlation between the clinical status
and the deiection of parasite products in CSF.



Similacly, there was no apparent correla: on between
the location, oumber or area of cysts ind the
concentrstion of parasite products in CSF (data not
shown}. Thes results indicate that variability within
the disease is great, Similar results were obtained
when specific antibodies were compared with clinical
features of the discase (ESPINOZA ¢ al., 1986). Of
particular interest were 7 cases with calcified cys-
ticerci, which were pegative in the HP10 test. This is
precisely what would be expected if a scrological assay
detects viable parasites, and might be important when
decisions regarding treatment must be made, since
cestodicidal drugs have no effect on calcified parasites
(EARNES_T:: al., 1986; FLISSER, 1988).

The importance of focusing on poorly im-
munogenic parasite products as targets for the assays
described above is illustrated by the relatively poor
performance of the polyclonz| apd-AgB system.
Antibodies against AgB ‘are the most frequently
detected in the serum and CSF of patients with
ceurocysticercosis (ESPINOZA & al., 1986; FLISSER er
al., 1980); thus the presence of antibodies to AgB
probably interfered with the parasite products detec-
tion assay.

Anti-cysticercus antibodies were detected in 90% of
the patients' CSF samples, and ite products in
72% of the same samples. The former test therefore
had greater sensiuvity, but the latter had the advan-
tage that it confirmed the presence of living parasites.
Thus, both asays are u tools for clinical support
of disgnosis and should be applied to the same CSF,
fince nulbcr has 100% sensitivity.

Finally, it should be pointed out that the most
sensitive antibody used was the Mab ruised agaiast T.
saginata, indicating that the antigenic epitope it
recognizes is commen to both species of Taemia.
Cross-resctivity berween these 2 species and other
taeniids has been well documented (ESPINGZA et al.,
igg%; OLIVO & al., 1988; PARKHOUSE & HARRISON,
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Abstract

In this paper we report the immunodiagnosis of cysticercosis by the detection
of antibodies in the cerebrospinal fluid (CSF) of patients, by standard enzyme
immunoassay (ETA) which gave 907 sensitivity. We are also showing the
results obtained with a double homologous peivclonal or monaclonal
antibody based EIA that detects parasite products: we anatysed CSF of
patients and obtained sensitivities ranging from 4% to 75% for single
antibody systems and 905 when analysing the samples with 1wo or three
systems simultaneously. The sera of infected pigs were also evaluated; with
one monoclonal antibody we could detect 795 of positive samples. The
good resulis obtained encourage the standarisation and improvement of
the technique for diagnostic as weli as for epidemiologic purposes. ’

Introduction

Since the standarisatton of the complemeni fixation test in [956 (1) there
have appeared many reports on the immunodiagnosis of human peurocy -
sticercosis, by means of different techniques which detect specific antibodies
in the scrum on the cercbrospinal fluid (CSF) of patients. !¢ As expected.
variable sensitivities and specificities are obtained by using different methods.

In conirast to techniques Jooking for antibodies, only few reports have
appeared on the search for Tacnia sofium antigen(s) in the CSF of cysticercotic
paticnts. In one of them, rabbit polyclonal antibodies apainst a crude extract
of the parasite were emploved. in a single antibody based enzyme immu-
naassay (ELA) which pave a sensitivity of around 756

Correspendence i Blolores Correz, Depariarenio do Broguinucy da<aevie de Salubnae
s Earermedades Toepi i S Carpes 270 Cod S Tamas loues 11330 D f
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On the other hand. diagnosis of swine cvsticercasis is onty done by meat
inspection in slaugtherhouwses,” and no antemortem Jiugnostic methods are
avatlable. .

1a this paper we report and discuss the immunodiagnosis ol cysticercosis

_by the detection of antibodies in the CSF of patients, by standard EIA,
and of parasite products in the CSF of putients and the sera of infected
pgigs, by 2 double homologous antibody based E1A.

