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RESUMEN 

Taenia solium es el agente causal de la cisticercosis, que puede ocasionar una 

enfermedad neurológica (Neurocisticercosis, NCC) cuando el sistema nervioso 

central está infectado. Los cerdos son los huéspedes naturales y el modelo animal 

preferido para NCC. Las respuestas de anticuerpos generalmente se evalúan mediante 

el estándar de oro serológico, el ensayo de electroinmunotransferencia blot de Lentil-

lectina (LLGP-EITB), pero este formato es técnicamente desafiante, no es cuantitativo 

y necesita un complejo proceso de purificación de antígenos para obtener las siete 

glicoproteínas de diagnóstico. Hemos caracterizado previamente 6 antígenos 

recombinantes que representan las familias de proteínas diagnósticas del LLGP- 

EITB. Se han identificado patrones de anticuerpos LLGP-EITB en tipos y estadios de 

NCC, pero aún no se ha cuantificado la concentración de anticuerpos en simultáneo. 

Este estudio desarrolló un inmunoensayo basado en microesferas magnéticas, 

conocido por sus siglas en inglés “MBA”, con los 6 antígenos recombinantes y evaluó 

su capacidad para cuantificar simultáneamente los niveles de anticuerpos IgG totales  

en 162 muestras de suero de 18 cerdos experimentalmente infectados a 1 (n=6), 3 

(n=6) y 5 (n=6) meses de edad, y que fueron sangrados en 9 puntos de tiempo 

posteriores a la infección (PI) hasta el día 90PI. Los datos de la necropsia del estudio 

original demostraron más eficacia y quistes viables en cerdos jóvenes, y quistes 

degenerados en cerdos mayores. El MBA, fue capaz de describir la cinética de los 

niveles de anticuerpos IgG frente a los 6 antígenos evaluados, sin embargo, solo 3 de 

estos antígenos demonstraron mayor capacidad para diferenciar cerdos con diferentes 

condiciones de viabilidad del quiste (rGP50, rT24H y sTs14). Asimismo, anticuerpos 

IgG producidos contra los antígenos rT24H y rGP50 fueron detectados en cerdos con 



 

quistes viables o no viables y durante todo el curso de la infección; mientras que sTs14 

generó una respuesta  de anticuerpos más fuerte en infecciones viables. Además, se 

identificó un aumento progresivo de los niveles de fluorescencia emitidos por 

anticuerpos IgG contra rGP50 desde el día 21PI y desde el día 28PI para todos los 

demás anticuerpos. Los cerdos infectados a los 3 y 5 meses de edad mostraron una 

marcada disminución desde el día 57PI hasta la necropsia. Por lo tanto, el MBA 

utlizando 6 antígenos demostró ser una herramienta capaz de comparar la presencia 

simultánea de anticuerpos IgG contra antígenos recombinantes y péptidos sintéticos 

de T. solium durante el progreso de la infección por cisticercosis. 

 

Palabras clave: Taenia solium, cisticercosis, neurocisticercosis, EITB, Ensayo de 

microesferas (MBA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Taenia solium is the cause of cysticercosis and can results in a neurologic disease 

(Neurocysticercosis, NCC) when the central nervous system is infected. Pigs are the 

natural hosts and the preferred animal model for NCC. Antibody responses are usually 

assessed by the serological gold standard, the Lentil-lectin enzyme-linked 

immunoelectrotransfer blot (LLGP-EITB) assay, but this format is technically 

challenging, not quantitative and needs complex antigen purification process to obtain 

the seven diagnostic glycoproteins. Our group has characterized 6 recombinant 

antigens that represent the main protein families in LLGP-EITB diagnosis. LLGP-

EITB antibody patterns in NCC types and stages have been identified, but the 

response of simultaneous recombinant proteins has not yet been quantified. In this 

study we evaluated the capacity of an immunoassay based on magnetic microspheres 

(commonly named as “MBA”) coupled with all 6 diagnostic recombinant antigens 

that allows a simultaneous quantification of IgG levels was developed to evaluate 162 

