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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la técnica de inmunocromatografia para el diagnéstico de la infeccidn por Taenia solium en Mesocricetus
auratus “hamsters” mediante la deteccion de coproantigenos. Materiales y métodos: Se produjo en Oryctolagus cunniculus
“conejo” IgG anti-antigenos de excrecion/secrecion (ES) de T. soliumy en Capra hircus “cabra” IgG anti-lgG de conejo.
Parte de las IgG anti-antigenos ES de T. solium fue conjugado con oro coloidal. La inmunocromatografia se llevo a cabo
utilizando tiras de nitrocelulosa en las cuales se fij6 dos bandas con anticuerpos de captura; en la primera, las IgG anti-
antigenos ES de T. solium (banda de prueba), y en la segunda las IgG anti-IgG de conejo (banda control). La técnica fue
evaluada con un “pool” de tres muestras de medio de cultivo con antigenos ES de T. solium, Hymenolepis nana,
Dyphillobotrium pacificumy de larvas de Anisakis simplex, asi como con un “pool” de tres muestras fecales de hamsters
no parasitados, de parasitados por H. nana y de siete muestras fecales de hamsters parasitados por T. solium.
Resultados: La inmunocromatografia permitié detectar antigenos de T. solium en muestras de medio de cultivo con
antigenos ES especificas y en heces de hamsters parasitados por T. solium mediante la coloracion de la banda de
prueba, siendo negativo cuando se utiliz6 medios con ES de otros helmintos y sin antigenos, asi como con muestras de
heces de hamsters infectados por otros parasitos y de no parasitados. En todas las tiras usadas se observé coloracion
de la banda control. Conclusion: La técnica de inmunocromatografia es capaz de detectar antigenos de T. solium, tanto en
medio de cultivo como en heces de hamsters, faltando evaluar la sensibilidad y la especificidad con muestras fecales
humanas para el diagnéstico de la teniosis mediante la deteccion de coproantigenos.

Palabras clave: Teniasis/diagnéstico; Tests inmunolégicos; Antigenos (fuente: BIREME).

ABSTRACT

Objective: To assess the immunochromatography assay for the diagnosis of Taenia solium infection in hamsters
(Mesocricetus auratus) by coproantigen detection. Materials and methods: 1gG anti-T. solium excretory/secretory (E/S)
antigens were produced in rabbits and IgG anti-rabbit IgG, in Capra hircus “goat”. A portion of the anti- T.solium E/S 1gG
antigens was conjugated with colloidal gold. Immunochromatography was performed in nitrocellulose paper strips in
which two transversal bands with capture antibodies were fixed. The first band had rabbit anti-T. solium E/S IgG antigens
(test band), and the second band had goat IgG anti-rabbit IgG (control band). The assay was assessed using a pool of
three culture media samples with E/S antigens from T. solium, Hymenolepis nana, Dyphillobotrium pacificum and of
Anisakis simplex larvae, as well a by a pool of three faecal samples from non-infected hamsters, from hamsters infected
with H. nana, and from a pool comprising seven hamsters infected with T. solium. Results : Immunochromatography
detected T. solium antigens in media samples with T. solium E/S antigens and in stool samples from hamsters infected
with T. solium by staining of the test band. Negative results were obtained with culture media samples with E/S antigens
from other helminths and in pooled stool samples from hamsters infected with H. nana as well as from non-infected
animals. In all strips used the control band got stained. Conclusions: The immunocromatography assay is able to detect
T. solium antigens, both in culture media and in stools from infected hamsters, but its sensitivity and specificity should be
tested in human fecal samples for diagnosing Tenia infections through coproantigen detection.

Key words: Teniasis/diagnosis; Inmunologic tests ; Antigens (source: BIREME).
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INTRODUCCION

La teniosis es una infeccion intestinal del hombre cau-
sada por las formas adultas de Taenia soliumy T. saginata,
y que se adquieren al ingerir carne de cerdo y vacuno con
cisticercosis viables?, respectivamente. Esta parasitosis
tiene importancia epidemioldgica por ser el hombre el
Unico hospedero definitivo de T. soliumy, por lo tanto, el
responsable de la dispersion en el ambiente de los hue-
vos del parasito, forma infectante de la cisticercosis hu-
mana y animal?.

