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USO DEL ELISA DE CAPTURA DE ANTIGENO EN EL MONITOREO
DE PORCINOS INFECTADOSNATURALMENTE CON Cysticercus
cellulosae Y TRATADOSCON OXFENDAZOL

Yeny Tinoco F.%, Armando Gonzdlez Z.?, Teresa L 6pez U.2 y Maria Silva | .2

ABSTRACT

Taenia soliumcysticercosisisaserious public heal th problem in devel oping countries
around theworld. At the present time, treatment with anthelmintic drugsis possible, but
once applied the treatment the monitoring of the animal islimited by the high cost of the
radiol ogical techniques. Moreover, the availableimmunodiagnostic assays are not useful
for monitoring because they detect the presence of antibodies against C. cellulosae,
which remain in circulation after cysts are dead. The objective of the present study was
to demonstrate the usefulness of a monoclonal antibody-based capture ELISA (Ag-
ELISA) in the monitoring of the persistence of circulating parasite antigens in animals
treated against cysticercosis. For this purpose, serum samples corresponding to the
monitoring of pre and post treatment of 6 pigs, naturally infected with cysticercosis and
treated with oxfendazol, were evaluated. Necropsy data and evagination records were
also used. It was found that the time in which the antigen titleswere lower to the cut off
OD values occurred on day 59 post treatment and that the mean survival time was 71.5
(59.3-83.8) days. These results seem to demonstrate that the Ag-EL I SA would alow the
quantitative monitoring of thebehavior and persistence of circulating antigensin naturally
infected animals that are treated with an antiparasitic drug. However, the monitoring of
additional treated pigs are required to obtain conclusive results.

Key words: antigencaptureELISA, Ag-ELISA, cysticercosis, post treatment monitoring,
parasite antigens

REsUMEN

Lacisticercosis por Taenia soliumes unaenfermedad zoonéticacomun en paisesen
desarrollo y un grave problema de salud publica a nivel mundial. En la actualidad es
posible tratarla mediante el uso de cisticidas, pero una vez aplicado el tratamiento, €l
monitoreo de la evolucion del animal es limitado por el ato costo de las técnicas de
radioimagen. Ademas, |as pruebas inmunodiagnosticas disponibles no son Utiles en el
monitoreo pues detectan |a presenciade anticuerpos contralosC. cellulosae, loscuales
semantienen en circul acion, ain después delamuerte delos quistes. Por ello, el objetivo
del presente estudiofuedemostrar lautilidad del ELISA capturade antigeno enel monitoreo
delapersistenciade antigeno parasitario circul ante en animal es tratados contra cisticer-
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cosis. Paraeste fin, se tomé un grupo de sueros que corresponden al seguimiento prey
post tratamiento de 6 cerdos naturalmente infectados con cisticercosis y tratados con
oxfendazol. Se utilizé también el archivo de necropsiasy las fichas de evaginacién. Se
encontré que el tiempo en el que los titulos de antigeno fueron inferiores a punto de
corteocurrio en el dia59 post tratamiento y quelamediade supervivenciafuede 71.5 dias
(59.3-83.8). Los resultados parecen evidenciar que el ELISA-Ag permitiria el monitoreo
cuantitativo del comportamientoy persistenciadelos antigenos circulantes en animales
naturalmente infectados y tratados con una droga cisticida. Sin embargo, se requiere
monitorear mayor cantidad de cerdos para obtener resultados concluyentes.

Palabrasclave: ELISA captura de antigeno, cisticercosis, monitoreo post tratamiento,
antigenos parasitarios circulantes

La cisticercosis es una enfermedad
zoon6tica causada por € establecimiento de
las formas larvarias de Taenia soliumen el
tgido delos hospederosintermediarios; prin-
cipamente el cerdo y accidentalmente el
hombre. La cisticercosis esté considerada a
nivel mundial como un grave problema de
salud publica, y los paises en desarrollo como
el Perl son comiUnmente zonas endémicas
de esta enfermedad (Reyes, 1991; Carpio,
2002).