serum samples from 18 pigs who were experimentally oral infected at 1 (n=6), 3 (n=6) 

and 5 (n=6) months-old, and that were bled at 9 time points post infection (PI) until 

day 90PI. Necropsy data from the original study demonstrated more efficacious 

infections and more viable cysts in younger pigs, and more degenerated cysts in older 

pigs. In this 6 antigens-MBA, the kinetic of all antibody responses against 6 antigens 

were detected; however, the antibody responses against three antigens showed 

differences in their ability to differentiate pigs with different cyst viability conditions 

(rGP50, rT24H and sTs14). Likewise, antibody responses against rT24H and rGP50 

detected antibodies IgG in pigs either with viable or no viable cysts and during all the 



 

course of infection, while sTs14 has a stronger response in viable infections. In 

addition, there was a progressive increase in the antibody response of rGP50 from day 

21PI and from day 28PI for all the other antibodies. Pigs infected at 3 and 5 months-

old showed a marked decrease from day 57PI until necropsy. Therefore, this new 6 

antigens-MBA was capable of compare the simultaneous presence of IgG antibodies 

against T solium recombinant antigens and synthetic peptides during the progress of 

the cysticercosis infection. 

 

Key words: Taenia solium, cysticercosis, neurocysticercosis, EITB, Microspheres-

based assay (MBA). 
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I. INTRODUCCION 

La cisticercosis es una infección parasitaria ocasionada por la larva del 

cestodo Taenia solium que se desarrolla en cerdos y también puede infectar 

accidentalmente a humanos. Cuando la larva o cisticerco se aloja en el sistema 

nervioso central (SNC) se le conoce como neurocisticercosis (NCC) y esta es 

la principal causa de epilepsia adquirida a nivel mundial (1, 2). Actualmente, 

tanto la cisticercosis porcina como la NCC representan un gran problema de 

salud pública, ya que ocasiona pérdidas económicas significativas por la carne 

de cerdo infectada, mientras que la NCC ocasiona pérdidas en el sistema de 

salud debido a los ratios de morbilidad y costos del tratamiento (3, 4). 

 

El diagnóstico de la cisticercosis es complejo debido a que la enfermedad no 

presenta sintomatología específica. El diagnóstico definitivo está basado en 

la confirmación de la presencia del parásito mediante la necropsia de cerdos 

(cisticercosis) o neuroimágenes cuando infecta el cerebro (NCC) (5). Sin 

embargo, estos métodos de diagnóstico son logísticamente costosos o no están 

disponibles en las zonas de endemicidad que son a la vez zonas de pobreza; 

por ello se ha propuesto también el uso de pruebas de inmunodiagnóstico 

capaces de detectar anticuerpos específicos y antígenos parasitarios en los 

hosepederos (6). En este sentido diversas técnicas, principalmente 

serológicas, se han desarrollado. El ensayo acoplado a enzimas de 

inmunoelectrotransferencia blot de glicoproteínas afines a la lentil lectina  

(conocido por sus siglas en inglés: “LLGP-EITB”) es una técnica de western 

blot que detecta la presencia de anticuerpos IgG contra 7 glicoproteínas de T 
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solium con una performance excepcional cercana al 100% en infecciones 

activas (7, 8). No obstante, esta prueba está limitada a ciertos grupos de 

investigación, necesita de grandes cantidades de material parasitario, es 

técnicamente desafiante, costosa y proporciona solo resultados cualitativos. 

