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RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es la enfermedad parasitaria mas frecuente del
sistema nervioso central causada por la forma larvaria enquistada de la Taenia
solium, su diagndstico se basa en la integracibn de datos clinicos,
imagenolégicos y serolégicos. La deteccidn de anticuerpos especificos usando el
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) es una uatil estrategia para confirmar el
diagndstico de la NCC. Estudios previos demuestran que la Taenia crassiceps y
la Taenia solium tienen similitud estructural y antigénica; en este trabajo
evaluamos antigenos de ambos parasitos frente a 68 liquidos cefalorraquideos y
40 sueros pertenecientes a casos confirmados de NCC y a controles. Para
cumplir tal objetivo enfrentamos en ELISA las muestras de los pacientes contra

cada uno de tres extractos antigénicos de cada tenideo: el fluido vesicular, la
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membrana externa y el extracto total. El andlisis estadistico demostré una alta
sensibilidad y especificidad de los antigenos de la T crassiceps, especialmente el
fluido vesicular; el cual dio una sensibilidad de 90,3%, una especificidad de
94,5% vy valores predictivos positivos y negativos de 93,3% y 92,1% frente a
los LCR. Estos atributos hacen de esta fraccion parasitaria una herramienta de
gran utilidad en el diagnéstico de la NCC, pudiendo sustituir los antigenos
procedentes de carcasas de cerdos infectados naturalmente con T. solium.
Palabras claves: Cisticercosis, neurocisticercosis, T. solium, T. crassiceps,

inmunodiagndstico, ELISA.

SUMMARY

Neurocysticercosis (NC) a tapeworm (Taenia solium) infection, is the most
common parasitic disease affecting the central nervous system. NC clinical
manifestations are secondary to individual response against the parasite. The
specific antibody detection using an enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) is a helpful strategy to confirm the diagnosis of NC. It has been
previously reponed that there is a high structural and antigenic homology
between Taenia crassiceps and Taenia solium species, therefor Taenia
crassiceps, a more feasable organism to maintain in appropriate laboratory
conditions, may substitute Taenia solium as an antigen provider. We analyzed
40 serum samples and 68 (CSF) cerebrum spinal fluid samples from patients with
neurocysticercosis and other neurological diseases negative for NC. ELISA was
employed for the diagnosis using three different antigens from each Taenia:
vesicular fluid, membrane and crude extract. The statistical analysis showed
that T crassiceps antigens specially the vesicular fluid have high sensitivity and
specificity for NC immunodiagnosis both in serum and CSF samples. The high
sensitivity, specificity and positive predictive value (90.3%, 94.5% and 93.3%)
in CSF of the above antigen indicate its value to confirm the diagnosis.

Keywords: Cysticercosis, neurocysticercosis, T. solium, T. crassiceps,
ELISA.

INTRODUCCION
La neurocisticercosis (NCC) es la enfermedad parasitaria nés frecuente del

sistema nervioso central; esta enfermedad afecta a miles de individuos en
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paises de América Latina, sudeste de Asia, Africa y naciones desarrolladas con
alta afluencia de inmigrantes procedentes de zonas endémicas.25 Su expresion
clinica es polimdrfica; desde asintomatica hasta incapacitante y en ocasiones
hasta mortal.24 Afecta seriamente la salud del humano y es responsable de
importantes pérdidas econdmicas en la produccidn de cerdos en paises en vias
de desarrollo.12:31 E| agente etiolégico es el Cysticercus cellulosae que es la
forma larval de la Taenia solium, céstode que presenta un ciclo biolégico
complejo.