Materials and Methods

Samplcs

Fresh CSF samples from 31 cases with cystic neuracyslicercosis were
analysed. The criterium to Jefine cysticercotic cases was the excision of
the parasite{s) by surgery or the presence ol cystic images in computerised
tomography {CT) scans plus clinical diagnosis of the disease. Twenty four
non-cysticercotic cases requiring CSF sampling were used as controls.

Blood was also obtained [rom 30 healthy pigs reared in modern farms
in Mexico and from 33 eysticercatic pigschosen because they showed palpable
cvsticerci in the tongue. Each scrum was separated a3 usually and kept
at =20°C vl use.

Antigens
A crude extract of Tuemu sofiton cysticerei (CE) was prepured according
to Espinoza er ul:* antigen B {AgB) was purified lollowing the method
reported by Guerea er ol Trichinellu spiralis crude extract was kindly
Jonated by P. Alcantara ffrom the [nstituto de¢ Satubridad v Enfermedades
Tropicales, $Sa, México) and consisted of the supernuntant of an ultra-

centrifugated PBS homogenate of the infective lurvag,

Anribodies

The polyctonalantibodies (PcAbs) against CE or AgB consisted of the gagmma
fraction of hyperimmune pig serum. purified by protein A-Sepharose {Sigma)
Alfinity chromatography. Two lgM murine monoclonal antibodies (e Abs)
prepared zgainst laeval stages were dlso used: ane is resctive with a 160-
220 kDa surface and secretion protein of Tuenie sugnatd larvie {HP10).
and the other with a sesicular Md component of 7o soliven (HP12) As
4 negative controb McAb NIM-ML wac used, which is Tgh specilic for a
Trichinelly spiralis infective lirvae surface antigen cumplex. McAbs were
precipitated Urom ascitis Nuid with 337 tturated ammonium sulphate, An
aliguot of cavh antibody was coupled o biotin.,

FLA tor anttbodics
The method reported by Eapinozs of uf * was ued. [2G antibodies i the
CSF of patients sere searched for.
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ElA for antipens

Immulon plates (Dynatech) were coated with 100 ul/well of McAbs (100
ug/ml) or PcAbs (50 pp/ml). in 0.1 borate buffered 0.07 M saline. pH
8.2 by overnight incubation at 4°C. After washing five times with 200 gxl/
well of 0.15 M NaCl - 0,057 (ween 20, blocking was achieved by incubation
with 100 ul/well of 1% human albumin {(Gerencia General de Biologicos
v Reactivos. SSu. México) for | hour at room temperatures: after further
washing. CSF diluted 1:2 or serum samples diluted 1:3 were incubated (100
ul/well) for 2 hours at 37°C and washes were repeated: one hundred upl/
well of the homologous biotinilated antibody was added at a concentration
of 2 ug/ml and incubated at 37°C far twa hours; after washing the reaction
was developed by 30 min incubation with 100 ul/well of o-phenvlendiamine
{Sigma). at a concentration of 0.4 mg/ml in 0.1 M citratc bufier containing
0.4 pl/ml of 30% H,0,: this was done at room temperature in darkness.
The reaction was stopped by adding 50 xl/well in IM H.SO,. and the
absorbance values were obtained at 492 nm in an EIA recader {Bio-rad.

Results

Table | shows the positivity abtained in the human and porcine groups
studied. Positive samples were those whase absorbance values were above
the mean plus three times the standard deviation of the control group. In
humans, specific antibodies were delected 1n 895 of the cascs: this sensitivity
is in accordance with previously reporied data.® Parasite products were found
indifferent percent of the samples depending on the moneclanal or polyclonal
antibody employed, ranging from 14 with the use of anti-B antibodies.
to 75% when the HP10 monoclonal was emploved. Neither antibody gave
positive results when the samples of the control group were tested. Moreover.
the NIM-M1 McAb, which is specific for T. spiralis. did not react with
samples of cither group.

With the serum samples obiained from pigs we found that only the HPIO
McAb gave positive results. giving 797 sensitivity. In contrast to human
cases. we found that one of the healthy animals was positive, giving 97¢%
specificity . with the HP10 McAb and both PcAbs.

