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Abstract

An immunodot test was implemented to detect pigs with antibodies against Cysticercus cellulosae. The
antigen was prepared with Gysticercus cellulosae and diluted in tris buffer saline (TBS). Then it was spotted in
volumes of 10 pl onto the nitrocellulose paper which then was blocked, fixed and incubated at room
temperature. Pig’s serum was diluted in TBS 7.5 pH containing gelatin and tween 20; then it was added
followed by biotin-avidin peroxidase labeled antibody directed toward the pig’s IgG. The addition of a
substrate resulted in the formation of a purple color when the test was positive. The immunodot test showed
a concordance of 95.4%, a sensitivity of 91.1% and a specificity of 96.9% when the results where compared
with the results of the postmortem sanitary inspection. The immunodot test described in this report is simple,
cheap and provides objetive results for the serodiagnosis of porcine cysticercosis.
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Resumen

Se instrument6 una prueba de inmunodot para detectar cerdos con anticuerpos contra  Cysticercus cellulosae.
El antigeno se prepar6 a partir de Cysticercus cellulosae diluido en una solucién salina de tris (TBS). Se
depositaron 10 pl del antigeno sobre papel de nitrocelulosa, el cual fue bloqueado e incubado a temperatura
ambiente. El suero fue diluido en una solucién de TBS con 7.5 pH, que contenia gelatina y tween 20 y se
incubd, posteriormente se anadi6 un anticuerpo unido a avidina-biotina peroxidasa contra la IgG del cerdo.
Al anadir el sustrato, la reaccién positiva se manifesté de un color morado oscuro. Al comparar resultados
con los obtenidos de la inspeccién sanitaria post mortem, 1a prueba de inmunodot obtuvo una concordancia de
95.4%, sensibilidad de 91.1% y especificidad de 96.9%. La prueba descrita es simple, barata y da resultados
objetivos en el serodiagnéstico de la cisticercosis porcina.

Palabras clave: CYSTICERCUS CELLULOSAE, INMUNODOT, AVIDINA-BIOTINA PEROXIDASA.

Introduccion

Recibido el 20 de agosto de 1996 y aceptado el 4 de febrero 1997. . Pa c1st1cerc?51s porcina es u.na limitante e.n la produc-
*  CENID Microbiologfa-CEPAL, Facultad de Agronomiay Cien- ~ €i0n de proteina de esta especie, ya que ocasiona grandes
cias, Universidad Auténoma de Tamaulipas-13, San Luis Potosi pérdidas econémicas que no se han calculado en forma

426 Oriente, 87020, Cd. Victoria, Tamaulipas, México. adecuada, ademads de que el cerdo juegaun papel impor-
** Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Au- tante en el ciclo de vida de este par;isito.“

té de Tamaulipas, Km. 5 carretera Ciudad Victoria-Mante, . . . . ‘.
ppomade Tamai Ipas, La cisticercosis porcina también representa un grave pro-
Tamaulipas, México

*+* Hospital General, Boulevard Fidel Veldzquez 1845, Cd. Victo- blem? de salud priblica en México, ya que es en los paises
ria, Tamaulipas, México. en vias de desarrollo donde esta enfermedad adquiere
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mayor dimensién debido a que dicha zoonosis, producida
por el Gysticercus cellulosae, puede incidir en la productivi-
dad y en la salud de personas econémicamente activas
cuando llega a afectar el sistema nervioso central 3456

Varias son las pruebas serolégicas que han sido utiliza-
das para la deteccién de anticuerpos de origen humano
contra el Cysticercus cellulosae, entre ellas: inmunoelectro-
foresis, fijacién del complemento, prueba de aglutinacién
y la prueba de inmunoanilisis ELISA.>78°

Hasta el momento, la prueba de inmunoandlisis ELISA
es la que ha demostrado mejores resultados y ha sido
utilizada y comparada en varios estudios en diferentes pai-
ses.”®!%! Sin embargo, se debe realizar un esfuerzo similar
para detectar a cerdos con cisticercosis, que juegan un
papel epidemiolégico importante en esta enfermedad.

Por ello, el propésito de este estudio fue el de estable-
cery evaluar una prueba, usando el sistema avidina-biotina
sobre papel de nitrocelulosa (inmunodot), para el
serodiagnéstico de la cisticercosis porcina.

Material y métodos

Se obtuvieron 131 sueros de cerdos sacrificados en los
rastros municipal y en el de la Facultad de Medicina Veterina-
riay Zootecnia de la Universidad Auténoma de Tamaulipas,
en Ciudad Victoria, Tamaulipas, México. Los cerdos fueron
inspeccionados inmediatamente después del sacrificio, para
detectar la presencia o ausencia de Cysticercus cellulosae

Los sueros fueron obtenidos de la sangre de los cerdos
sacrificados, centrifugada a 3333 x durante 10 minutos y
posteriormente fueron almacenados a ~20°C hasta su utili-
zacion.