Por tratarse de una enfermedad con un amplio pleomorfismo, con
manifestaciones muy variadas,2-824 el diagndstico clinico, particularmente a
nivel cerebral, resulta complicado. Es necesario recurrir a métodos
imagenoldgicos dentro de los que se destacan la tomografia axial
computada,2-6-27 |a resonancia magnética,16-24 y las pruebas inmunologicas.1-32
El diagnodstico radioldgico es auxiliar del ciinico, pero tiene la limitante de que las
lesiones parasitarias no siempre son evidenciadas y so6lo las calcificaciones son
detectadas por los rayos X.23 Entre las pruebas imagenoldgicas, la resonancia
magnética es la técnica de eleccibn por ser la mas sensible, pero con
frecuencia, la nmas utilizada es la tomografia axial computada (TAC) (2) y el
analisis del Iquido cefalorraquideo (LCR), éstos dependen de la fase evolutiva
del parasito.24.28.33

Las técnicas inmunodiagndsticas para la deteccibn de anticuerpos no son
concluyentes para el diagnéstico de la NCC, pero d constituyen importantes
herramientas y en la mayoria de los casos se correlacionan muy bien con los
hallazgos tomograficos.8 Ellas utilizan, en general, mezclas de antigenos con

gran complejidad y con variadas propiedades inmunolégicas, "por eso,
frecuentemente se generan resultados falsos positivos y falsos negativos." El
ensayo inmunoenzimatico (ELISA), ampliamente utilizado para el diagnéstico de
varias enfermedades parasitarias, es un método simple, econémico, reproducible,
que permite evaluar numerosas muestras a la vez y utilizar fracciones totales o
muy purificadas de antigenos.214.17.19

La eficacia del ELISA en el diagndstico de la NCC, al igual que otros métodos
inmunoldégicos, depende de varios factores: del antigeno utilizado, del
procedimiento empleado y del curso de la enfermedad.=2-20

El complejo mosaico antigénico del cisticerco, ha estimulado a muchos
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investigadores a realizar estudios dirigidos a encontrar antigenos mas sensibles y
especificos para el diagnostico.226 [a T. crassiceps representa un modelo
murino de cisticercosis semejante a la humana, que tiene la ventaja de
obtenerse con bastante facilidad por su multiplicacibn rapida en la cavidad
peritoneal de ratones.2Q Recientes estudios han demostrado que T. solium y T.
crassiceps comparten fracciones antigénicas2-10.30 por lo que se plantea la
posibilidad de sustituir los antigenos de T. solium, obtenidos de cerdos
naturalmente infectados, por los de T. crassiceps, que son obtenidos en
condiciones controladas en el laboratorio.

Una de las grandes dificultades en el diagndstico inmunolégico en las
infecciones parasitarias en general es la compleja naturaleza de sus antigenos,
por eso en este trabajo procedimos a estudiar varias preparaciones antigénicas
del C. cellulosae y de la T. crassiceps y para evaluar su sensibilidad y
especificidad en el inmunodiagndéstico de la NCC humana en suero y en liquido

cefalorraquideo por medio del ELISA.

Material y Métodos
Pacientes
Pacientes con diagnéstico confirmado de neurocisticercosis y controles que
acuden a la consulta del Hospital Universitario de la Universidad de Los Andes
(H.U.L.A.) a los que se tomé muestra de lIquido cefalorraquideo (LCR) y suero
con fines diagndsticos.

Se obtuvo un total de sesenta y ocho (68) muestras de LCR mediante puncion
lumbar y cuarenta (40) sueros por puncidn venosa periférica, a pacientes casos
y controles del Servicio de Neurologia del Hospital Universitario.

Se elaboré un formato para la recoleccibn de datos donde se incluyeron datos
de identificacidbn del paciente, procedencia, diagnéstico clinico, diagndéstico

tomografico, tipo de muestra y resultados obtenidos del ELISA.

Criterios de inclusion

Se incluyeron los pacientes con diagndstico confirmado de neurocisticercosis
que tuvieran: clinica compatible con NCC, estudio de neuroimagen (TAC)
sugestiva de la enfermedad y anticuerpos.22

Pacientes con manifestaciones neurolégicas sin hallazgos tomograficos
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sugestivos de NCC, en quienes se realiza una puncién lumbar con fines

diagndsticos para cualquier otro tipo de patologia neurolégica.

Criterios de exclusion

Pacientes con NCC en fase inactiva: presencia de granulomas calcificados
ubicados a nivel del parénquima cerebral, o sea, aquellos pacientes portadores
de quistes que fueron destruidos por las defensas propias del huésped.

Pacientes con NCC en los que se contraindica la realizacion de una puncidn

lumbar.