El diagnéstico de la teniosis se realiza generalmente por
técnicas coproparasitoscopicas tradicionales, las cuales
no han sufrido modificaciones a pesar de su baja sensi-
bilidad y especificidad, debido principalmente a factores
bioldgicos del parasito y a la falta de experiencia para
poder identificar los huevos de Taenia sp®. El uso de estas
técnicas en estudios epidemiolégicos no permiten obte-
ner datos precisos de prevalencia de la teniosis en las
diferentes partes del mundo. Se sabe que el porcentaje
de esta parasitosis es de aproximadamente 1,0% y 0,3%
en poblaciones de zonas endémicas de México y Perd,
respectivamente*®,

Para mejorar el diagndstico de la teniosis, en los ultimos
afios se han evaluado las técnicas de enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) y DOT-ELISA, basados en
la deteccién de antigenos de Taenia sp. en muestras
fecales. La primera, en condiciones experimentales, al-
canzo sensibilidades cercanas al 100%, sin dar reaccio-
nes cruzadas con muestras fecales de personas sanas
o de pacientes con otras parasitosis; y la segunda, mos-
tré una sensibilidad del 88% y una especificidad del 100%;
sin embargo, estas dos pruebas no son capaces de dis-
tinguir una teniosis por T. solium de una producida por T.
saginata®®. Recientemente se ha determinado que la téc-
nica de enzyme-linked immunoelectro transfer blot (EITB)
o “Western Blot” puede ser usada en el diagnoéstico de la
teniosis mediante deteccion de anticuerpos séricos utili-
zando antigenos de excrecion/secrecion de T. solium ob-
tenidos en cultivo®.

La inmunocromatografia es una técnica inmunolégica que
permite visualizar la reaccion antigeno-anticuerpo por la
acumulacion del oro coloidal del conjugado en zonas
especificas del papel de nitrocelulosa donde se fijan pre-
viamente anticuerpos de captural®®. En la actualidad, esta
técnica se viene utilizando para el diagnéstico rapido de
varias enfermedades, a través de la deteccion de
antigenos en diversos liquidos bioldgicos, tales como en
infecciones por Streptococcus b-hemolitico, Chlamydia,
virus de la hepatitis, malaria, etc*2.

El uso de la técnica de ELISA para la deteccion de
coproantigenos de Taenia sp. permitira mejorar el diag-
néstico de la teniosis y realizar estudios epidemioldgicos
con resultados que se acerquen a la realidad; sin embar-
go, esta prueba tendra sus limitaciones de aplicaciéon
por requerir de un laboratorio equipado, que no siempre
esta disponible en zonas endémicas. Estos anteceden-
tes justifican la realizacién de investigaciones orientadas a
desarrollar técnicas eficientes, rapidas y faciles de realizar,
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gue puedan ser aplicadas en el diagndstico de la teniosis
en zonas rurales y suburbanas, donde esta enfermedad
es frecuente.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la técnica
de inmunocromatografia para el diagnéstico de la infec-
cién por Taenia solium en Mesocricetus auratus “hamsters”
mediante la deteccidn de coproantigenos, empleando
inmunoglobulinas G producidas en Oryctolagus cunniculus
“conejo” y un conjugado formado por oro coloidal e
inmunoglobulinas G de conejo anti-antigenos de excre-
cién/secrecion de T. solium.

MATERIALES Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

En el estudio se utilizaron 50 ejemplares de
Mesocricetus auratus “hamster” para el desarrollo experi-
mental de T. solium y la obtencién de muestras fecales,
cinco especimenes de Oryctolagus cunniculus “conejo” y
dos ejemplares de Capra hircus “cabra” para la produc-
cién de anticuerpos especificos de tipo 1gG. Igualmente,
se emplearon ejemplares adultos de Diphyllobothrium
pacificum, Hymenolepis nana y larvas de Anisakis simplex.

PROCEDIMIENTOS

Obtencién de antigenos de excrecién/secrecion de
Taenia solium

Los céstodes se obtuvieron por infeccién experimen-
tal de hamster siguiendo los procedimientos estableci-
dos?3s,

Los antigenos fueron obtenidos de acuerdo a los proce-
dimientos propuestos por Espino® y Wilkins y col®, para
lo cual se incubaron asépticamente en el medio MEM
(Minimum Essential Medium) Eagle de Sigmaa, ejem-
plares de T. solium a razén de cinco ejemplares por pla-
ca. El medio con los antigenos de excrecién/secrecion
(E/S) del parasito se recolecté a las 24 y 48 horas de
incubacion y se conservé con inhibidores de proteasas
(Pefabloc, Pepstatin A y Leupeptin) a —20°C.

La concentracion de los antigenos obtenidos fue deter-
minada por el método de Bradford’, verificando su pre-
sencia en el medio por la técnica de “Western Blot” 18,
para lo cual se utiliz6 sueros de pacientes con teniosis
confirmada.