Los sueros testigo positivos utilizados no fueron inclui-
dos en el total de sueros utilizados en este estudio.

Para instrumentar la prueba de ligadura inmunoenzi-
matica se adapt6 la técnica descrita previamente'*siguien-
do el procedimiento que a continuacién se sefiala:

El antigeno utilizado fue de cisticerco completo, el cual
se diluyé en una solucién salina de tris (TBS) con pH de 7.5
y “sonicado” por 20 minutos, posteriormente fue dializado
por 12 horas en TBS; después se realizaron diferentes
diluciones para encontrar la sensibilidad inmunoldgica y la
mejor dilucién, la cual se utilizaria durante la prueba de
inmunodot; también se midié la concentracién de protei-
na por mlsiguiendo el método de Bradford.'®

Con el fin de obtener la especificidad inmunolégica, se
prepararon de manera andloga los siguientes anti-
genos: Taenia solium,cisticerco de Echinococcus granulosusy
Toxoplasma gondii.

Se tomaron 10 ml de la dilucién obtenida del antigeno
en el paso 1, los cuales fueron concentrados en papel
nitrocelulosa (PNC)* cortado en tiras de 1 X 2 cm, estas

*  Applied Scientific Co., San Francisco, CA. USA.
**  Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. USA.
*adok Zymed Chemical Co., St. Louis, MO. USA.
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tiras fueron tratadas con una solucién bloqueadora, cuyo
objetivo era mantener al antigeno viable a la temperatura
ambiente por largos periodos; por lo que se prepararon
tiras y se almacenaron por mis de un afo, para ser
utilizadas después. Otras tiras se prepararon de la misma
forma y fueron usadas inmediatamente.

Las tiras de PNC que se usaron inmediatamente fueron
bloqueadas una segunda vez por 5 minutos con la solucién
bloqueadora que contenia: TBS, con pH 7.5, 0.05% de tween
20**y 1% de gelatina. La solucién bloqueadora también se
utiliz6 para prevenir reacciones inespecificas y como
diluyente de los suerosy conjugados usados en este estudio.

Se preparé una solucién con TBS y 0.05% tween 20,
para lavar los anticuerpos y conjugados que no se unieron
durante los pasos previos, y se usé después de cada perio-
do de incubacién de los,sueros y conjugados.

Los sueros y conjugados se incubaron a temperatura
ambiente bajo el siguiente orden:

a) Los sueros problema se diluyeron 1:1000 y se incuba-
ron por 1 hora.

b) Después de enjuagar con la solucién lavadora se
afiadié un conjugado biotinilado hecho-en cabra contra
la IgG de cerdo,*** a una dilucién de 1:1000, y se incubé
por 30 minutos.

¢) Posteriormente se afiadi6 estreptoavidin-peroxidasa***
a una dilucién de 1:500, la cual fue incubada por 30
minutos.

El sustrato usado fue de 4-cloro-naftol** mas metanol y
peréxido de hidrégeno al 30% en TBS.

El sustrato se dej6 incubar 3 minutos y &l resultado fue
considerado positivo cuando aparecié una coloracién azul
oscuro, y negativo cuando el PNC permanecié blanco.

La prueba se realizé 3 veces en cada uno de los sueros
para observar su reproducibilidad.

Los resultados de la inspeccién sanitaria post mortem se
utilizaron para constatar los obtenidos por la prueba de
inmunodot; ambos fueron comparados estadisticamente
con la prueba de Ji-cuadrada'* al 0.05 nivel de significancia,
para probar la hipétesis de no diferencia entre los méto-
dos de diagnéstico de cerdos con presencia o ausencia de
cisticercosis.

Resultados

Para determinar la sensibilidad inmunolégica y la con-
centracién adecuada de antigeno que se usé en este
estudio, primero se especific6, mediante el método de
Bradford, la concentracién total de proteina del antigeno
que fue de 8 mg/ml. De este antigeno en TBS se realiza-
ron las siguientes diluciones: antigeno sin diluir, 1:5,
1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000.

La reaccién fue positiva en todas, excepto en la dilu-
ciéon 1:10000; la reaccién en las diluciones 1:1000 y en
1:100 fue débil, pero la dilucién 1:10 fue la que ofrecié
mejores resultados, de tal manera que se escogi6é para
este estudio, ya que la dilucién 1:5 y la del antigeno sin
diluir dieron muchas reacciones falsas positivas. La sensi-



bilidad inmunolégica fue excelente, ya que el antigeno se
detect a nivel de microgramos al observarse reaccién
positiva a la dilucién 1:1000 (Cuadro 1).