Antigenos utilizados

Antigenos de C. cellulosae: se obtuvieron por diseccion de los quistes de
musculo esquelético de cerdos naturalmente infectados. Después de disecados
fueron lavados 5 veces (5x) con buffer fosfato salino 0,15M pH 7.2 (PBS) y
luego se procedié a obtener tres fracciones antigénicas: extracto total, fluido
vesicular y membrana externa de C. cellulosae.

Extracto total de C. cellulosae (ETCC): los cisticercos completos fueron
congelados a -70°C por 12 horas, liofilizados, triturados y deslipilizados con
etanol absoluto y éter etilico a -70°C por 3 veces a intervalos de 3 horas. Luego
fueron solubilizados en PBS y fraccionados por ultrasonido (sonicados) tres
veces durante un minuto cada vez a 40 hertz, con intervalos de un minuto entre
cada sonicada, luego se centrifugaron a 5.000 G por 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante fue alicuotado y almacenado a -20°C.

Fluido vesicular de C. cellulosae (FVCC): El liquido interior de las vesiculas
se obtuvo con auxilio de jeringa a temperatura ambiente. El proceso de
deslipidizacion fue el mismo utilizado para la obtencién del ETCC. El sedimento
fue colocado en un volumen de PBS igual al volumen inicial del liquido, luego se
centrifugd a 5.000 G y el sobrenadante denominado FVCC fue alicuotado y
almacenado a -20°C.

Membrana externa de C. cellulosae (MECC): las membranas se obtuvieron
de cisticercos con el auxilio de bisturi, pinza y microscopio estereoscoépico. El
material fue lavado en PBS pH 7.2 y fraccionado por ultrasonido tres veces,
durante un minuto cada vez a 40 hertz, con intervalos de un minuto entre cada

sonicada, luego se centrifugaron a 5.000 G por 20 minutos a 4°C. El
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sobrenadante fue alicuotado y almacenado a -20°C.

Antigenos de T. crassiceps: estos antigenos fueron producidos a partir de
metacéstodes obtenidos del peritoneo de ratones hembra Balb/c de 4-6
semanas de edad, infectados experimentalmente por \a intraperitoneal y los
parasitos cosechados entre los 60-90 das postinfeccion, segun el nétodo de
Larralde y col (1989), I0 obteniéndose tres fracciones antigénicas: extracto
total, fluido vesicular y membrana externa de T. crassiceps.

Extracto total de T. crassiceps (ETTC): los metacéstodes integros fueron
lavados 5x con PBS, resuspendidos en 5 volimenes de un buffer de sacarosa,
hepes, PMSF a pH 7.2 (sacarosa 0,25 M, Hepes - NaOH 0.05, EDTA 2,0 mm y
Fenil- metil-sulfonil-fluoride 5mM a una concentracion final de 5 mM). La
suspension de los quistes fue sonicada 3 veces, un minuto cada vez a 40 hertz,
con intervalos de un minuto entre cada sonicada, luego se centrifugaron a 5.000
G por 30 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido fue deslipidizado igual que las
otras fracciones. El antigeno asi preparado (ETCC) fue alicuotado y almacenado
a -20°C.

Fluido vesicular de T. crassiceps (FVTC): los parasitos recolectados se
lavaron con PBS pH 7.2 por 3 veces centrifugados a 500 G por 3 min. El
sedimento celular se sometidé al proceso de ruptura por congelamiento y
descongelamiento en nitrégeno y luego se resuspendié en buffer de lisis TRIS
HCI pH 7.5 conteniendo inhibidores de proteasas (PMSF y TLCK) 5 mM en frio, se
mezcld suavemente y luego se centrifugd a 25.000 G por 60 min. a 4°C. El
sobrenadante resultante corresponde al antigeno FVTC, el cual fue alicuotado y
almacenado a -20°C.

Membrana externa de T. crassiceps (METC): las membranas de los
metacéstodes fueron retiradas con bisturi y pinza con auxilio de lupa
estereoscopica. El material fue lavado en PBS pH 7.2 y fraccionado por
ultrasonido por tres veces, luego centrifugado a 5.000 G por 20 minutos a 4°C.

Este antigeno (METC) fue alicuotado y almacenado.