 

En la búsqueda de una alternativa para el diagnóstico de cisticercosis, se han 

desarrollado nuevas tecnologías como el diseño de proteínas recombinantes y 

péptidos sintéticos que representan a las tres principales familias 

glicoproteínas utilizadas en el ensayo del LLGP-EITB. Estas proteínas 

recombinantes han sido caracterizadas y ampliamente estudiadas en 

inmunoensayos individuales obteniendo performances muy similares a las de 

su forma nativa (9-11). Además en el LLGP-EITB se han identificado 

patrones de respuestas de anticuerpos en determinados tipos de NCC y/o 

estadios de la infección (12), sin embargo, no se ha estudiado detalladamente 

la respuesta de las proteínas recombinantes en simultáneo. En este sentido, la 

implementación de un inmunoensayo basado en microesferas magnéticas 

(conocido por sus siglas en inglés “MBA”) permitiría evaluar 

cuantitativamente de una manera novedosa, menos costosa y precisa las 

respuestas de varios anticuerpos IgG en simultáneo. 

 

El cerdo, además de ser el hospedero intermediario en el ciclo de vida de T 

solium, cumple un rol importante como modelo animal por excelencia para el 

estudio de la NCC; debido a la similitud en la patología de la infección 

cerebral con el humano (13). El estudio sistemático del desarrollo de la 
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cisticercosis en modelos animales de infecciones controladas, ha permitido 

conocer mejor las características relacionadas al desarrollo, establecimiento y 

muerte del parásito en el sistema nervioso central (SNC) (14-16). Con el 

objetivo de comprobar el potencial uso de la novedosa técnica del MBA para 

evaluar la respuesta simultánea de anticuerpos específicos IgG contra T 

solium, se planteó el uso de un panel de sueros de cerdos experimentalmente 

infectados con cisticercosis. El ensayo de MBA basado en el uso de 

microesferas conjugadas a las proteínas recombinantes y péptidos sintéticos 

equivalentes a las utilizados en el LLGP-EITB utilizando el panel de sueros 

de cerdos escogidos para este estudio permitió conocer la cinética de las 

respuestas específicas de anticuerpos IgG durante el curso de la infección con 

cisticercosis en un entorno controlado, llevando a un mejor entendimiento de 

la relación hospedero-parásito desde el modelo animal porcino. 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La cisticercosis es una infección parasitaria de relevancia en la salud pública. En el 

humano, la NCC es la causa más común de epilepsia adquirida a nivel mundial y 

en el cerdo la cisticercosis porcina ocasiona grandes pérdidas económicas, además 

de ser un reservorio y potencial riesgo de infecciones con teniasis (infección por T 

solium del estadio adulto). La falta de sintomatología específica para una infección 

por cisticercosis hace que su diagnóstico sea un reto, siendo la identificación del 

parásito el diagnóstico definitivo. Ya sea mediante mediante necropsia para 

cisticercosis porcina o neuroimagen para NCC, estos métodos son costosos y no 

accesibles en muchas partes del mundo donde la enfermedad es endémica. Por estos 

motivos, los métodos de diagnóstico serológicos se han propuesto como 

herramientas para apoyar el diagnóstico en entornos hospitalarios o como pruebas 

de tamizaje. Asimismo para la cisticercosis porcina, el diagnóstico serológico ha 

permitido diversos estudios epidemiológicos que han ayudado a identificar focos 

de infección y evaluar la eficacia de intervenciones masivas.  

 

Como se conoce, la prueba serológica de oro para el diagnóstico de cisticercosis es 

la detección de anticuerpos IgG mediante el ensayo de western blot conocido como 

“LLGP-EITB”, que utiliza 7 glicoproteínas afines a lentil lectina que representan a 

3 familias proteicas de importancia en el inmunodiagnóstico (familia GP50, familia 

T24 y familia 8kDa). Aunque esta técnica es altamente sensible y específica para 

diagnosticar infecciones por cisticercosis, es una prueba compleja, laboriosa y 

limitada a la disponibilidad de material parasitario para producir los antígenos de 
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diagnóstico. En este sentido, la producción de antígenos recombinantes y sintéticos 

homólogos a los antígenos de diagnóstico del EITB ha sido un gran aporte para 

desarrollar técnicas más accesibles para todos los laboratorios. Sin embargo, no se 

ha estudiado a profundidad la respuesta simultánea de anticuerpos IgG que 

producen estos antígenos recombinantes y sintéticos.  