Produccién de anticuerpos policlonales

Se inmunizaron conejos con 0,125 mg de antigenos
E/S de T. soliumy cabras con 4 mg de 1gG de conejo para
producir anticuerpos especificos, siguiendo protocolos
establecidos por Espino®® y Campbell*®. Las 1gG fueron
purificadas por precipitacion con sulfato de amonio, la
desalinizacién por cromatografia de exclusién molecular
en columnas 10 DG, Econo-Pac y la obtencion de
inmunoglobulinas G puras por cromatografia de afinidad
en columnas de gel azul DEAE Affi-Gel de Bio Rad4, sien-
do su presencia verificada por “Western Blot™?, utilizando
antigenos E/S de T. solium obtenidas de cultivo y las 1gG
de cabra anti-lgG de conejo por inmunodifusién doble
empleando 1gG especificas.
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Conjugacion de los anticuerpos con oro coloidal

La preparacion del conjugado con oro coloidal se lle-
vO a cabo siguiendo la metodologia propuesta por
Beesley® y Hermanson?.. La conjugacion de las IgG anti-
antigenos de T. solium con oro coloidal de 20 nm se rea-
liz6 mezclando, gota a gota, 100 mL de los anticuerpos a
la concentracion de 0,22 mg/mL y a un pH de 9,2, con
1000 mL de la suspencién de oro coloidal a pH 9,0. Luego,
se adicion6 una solucion de albumina sérica de bovino
(BSA) al 10% a pH 9,0, eliminando los anticuerpos no
conjugados por centrifugacion a 9000 rpm por 1 horay a
4°C. El sedimento fue resuspendido con 20 mL de buffer
A (buffer salino Tris/HCl a pH 8,2 que contiene 1% de
BSAy 0,1% de azida de sodio).

Evaluacion de la eficacia del conjugado por la técnica
de inmunodot

La eficacia del conjugado preparado se evalud por la
técnica del dot-immunogold assay “inmunodot”, segun
los procedimientos establecidos por Hids y cols®? y
Dykman y BogatyrevZ.

En cuatro areas circulares delimitadas de una tira de ni-
trocelulosa se colocé en el primer circulo 2 mL de los
antigenos E/S de T. solium a la concentracion de 0,0125
mg/mL, en el segundo circulo 2 mL de medio MEM sin
antigenos, en el tercer circulo 4 mL de IgG de cabra anti-
1gG de conejo a la concentracion de 0,075 mg/mL y, en el
cuarto circulo, suero preinmune de cabra. La tira se incu-
b6 con el conjugado a una dilucién de 1/20.

Evaluacion de la eficacia de la inmunocromatografia

Se realiz6 por procedimientos especificados por
Millipore®®, para lo cual, con la ayuda del Bio Dot SF (Bio Rad®)
se fij6 a 1 cm del borde inferior de la membrana de nitro-
celulosa de 10,5 x 7,5 cm una banda transversal IgG de
conejo anti-antigenos E/S de T. solium (banda de prue-
ba) y, a 0,5 cm de ésta, una banda de IgG de cabra anti-
1gG de conejo (banda control) para actuar como anticuerpos
de captura. Luego, la membrana fue cortada en tiras de
25x05cmy de 25 x 0,3 cm, pegandose en la parte
superior de cada una de ellas una porcién de papel de
filtro absorbente grueso para facilitar la cromatografia.

La migraciéon de la suspension se evalio colocando en
un tubo de vidrio de 10 x 40 mm, 10 mL del conjugado, 10
mL de buffer Ay 100 mL de muestra conocida. Se mezclé
por agitaciéon y luego se sumergié la parte inferior de la
tira de ensayo preparada, dejando que la mezcla difunda
por capilaridad durante 15 minutos, luego se lavaron las
tiras con agua destilada estéril, para llevar a cabo la lec-
tura de los resultados.

La eficacia de la técnica de inmunocromatografia fue rea-
lizada con las siguientes muestras:

- Antigenos de excrecidn/secrecion de T. solium, H.
nana, D. pacificum y de larvas Ill de A. simplex obte-
nidos en medio MEM Eagle, siendo el primer helminto
obtenido por infeccion experimental en M. auratus.

- Muestras fecales de hamsters parasitados por T. solium
y no parasitados, asi como de hamsters parasitados
por H. nana. Cada muestra de heces se mezcl6 con
PBS-Tween 20 al 0,3% a la proporcion de 1 a 4, sien-
do luego centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos,
recuperando el sobrenadante que fue conservado a
-20°C.