Ensayo inmunoenzimatico ELISA para deteccion de 1gG en suero y LCR:
Las placas de microtitulacibn fueron sensibilizadas con los diferentes
antigenos (1g por orificio), incubadas por 18 horas a 4°C, bloqueadas por 1 hora

con una solucién de PBS conteniendo Tween 20 al 0,05% (PBST) y caseina 2%
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(PBST-C), y lavadas 5x con PBST, a cada orificio se agregé 1 OOjal de suero
(dilucibn 1:256) o LCR (dilucibn 1:4) y se incubd por 1 hora a 37°C, siguiéndose
con nuevos lavados 5x con PBST. Se agreg6 el conjugado anti IgG en diluciones
1:1000, y se incubd por 1 hora. Se realizaron 5x lavados con PBST, se adicion6
el sustrato OPD (buffer citrato fosfato 0,14M pH 5, nas 0,012% de HO, y
0,02% de ortofenilendiamino) y se incubd por 30 minutos al abrigo de la luz,

luego, se interrumpié la reaccidon con 30 nl de acido sulfurico 4N.

Lectura de las reacciones

La intensidad de color fue registrada como densidad 6ptica (DO) en lector
automatizado ELISA (Organon Teknica) a 492 nm. Para interpretacion de los
resultados se tomaron en cuenta los controles positivos y negativos usados en
cada placa. Una muestra se considerd positiva cuando presenté 2 desviaciones

estandar adicionadas a la media de los controles negativos.

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos se evaluaron por medio de métodos estadisticos: analisis
de correspondencia maltiple (el paquete estadistico STATITCF), estudio de
sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y negativos del nétodo

en tablas 2x2 y la prueba c2.12

RESULTADOS

Andlisis de correspondencia de las diferentes fracciones antigénicas
para sueros.

En el grafico 1, se aprecia la correlacibn entre casos y controles de la
enfermedad frente a las diferentes fracciones antigénicas positivas y negativas
de T. solium y T. crassiceps. Se observa que las fracciones de T. crassiceps:
FVTC, METC y ETTC fueron las que mejor se correlacionaron con los casos y los

controles, entre ellas FVTC.
[x]

Analisis de correspondencia de las diferentes fracciones antigénicas

para liquidos cefalorraquideos.
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En el caso de los liquidos cefalorraquideos (LCR) se observa un
comportamiento similar al de los sueros, observandose mayor correlacion entre
las fracciones antigénicas de la T. crassiceps (FVTC y ETTC) tanto para casos

como para controles de la enfermedad (Gréfico 2).
]

Sensibilidad y especificidad de los sueros.

Los resultados obtenidos de sensibilidad y especificidad expresados en
porcentajes para los sueros se observan en la tabla 1. Aqui se demuestra que
las fracciones de la T. crassiceps tienen mayor sensibilidad y especificidad que
las de C. cellulosae en la deteccién de anticuerpos en suero de pacientes con
NCC. La fraccibn FVTC presenta la mayor sensibilidad (92,9%) y especificidad
(87,5%), con altos niveles de VPP y VPN (86,6% y 93,3%, respectivamente).

Sensibilidad y especificidad de los liquidos cefalorraquideos.
En la tabla 2 se observan las sensibilidades y especificidades de las fracciones
frente a los LCR. En este caso se nota también que el FVTC de T. crassiceps

conjuga la mas alta sensibilidad y especificidad en el diagndstico de la NCC.
]

Pruebas de independencia: Chi - cuadrado

La tabla 3 contiene valores del estadistico Chi - cuadrado y su respectivo
valor de significancia (p), para cada una de las fracciones antigénicas,
observandose que este valor es menor que 0,01 para las fracciones de T.
crassiceps y menor que 0,03 para las otras fracciones excepto para la fraccion
MECC, es decir, que existe correlacion estadistica significativa entre los
pacientes y las fracciones: FVTC, METC, ETTC, FVCC y ETCC.
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Prueba de Chi - cuadrado para liquidos cefalorraquideos.