El tratamiento de esta zoonosis es posi-
ble mediante & empleo dediferentescidticidas
como € oxfendazol que hademostrado tener
buenos resultados en € tratamiento delacis-
ticercosis muscular porcina(Gonzaez et al.,
1997, 1998). Sin embargo, es dificil el
monitoreo y laevauacion del animal que et
siendo tratado.

A lafecha, no existe un medio adecua
do para  monitoreo de los individuos que
han sido tratados contracisticercos's, yasean
éstos humanos o cerdos (Garciaet al., 1997).
L as técnicas que han venido siendo emplea
das parata propdsito son las de radioimagen
(TomografiaAxia Computarizaday Resonan-
cia Magnética), mientras que las pruebas
diagnésticasde EITB y ELISA indirecto pre-
sentan limitaciones.
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Las pruebas inmunodiagndsticas tales
como el EITBy e ELISA indirecto detectan
la presencia de anticuerpos contra
Cysticercus cellulosae, pero estos anticuer-
pos contintian circulando en & suero luego
de éliminado € quiste. En @ caso de huma-
nos se ha observado que | os anticuerpos per-
sisten hasta un afo después de la curacion
de la enfermedad; situacién que no permite
utilizar estas pruebas en el monitoreo
postratamiento de los individuos que han re-
cibido tergpia antiparasitica con un cisticida
(Dorny et al., 2000; Garcia et al., 1997).

Las técnicas de radioimagen como la
Tomografia Axial Computarizaday la Reso-
nancia Magnética son |os Unicos medios dis-
ponibles para hacer un seguimiento apacien-
tesluego del tratamiento (Garciaet al., 1997,
Carpio, 2002; Greene et al., 1999), pero es-
tas técnicas son muy costosas, requieren apa-
ratos muy sofisticados y son dificiles de ob-
tener en laslocalidades dondelaT. soliumes
endémica; afiadiéndose a estos inconvenien-
tes & hecho que sus resultados en formain-
dependiente no son concluyentes (Figueroa,
1998).

Con la findidad de poder diagnosticar
la presencia de quistes viables en € organis-
mo, se han venido desarrollando pruebas que
detecten la presencia de antigeno del
cisticerco por medio de anticuerpos
policlonales y monoclonaes en suero o liqui-
do cefaorraguideo de individuos afectados,
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ya sean humanos (Estrada et al., 1989; Co-
rreaet al., 1989; Chen et al., 1991; Cho et
al., 1992; Wang et al., 1992; Wang et al.,
1993; Lin et al., 1999) o cerdos (Harrison et
al., 1989; Brandt et al., 1992; Draglants et
al., 1995; Van Kerekhoven et al., 1998). De
todas dlas, la prueba de ELISA de captura
de antigeno que utiliza anticuerpos
monoclonal es demostré ser la mas adecuada
en la deteccion de los antigenos de secre-
cion-excrecion de Cysticercus cellulosae
(Harrison et al., 1989; Brandt et al., 1992).
Esto daria la oportunidad de un diagnéstico
confiable de laenfermedad, a mismo tiempo
que determinaria la Situacion red ddl indivi-
duoy con €llo su uso en  monitoreo y segui-
miento de animales tratados. Se aflade a es-
tas ventagjas €l hecho de ser una prueba re-
producible y de menor costo que las técnicas
de radioimagen.

El presente trabajo tuvo por objetivo de-
mostrar la utilidad del ELISA captura de
antigeno en & monitoreo de cerdos natural-
mente infectados y tratados con un
antiparasitario (oxfendazol).

M ATERIALES Y M ETODOS

Lugar deestudio

El estudio sellevé acabo en € Labora
torio de Parasitologia de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria de la Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos, Lima.