- =
Cuadro 1
DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD INMUNOLOGICA
EN UNA TIRA DE PAPEL DE NITROCELULOSA

Dilucion del antigeno Reaccion
Sin diluir 8 mg/ml Positiva

1:5 Positiva

1:10* Positiva

1:100 Débil positiva
1:1000 Débil positiva
1:10000 Negativa

*Esta fue la dilucion que se usé durante la prueba de avidina-
biotina.

La especificidad inmunolégica se determiné observan-
do la reaccién de los 131 sueros usados en este estudio
con cada uno de los siguientes antigenos: C. cellulosae, T.
solium, C.E. granulosus, Toxoplasma gondii y E. histolitica.
Los resultados fueron: C. cellulosae, 94 negativos, 31 positi-
vos (3 falsos negativos y 3 falsos positivos); T. solium, 131
negativos y 0 positivos; C. E. granulosus, 20 positivos y 111
negativos; T. gondit, 0 positivos y 131 negativos; E. histolytica,
0 positivos y 131 negativos (Cuadro 2).
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Cuadro 2
DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD INMUNOLOGICA
DE LA PRUEBA DE INMUNODOT,USANDO TIRAS DE PAPEL
DE NITROCELULOSA PREPARADAS CON DIFERENTES

ANTIGENOS
Reaccion
Antigeno Positiva Neguativa Total
C. cellulosae 34* 97* 131
T. solium 0 131 131
Toxoplasma gondii 0 131 131
E. histolytica 0 131 131
E. granulosus 20 111 131

* Tres muestras fueron falsos negativos y tres falsos positivos.

Los resultados de la inspeccién sanitaria post mortem en
131 cerdos sacrificados fueron: 34 cerdos positivos a
cisticercosis y 97 negativos.

Los sueros de estos cerdos sacrificados fueron utiliza-
dos en la prueba de inmunodot, y los resultados fueron
clasificados como sigue: 31 fueron positivos y 94 negati-
vos, se encontraron 3 sueros falsos negativos y 3 falsos
positivos (Cuadro 3).

La sensibilidad y la especificidad epidemioldgica deter-
minados fueron: 91.17 % y 96.9 %, respectivamente. La
concordancia entre la inspeccién sanitaria post mortemy la
prueba de inmunodot fue de 95.4 %. La reproducibilidad
de la prueba se obtuvo realizindola 3 veces en los 131
sueros; es decir, se efectuaron 393 pruebas, con los mis-
mos resultados.

Las tiras de PNC preparadas 12 meses antes dieron
reacciones similares a las preparadas el mismo dia, usan-
do los mismos sueros.

Discusion

La sensibilidad inmunolégica obtenida aqui fue similar
a la descrita por otros autores en pruebas de ligadura
inmunoenzimitica,®'*'* 1a especificidad inmunolégica fue
un poco diferente a la descrita por Lozoya, quien obtuvo
reacciones cruzadas con el antigeno de 7. solium usando
sueros de origen humano; sin embargo, en este estudio
no hubo reacciones cruzadas de los sueros porcinos con
el antigeno de Taenia solium, pero 20 sueros porcinos que
reaccionaron en forma positiva al antigeno de C. cellulosae,
reaccionaron con el antigeno de C. E. granulosus, lo que
indica que los antigenos tienen epitopos similares, o sim-
plemente son reacciones falsas positivas; sin embargo, en
el estudio realizado por Lozoya'® sélo dos sueros reaccio-
naron en forma positiva a C. E. granulosus, usando sueros
provenientes de pacientes humanos.

Es indudable que la inspeccién sanitaria post mortem es
la mejor forma de diagnosticar cerdos cisticercosos; sin
embargo, esta parasitosis s6lo puede ser detectada al
momento del sacrificio (demasiado tarde para establecer
medidas preventivas o tratamiento).

En contraste, la prueba de inmunodot utilizada en este
estudio demostré poseer buenas caracteristicas inmuno-
légicas y epidemiolégicas, y su concordancia con la ins-
peccién sanitaria post mortem en la deteccién de cerdos
con cisticercosis fue de 95.4 %; ademds puede ser prepa-
rada en laboratorios del pais con poca infraestructura,
como los que hay en la provincia, y utilizada en animales
vivos para detecci6n y control oportuno.

Cuadro 3
COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE LA INSPECCION
SANITARIA (IS) YLA PRUEBA DE INMUNODOT (IMD) EN 131
SUEROS DE CERDOS SACRIFICADOS, UTILIZANDO COMO
ANTIGENO C. cellulosae SOBRE TIRAS DE PAPEL
DE NITROCELULOSA, EN LA DETECCION DE CERDOS
CON PRESENCIA O AUSENCIA DE CISTICERCOSIS

Prueba Falso Falso

Meétodo  Positivo  positivo Negativo  negativo Total
IS 34 0 97 0 131
IMD 31 3 94 3 131
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