Se observa que los valores de significancia (p) determinados por el Chi-
cuadrado para cada una de las fracciones, excepto la MECC, son menores a
0,02, por lo que se concluye que existe correlacion estadistica significativa

entre los LCR y las fracciones (Tabla 4).
]

DISCUSION

La alta sensibilidad y especificidad del ELISA en el diagnéstico de la
cisticercosis humana lo convierten en un ensayo Util para el diagndstico o para
la confirmacién diagndstica de la NCC en el humano, especificamente a nivel del
LCR. Esta técnica presenta problemas de reproducibilidad, reacciones cruzadas y
falsos negativos cuando se usan preparaciones antigénicas no purificadas o
cuando la fuente de obtencién de estos antigenos no es la adecuada.2 £ 18

La T. crassiceps como fuente antigénica, constituye una alternativa para el
inmunodiagndstico de la neurocisticercosis en el humano ya que presenta
similitud estructural y antigénica con el C. cellulosae,19- 29. 32 presentando la
ventaja de que se obtiene en animales y en condiciones controladas de
laboratorio. No existen estudios definitivos que establezcan las variaciones que
puedan existir cuando se emplean una u otra fuente antigénica.

En este trabajo se plantea la obtencibn de antigenos para mejorar el
diagndstico inmunolégico de la NCC. Y para ello, obtuvimos tres fracciones
antigénicas de la C. cellulosae (larva de la T. solium) y tres fracciones de T.
crassiceps Yy comparamos sus sensibilidades y especificidades en el
inmunodiagndstico. Cada una de estas fracciones se enfrentd tanto a sueros
como a LCR obtenidos de pacientes del Servicio de Neurologia del HULA. Aunque
el suero no constituye, en el momento actual, un elemento diagndstico seguro
para la NCC,A2 notamos que se usa frecuentemente en los laboratorios de
inmunodiagndstico, por eso quisimos comparar su comportamiento con el LCR
frente a las diversas preparaciones antigénicas que evaluamos.

El analisis de los resultados por medio de tres tipos de evaluaciones

estadisticas nos orienté acerca del comportamiento de cada una de las
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fracciones frente a los casos y los controles. Al establecer las correlaciones
entre las fracciones se obtuvo una representacidn grafica (graficos 1 y 2) donde
se observa que las fracciones obtenidas de la T. crassiceps resultan ser las mas
adecuadas para el diagnostico de la NCC tanto en suero como en LCR. De estas
fracciones el FVTC, en cualquiera de los casos, es la que mas se aproximo a la
fraccion ideal ya que estuvo siempre mejor correlacionada tanto con los casos
como con los controles.

El estudio de la sensibilidad y especificidad de cada una de las fracciones
antigénicas nos permitié concluir que la mayor sensibilidad y especificidad tanto
frente al suero como frente al LCR fue observada con FVTC (Tablas 2 y 3). La
mayor sensibilidad expresada por el FVTC en el LCR es relevante debido a la
produccion local de anticuerpos contra el cisticerco a nivel del sistema nervioso
central, es baja en la mayoria de los pacientes que desarrollan NCC activa. En
general, la sensibilidad y especificidad obtenidas de las fracciones de T.
crassiceps fueron mayores a los de C. cellulosae (Tablas 2 y 3).

El analisis del Chi-cuadrado para cada una de las fracciones frente a sueros y
LCR, nos permiti6 detectar asociacion estadisticamente significativa (p<0,05)
para casi todas las fracciones de T. crassiceps y de C. cellulosae con respecto
a los pacientes (Tablas 4 y 5). Estos resultados se corresponden con los
obtenidos tanto en la correspondencia miltiple como en la determinacion de la
sensibilidad y la especificidad.

Las fracciones obtenidas de la T. crassiceps, y en particular el FVTC,
resultaron ser Utiles para el diagnéstico inmunoldgico de la NCC, lo que confirma
que las larvas de T. solium y los antigenos de T. crassiceps comparten
importantes epitopes.” Lo que nos permite concluir que a partir de fracciones de
esta dUltima, se pueden obtener antigenos especificos relevantes para el
diagndstico de la NCC.

Al contar con la capacidad de producir antigenos altamente sensibles y
especificos y en condiciones controladas de laboratorio, garantizamos mejores
procedimientos diagndsticos y avanzamos cada vez mas en la comprension de la

respuesta inmunoldgica contra el cisticerco y sus mecanismos desencadenantes.
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