Material bioldgico

Las muestras de suero pertenecen a
Banco de Suero del Cysticercosis Working
Group of Peru. Lahistoriade los sueros indi-
caque corresponden a seguimiento prey post
tratamiento de seis cerdos, escogidos a azar
y Sin parentesco aguno, de gproximadamente
8 meses de edad y 45 kg de peso vivo. Estos
cerdos fueron naturamente infectados con
huevos de T. solium y adquiridos en
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Huancayo (lugar donde la cisticercosis es
endémicaen lacrianza extensiva de cerdos).
El diagnostico de positividad de los cerdos
previo d tratamiento se realizO mediante la
pruebadelalenguay del EITB. El tratamiento
se hizo con dosificaciones orales con
Oxfendazol, Synanthic®al 2.265% (30 mg/kg
de peso vivo). Dos cerdos fueron tratados
con una sola dosis y cuatro cerdos con dos
dosis con una semana de intervalo.

Se tomaron 24 muestras por animal (5
muestras antes del primer tratamiento, una
muestra e mismo dia del tratamiento y 18
muestras posteriores a primer tratamiento)
con un interval o de 4 dias aproximadamente.
Serediz6 lanecropsia de los cerdos d cabo
de 12 semanas del tratamiento y se tomaron
muestras delos cisticercos pararedizar prue-
bas de viabilidad (evaginacion de los
cisticercos en hilis bovina a 37 °C durante
dos horas).

Seutilizo d ELISA-Ag descrito por Van
Kerekhoven et al. (1998). Los anticuerpos
monoclonales utilizados en la prueba
(BLS8C A, y B60H A, Bictinilado) fueron

proporcionados por € Dr. Jeff Brandt (Prince
Leopold Ingtitute of Tropica Medicine, Bdl-

gica).
Andlisis de datos

El punto de corte estuvo representado
por € limite inferior del intervalo de confian-
za de la media de los titulos de antigenos de
los animales infectados previo a tratamiento
(Danid, 1995). La media fue de 1.866, la
desviacion estdndar de 0.76117 y € punto de
corte fue de 0.3436. Los datos fueron andli-
zados mediante @ andisis de supervivencia
de Kaplan Meier.

REsuLTADOS

La prueba diagnostica de ELISA de
captura de antigeno permitié monitorear la
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Figura 1. Monitoreo de antigeno parasitario en suero de cerdos con cisticercosis, naturalmente

infectados y tratados con oxfendazol

persistencia de antigeno parasitario circulan-
te de Cysticercus cellulosae en cerdos na-
turalmente infectados y tratados con
oxfendazol (Fig. 1). Los titulos de los
antigenos circul antes en suero comenzaron a
ser menores a punto de corte € dia 59 pos-
terior a primer tratamiento. Losanimalescon
3 tratamientos (n = 4) tuvieron unamediade
supervivencia de 71.5 dias (IC: 59.3 - 83.8),
tiempo medio en el que la cantidad de
antigenos parasitarios en suero, expresados
en densidades Opticas, descendieron por de-
bajo del punto de corte. Losdosanimalescon
un solo tratamiento no pudieron ser evaua
dos, pues en ninguno de elos se produjo €
evento (hastad find del experimento lasden-
sidades Opticas fueron mayores a punto de
corte).

Los resultados hallados en lasfichas de
necropsiamuestran quelosanimales que pre-
sentan escasa carga parasitaria (nUmero de
quistes por gramo de tejido) tienen a su vez
pequerias cantidades de antigeno parasitario
circulante a fina del monitoreo; adiferencia
de los animales que presentan alta carga pa-
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resitariay tienen alavez, atas cantidades de
antigeno circulante d fina del estudio (Cua
dro 1).

Los resultados de la prueba de
evaginacion muestran que los Unicos
cisticercos que evaginaron fueron aguellos
gue se encontraron en el cerebro de cuatro
cerdos. Los porcentagjes de evaginacion en-
contrados varian entre 31 y 100%. Los de-
ma&s quistes, aunque aparentemente norma:
les, no fueron viables cuando fueron someti-
dos a la prueba de evaginacién (Cuadro 2).