RESULTADOS

Los ejemplares de T. solium produjeron en el medio
MEM Eagle antigenos de excrecion/secrecion a la con-
centracion de 125 a 150 mg/mL. De los conejos se obtu-
vieron 5 mL de IgG anti-antigenos de T. solium a la con-
centracion de 150 a 200 mg/mL, los que fueron puestos
en evidencia por la técnica de “Western Blot” usando
antigenos de excrecidn/secrecion obtenidas de cultivo,
que permitid6 mostrar las bandas antigénicas de 33,0 y
37,8 Kda especificos para T. solium; ademas, se observo
que los antigenos obtenidos a las 24 horas presentaron
una mayor especificidad que los obtenidos a las 48 horas
de cultivo, por presentar un menor nimero de bandas
inespecificas (Figura N°1).
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Figura N°1. Bandas coloreadas que indican la produccion
de anticuerpos (IgG) especificos en  O. cunniculus detecta-
dos por “Western Blot” con antigenos de excrecion/secre-
cion (e/s) de TI. solium

De las cabras se obtuvieron 10 mL de IgG anti-IgG de
conejo a la concentracion de 300 a 350 mg/mL, cuya pre-
sencia se evidenci6 por la técnica de inmunodifusion
doble, tanto de los sueros inmunes donde se observa
varias bandas de precipitacion, como de las
inmunoglobulinas purificadas con una sola banda de
precipitacion (Figura N°2).
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Figura N°2. Bandas de precipitacion (flecha) que indica
la produccion de IgG en C. hircus detectadas con IgG de
O. cunniculus por inmunodifusion doble.

Se encontré que la concentracion éptima de anticuerpos
gue debe ser adicionada a 1 mL de la suspension de oro
coloidal para su estabilizacion fue de 20 mg, lograndose
conjugar las 1gG de conejo anti-antigenos E/S de T. solium
con oro coloidal. Este conjugado fue capaz de detectar por
la técnica de “inmunodot” antigenos especificos fijados so-
bre el papel de nitrocelulosa, donde aparecen puntos de
color rojo claro a los cinco minutos de incubacion, siendo
negativo en el lugar donde se fij6 medio MEM sin antigenos;
igualmente, el conjugado fue capturado por las I1gG de ca-
bra anti-lgG de conejo apareciendo el color rojo en la zona
donde se fijaron las IgG de cabra inmunizada y no donde se
fij6 el suero pre-inmune de cabra (Figura N°3).

A Antigenos e/s de T. solium
A Medio MEM sin antigenos

B : 1gG cabra anti-lgG

B 1gG cabra pre-inmune

Figura N°3. Manchas coloreadas que indican el reconoci-
miento de los antigenos de e/s de  TI. solium por el conjuga-
do con oro coloidal (IgG de conejo anti-antigenos de e/s
de T. solium y oro coloidal) (A) y la captura de dicho
conjugado por las IgG de cabra anti-lgG de conejo (B) por
la técnica de “inmunodot”.
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Se comprobd que la técnica de inmunocromatografia
podia detectar simultaneamente la presencia del conju-
gado (IgG de conejo anti-antigenos de T. solium 'y oro
coloidal) sin antigenos en una banda control (c), la que
contiene anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo y mues-
tra una banda de color rojo en la parte superior de la tira;
igualmente, detectd a los antigenos antes mencionados
adheridos al conjugado en la banda de prueba (p), que
contiene anticuerpos de conejo a los antigenos de T. solium,
y muestra una banda coloreada en la parte inferior de la
tira, manteniéndose la coloracion en la banda control (Fi-
gura N°4).

M : Medio MEM solo
M,-M, : Medio MEM con antigenos
el/s de T. solium

Figura N°4. Tiras de nitrocelulosa con bandas coloreadas que
indican la captura del complejo antigeno de e/s de T. solium -
conjugado (oro coloidal - IgG de conejo anti - antigeno de e/s

de T. solium) en la banda de prueba (p) y del conjugado solo en

la banda control (c) por inmunocromatografia.

La inmunocromatografia permitié detectar antigenos de
excrecién/secrecion de T. solium en un pool de tres mues-
tras de medios donde se cultivd este cestode mediante
la coloracion de la banda de prueba (p); sin embargo, no
se observo coloracion en dicha banda cuando se utiliza-
ron pooles de tres muestras de medio donde se cultiva-
ron H. nana, D. pacificum y larvas de A. simplex. lgual-
mente, la técnica permitié detectar antigenos de T. solium
en un pool de heces de siete hdmsters parasitados con
este céstode evidenciado por la coloraciéon de la banda
de prueba, siendo negativa con los pooles de heces de
tres hamsters parasitados con H. nana y de tres no
parasitados. En todas las tiras usadas se observé colo-
racion de la banda control (c) (Figura N°5).