Al monodlonal and polyelonsl anti-cvsticercus antibodies reacted with
T. soliuni CE (sve footnote in Tabic 1) also. the anti-AgB antibodies reucicd
strongly with its purificd homologous antigen. On the other hand the NIM-
M1 McAb did not cross react with cyvsticercus CE. although it is highly
reactive with its homologous T. spiralis extract.

By using different combinations of antibodies. the sensitivin ofth(' anugen
detecting EIA in human CSF reached 93¢ (Table 2). furthermore. with
the use of only the two Taemiv specific McAbs a QU sensitvin was achieyed
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Discussion

Almost 90% of the neurocysticersolic paticnts analvsed in this study presented
anti-cysticercus antibodies in the CSF: this is in accordance to previous
teports.t It has been established that the detection of antibodies is a uscful
toal for the confirmation of diagnosis in cases with clinical symptoms or
tomographic findings sugeestive of cysticercosis.!. Furthermore, the scarch
of antibodies of several classes and in both CSF and serum of the sume
individual, may augment the sensitivity of near 1005 (10).

Nevertheless. it is desirable 10 have a 1echnique which demonsirated the
presence of the parasiie in cases ia which there are not anubodies and the
chinical diagnosis or the tomography scans can not be done. On the other
hand. this kind of techniques would facilitate the development of epide-
miologic studics. Few attempts have been done in order to standardise an
antigen detecting test: the group of San Luis Potosi in Mexico™ reporied
a sensitivity of around 75 with the use of polyvclonal antibodies raised
in rabbits by hvperimmunization. Herc we report the ElA for antigen
detection by using both polvclonal and monoclonal antibodies. and the results
obtained arc promising: although the different antibodies employed gave
variable sensitivities, ranging from 14 1o 7547 (Table 1), we could achieve
93¢ positivity by the use of somc combinations of then (Table 2);. moreover.
by using just the two Tecnia specific monoclonals, we could detect 904
of the cascs. ' )

Table 2. EIA for antipens in human CSF Sensitivits with the use of tme ot more antibody
syslems per sampk.

Antibady syatems Percont possting
emploved sumples
T‘l'l‘

HP12. 2-B TR
HPI2. o.YC . 2
HPly, 5-B B

HP . a-17C Y4
HPio. HI'I2 Gt
Three:

HPI2. a-B. 4-EC €2
HPI0, 4-B. &-EU b6
HP1G. HP'12. a-H 1]
HMO HPI2 -k 91

T ou:
HFit HPLS o sk ~
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The sensitivity-obtained using antibodies against antigen B was the lowest;
antigen B is a secretion product of the parasite,’’ so we expected to find
1 higher sensitvity with the use of anti-AgB antibodies. But on the other
hand, AgB is one of the most immunogenic molecules in the crude extract:
357 of the individuals with aniibodies have antibodies against it 36 thus,
probably it is forming immune complexes in antibody excess, 50 no
Jeterminants were Iree for the reaction in the ETA.

The results obtained in this study itlso indicate that antemortem diagnosis
of current cysticercosis in pigs is possible and potentially uselul to prevent
high ¢economic losses due to condemnation of infected carcasses:' as much
45 307 of the cysticercotic pigs may be diagnosed (Table 1). Cne pig from
the healthy group gave valucs above the cut olf point for McAb HPI0
and both PcAbs: although this can be a false positive, we think that this
1nimal could be a non-diagnosed cysticercotic pig. due to the high incidence
of porcine cysticercosis in Mexico.?

Cross reactions were observed between Taenia species by using the T.
saginara cysticerci-specific McAb HP10 (Table 1); this indicates that both
species share this component or, at least antigenically similar molecules;
this is not surprising since both parasites belong to the same phylogenetic
group. In conirast no cross-reaction was found with the NIM-M1 McAb;
this is of great imporniance for diagnosis, since both ¢ysticercosis and
-trichinellosis are present in Mexico.

In order to use ElA for the detection of parasite products in the serum
of humans or pigs for diagnostic or epidemiologic purposes. further analyses
of cross-reactions with other parasites, in special cestodes, are important
to be done. Also, the production of other McAbs as well as the evaluation
of the technique in serum samples of humans are nceded.
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