Los resultados del presente estudio de-
mostrarian la utilidad de la prueba ELISA-
Ag en e monitoreo de antigenos circulantes
de secrecion-excrecion de Cysticercus
cellulosae en animales naturalmente infec-
tados en € periodo postratamiento de la en-
fermedad. Esta prueba permitié evaluar €l
comportamiento de los antigenos de secre-
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Cuadro 1. Quigtes' por gramo de muestra de tgido (Q/P?) colectada en la necropsia® de cerdos
infectados naturdmente con Cysticercuscdlulosae y tratados con oxfendazol

Cerebro Lengua Corazdn Musculo

Peso Quides QP Peso Quiges Q/P Peso Quiges QP Pexn Quiges QP
Curados
A 395 0 0 139 0 0 322 0 0 370 1 0.03
B 139 0 0 247 1 004 184 1 005 26.3 3 011
No curados
C 95 20 211 80 12 150 125
D 114 2 018 149 1 007 8.7
E 85 0 0o 12 0 0 145
F 105 3 030 217 13 060 130

024 187 14 075
034 26.7 1 0.04
010 385 11 030

0O 310 8 260

O N W W

! Incluye quistes degenerados y de apariencia normal
? Relacién de quistes por gramo de muestra de tejido (refleja la carga parasitaria del animal)
% Alas 12 semanas del tratamiento con oxfendazol

Cuadro 2. Viabilidad de cisticercos' aparentemente normales, mediante la prueba de
evaginacion, en tejidos de cerdos infectados naturalmente con Cysticercus
cellulosaey tratados con oxfendazol

Cerebro Lengua Corazén MUsculo
Evag? Viab® %* Evag Viab % Evag Viab % Evag Viab %

Curados
A 1 1 100 1 0 0 0 0 - 6 0 0
B 1 0 0 9 0 0 3 0 0 2 0 0
No curados
C 35 11 31 0 0 - 3 0 0 0 0 -
D 3 2 67 18 0 0 18 0 0 5 0 0
E 2 1 50 12 0 0 33 0 0 40 0 0
F 3 0 0 40 0 0 5 0 0 40 0 0

1 A~ . .. .

Cisticercos aparentemente viables encontrados en la evaluacion completa del animal a las 12
, Semanas del tratamiento con oxfendazol

Cisticercos evaluados con la prueba de evaginacion

Cisticercos que evaginaron en la prueba
4 . . i

Porcentaje de viabilidad
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ciodn-excreci én como consecuenciade lades-
truccion del quiste por efecto del tratamiento
antiparagitario aplicado.

El adecuado monitoreo delos antigenos
circulantes hariadel ELISA-Ag unaadecua
da herramienta en & seguimiento de la evo-
lucion delainfeccion en individuos con trata
miento contra cisticercosis por Taenia
solium; mas aun si se compara con la
Tomografia Axial Computarizaday |la Reso-
nanciaM agnética como medios de seguimien-
to y monitoreo de individuos tratados, dado
gue es una técnica econdmica, reproducible
y de f&cil acceso en lugares donde la cisti-
cercosis es endémica (Garcia et al., 2000,
Benitez et al., 20014, b; Brandt et al., 2001).

La media de supervivencia encontra-
da fue de 71.5 dias (IC: 59.3 - 83.8) pos-
tratamiento, evento que esta rel acionado con
lainformacién hallada ala necropsia de cer-
dos tratados con € oxfendazol, donde se ob-
servo la degeneracion de los quistes a partir
de lasemana 8 ddl tratamiento (Gonzalez et
al., 1998). Esto explicaria la reduccion de
antigeno parasitario circulante en € suero de
dos cerdos a partir del dia 59 postratamiento

(Fig. 1).