Rev Med Exp 2001; 18 (3-4)

Inmunocromatografia para el diagndstico de Taenia solium

A) (B)

<+«—C

0P

@ ® © @

(A) Antigenos de e/s de cultivo
(@) T solium
(b) H. nana
© D. pacificum
(d) A. simplex

@ ® ©

(B) Antigenos en heces de hamster
@ T solium
(b) H. nana
(© No parasitado

Figura N°5. Bandas coloreadas (p) que indican la presencia
de antigenos de T. solium en medio de cultivo y en heces de
M. auratus “hamster” infectados experimentalmente y la
ausencia de coloracion en dicha banda cuando se utiliza
antigenos de e/s de otros helmintos y heces de hamsters no
parasitados y parasitados por  H. nana, observandose colo-
racién de la banda control (c) en todas las tiras.

DISCUSION

En el presente trabajo se utilizaron antigenos de excre-
cion/secrecion de T. solium por ser mas especificos y
antigénicos que los somaticos. Algunos autores sostie-
nen que dichos antigenos son enzimas o productos elimi-
nados por este parasito como parte de su metabolismo y
por tanto son propios de cada especie!® 24, Estos antigenos,
por producirse en forma continua y eliminarse con las he-
ces de los huéspedes infectados, permiten el diagndstico
de esta parasitosis mediante su deteccién por técnicas
inmunoenzimaticas de ELISA y DOT-ELISA®S,

El empleo de los antigenos de T. solium obtenidos a las
24 horas de cultivo se debi6é a que presentaron las ban-
das de 37,8 y 33,0 Kda que son consideradas especifi-
cas®, asimismo, porque se presentaron un menor ndme-
ro de bandas inespecificas, en comparacién con las ob-
tenidas a las 48 horas de cultivo. Esto se explicaria por-
que al aumentar el tiempo de cultivo, los antigenos de
excrecion/secrecion disminuyen paulatinamente, aumen-
tando los antigenos somaticos, como consecuencia del
deterioro del céstode®?.

El uso de anticuerpos conjugados con oro coloidal en las
técnicas de diagnéstico rapido permiten la deteccion de
antigenos en muestras bioldgicas, siendo el objetivo prin-
cipal de estas técnicas alcanzar la sefial especifica mas
intensa con una minima o nula reaccién inespecifica®®. Esta
reaccion se observé al detectar anticuerpos y antigenos es-
pecificos fijados a la membrana de nitrocelulosa utilizando
un conjugado con oro coloidal en la prueba de inmunodot,
confirméndose la eficacia del conjugado preparado®.

La inmunocromatografia permiti6 comprobar que el com-
plejo de oro coloidal con los antigenos migran sobre el
papel de nitrocelulosa para reaccionar especificamente
con los anticuerpos inmovilizados en el papel, dando
bandas coloreadas por la acumulacién del oro coloidal
del conjugado. El papel de nitrocelulosa permite la mi-
gracién por capilaridad de liquidos y solutos y a la vez
conserva activos los anticuerpos fijadoso.

Por lo general, el tiempo de realizacién de las pruebas
por inmunocromatografia dura de 5 a 15 minutos segun
el kit empleado. Este tiempo de lectura se debe entre
otros factores, al tipo de membrana empleada, las que
tienen diferentes tasas de flujo (migracién). En el pre-
sente trabajo, el tiempo de migracién fue muy prolonga-
do para una técnica de diagnéstico rapido, lo que podria
disminuir si se emplean membranas de nitrocelulosa de
mayores tasas de flujo, donde pueden detectarse meno-
res concentraciones de antigenos?.

Los antigenos de T. solium presentes en la muestra con-
trol experimental, ya sea de medio de cultivo o heces de
antigeno-conjugado que migra sobre la membrana sien-
do capturados por la primera banda (banda de prueba), en
tanto que el conjugado libre, que debe estar en exceso, es
capturado en la segunda banda (banda control), apare-
ciendo las dos bandas tefiidas de un color rojo claro por la
acumulacion del oro coloidal (esto se interpreta como un
resultado positivo); en cambio, con la muestra negativa,
s6lo se tifie la banda control. Sin embargo, si no se obser-
va reaccién en las dos bandas, esto indicaria deficiencias
en la prueba. Estos resultados concuerdan con las inter-
pretaciones de las pruebas realizadas con esta técnica®.

Se recomienda continuar las investigaciones orientadas a
estandarizar esta técnica para el diagnostico rapido de la
teniosis humana mediante la deteccion de coproantigenos,
evaluando la sensibilidad, la especificidad y la
reproducibilidad de la prueba con muestras fecales huma-
nas de pacientes parasitados con T. soliumy otros helmintos.
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