Los dos cerdos que acanzaron dens-
dades Gpticas por debajo ddl punto de cortea
partir del dia 59 postratamiento podrian
considerse como curados. Los datos de las
necropsias confirman estos resultados, toda
vez que presentaron escasa presencia de
quistes totales (quistes aparentemente nor-
malesy degenerados) por gramo de muestra
en los diferentes érganos evaluadosy ningn
quiste viable con laprueba de evaginacion en
los misculos evaluados (Cuadro 2); sin em-
bargo, se debeindicar que uno de los cerdos
considerado como curado presentd un
cisticerco viable en € cerebro por 1o que la
baja cantidad de antigeno circulante en suero
de este animal puede deberse a la variacion
de la actividad metabdlica del cisticerco o a
las diferencias de permeabilidad de la capsu-
la de tejido conectivo arededor del quiste
(Nguekam et al., 2003).
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Los cuatro animaes que mantuvieron
valores de densidad 6pticamayor a punto de
corte hastad final del monitoreo fueron con-
Sderados como no curados. Los titulos de
antigeno elevados en estos animales pueden
estar relacionados d ato grado de infeccion
0 carga parasitaria (Cuadro 1), ademas del
mayor nimero de quistes aparentemente nor-
males evaluados mediante la prueba de
evaginacion en comparacion con los anima:
les considerados curados (Cuadro 2). Estos
quistes aparentemente normales puestos a
evaginar y que no fueron viables ala prueba
de evaginacion, pueden haber muerto recien-
tementey sus antigenos parasitarios haberse
mantenido en circulacion a momento de la
toma de la Ultima muestra.

La presencia de quistes viables en €
cerebro de tres de los cerdos no curados
(Cuadro 2), concuerdacon losreportesreali-
zados acercaddl tratamiento con oxfendazol
gue es efectivo contra la cisticercosis mus-
cular porcina, pero es deficiente en la
neurocisticercosis (Gonzdlez et al., 1997,
Falcon, 1995).

La prueba de ELISA-Ag ha sido utili-
zada anteriormente en e monitoreo de ani-
males infectados en forma experimental
(Brandt et al., 1992). Alli se evdud & com-
portamiento de los antigenos parasitarios en
suero de bovinos infectados con diferentes
dosis de huevos de Taenia saginata encon-
trando que | os antigenos se encontraban pre-
sentes en forma ascendente en aguellos ani-
males quelograron infectarse. Posteriormen-
te, Nguekam et al. (2003) redlizaron un tra-
bajo similar en cerdos, encontrando que en
cerdos negativos a la presencia de antigeno
circulanted inicio delaprueba, éste fue apa-
reciendo en aquellos animales que consiguie-
ron infectarse.

En humanos, Garcia et al. (2000) en-
contraron que & antigeno parasitario circu-
lante en sueros de pacientes humanos cura-
dos de neurocisticercoss (diagnosticados por
TomografiaAxia Computarizada) disminuyo
répidamente en € transcurso de tres meses
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luego del tratamiento a diferencia de los pa
cientes no curados. Por € contrario, en otro
trabgjo del mismo autor (Garciaet al., 1997)
< hizo un seguimiento seroldgico utilizando
el EITB a humanos tratados contra cisticer-
cosis, encontrando seropositividad hasta un
ano después de ser considerados como “ cu-
rados’ por TomografiaAxia Computarizada,
confirmando que los anticuerpos se mantie-
nen en circul acién tiempo después delamuer-
tedel cisticerco (Correaet al., 1989; Garcia
et al., 1997; Dorny et al., 2000).

Ladiferencia entre e ELISA-Ag utili-
zado en € presente estudio y € utilizado por
Garciaet al. (2000) es € isotipo de anticuer-
po monoclonal empleado. Los anticuerpos
monoclonaes dd isotipo Ig G utilizados en €
presente estudio poseen mayor afinidad por
los antigenos de secrecion-excrecion, y ade-
més son més estables (Van Kerekhoven et
al., 1998), lo quebrindaunaventgjaalaprue-
ba en términos diagnosticos y de monitoreo
comparada a la utilizada por Garcia et al.
(2000) que hacen uso de anticuerpos
monoclonaes del isotipo Ig M.

CONCLUSIONES

Se tiene evidencia que & ELISA-Ag
podria monitorear cuantitativamente los ni-
veles de antigeno parasitario circulante en
suero de cerdos naturalmente infectados y
tratados con un cisticida. Sin embargo, se
hace necesario redizar monitoreos adiciona
les en mayor cantidad de animales que res-
pondan alos cigticidas a fin de vaidar la uti-
lidad del método en cerdos.
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