 

Una forma de mejorar el diagnóstico es a través de una mejor interpretación de la 

presencia de anticuerpos específicos  y esto podría ser posible mediante el uso de 

una técnica que permita cuantificar simultáneamente los anticuerpos IgG frente a 

antígenos de importancia diagnóstica. Desafortunadamente, el inmunoensayo por 

excelencia LLGP-EITB no es adecuado para este análisis, debido a que la 

interpretación de resultados se realiza cualitativamente mediante una inspección 

visual. Por otro lado, los ensayos clásicos de ELISA indirecto aunque evalúan 

cuantitativamente la concentración de anticuerpos frente a un determinado antígeno 

(ensayo uniplex), no son adecuados para estudios de comparación de respuestas en 

simultáneo, debido a que se tendrían que realizar varios ELISAs uniplex, 

consumiendo así mayor cantidad de material biológico, reactivos y demandaría 

mucho tiempo. Por estos motivos, las tecnologías que analizan varios analitos en 

simultáneo (tecnologías de ensayos multiplex) como los inmunoensayos de 

microesferas (MBA) son capaces de detectar diferentes reacciones de manera 

cuantitativa al mismo tiempo y en la misma muestra biológica. 

 

En este sentido, la implementación de un método para la comparación de la 

presencia simultánea de anticuerpos contra T solium representa una herramienta 
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valiosa para comprender la respuesta de inmune adaptativa humoral porcina contra 

antígenos recombinantes y sintéticos de importancia diagnóstica durante el 

progreso de la infección por cisticercosis.  
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III. JUSTIFICACIÓN 

T. solium está presente en casi todos los países del mundo donde se consume carne 

de cerdo contaminada o donde el control sanitario es precario. La infección 

ocasionada por el estadio larval de este parásito, llamada cisticercosis, constituye 

un problema mayor en la salud pública y genera cuantiosas pérdidas económicas 

debido a la carne de cerdo infectada. El difícil diagnóstico definitivo en entornos 

endémicos, ha motivado el desarrollo de técnicas basadas en inmunoensayos para 

para un diagnóstico oportuno, sencillo y accesible.  

 

En este sentido, los clásicos ensayos de inmunodiagnóstico de western blot (LLGP-

EITB) y ELISA han sido evaluados también utilizando antígenos recombinantes y 

péptidos sintéticos de las proteínas LLGP (lentil lectin glycoproteins) utilizadas en 

el inmunoensayo de referencia para cisticercosis (LLGP-EITB). Esto ha 

representado un gran avance para eliminar la dependencia del material parasitario 

para producir antígenos nativos, permitiendo su uso estandarizado en ensayos en 

cualquier laboratorio. Aunque se ha demostrado la performance individual de estos 

antígenos recombinantes, algunos estudios han propuesto evaluar el uso combinado 

de varios de estos antígenos en simultáneo para un mejor diagnóstico de la 

cisticercosis. El primer paso para crear esta combinación de antígenos de 

diagnóstico sería conocer la cinética de los niveles de anticuerpos especificos IgG 

que se generan en simultáneo y en diversos estadios de la enfermedad.  

 

Este trabajo propone el uso de una tecnología múltiple para evaluar la respuesta de 

los anticuerpos IgG porcinos producida contra cada uno de los antígenos 
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recombinantes y péptidos sintéticos diagnósticos del EITB-LLGP. En este sentido, 

los ensayos basados en tecnologías múltiplex que son ampliamente utilizados son 

los similares a ensayos de citometría de flujo, como el MBA, donde se utiliza 

microesferas magnéticas identificadas por un código único interno determinado por 

la intensidad de fluorescencia que emite, lo que brinda la capacidad codificar 

internamente hasta 100 microesferas diferentes que pueden ser acopladas a 

diferentes antígenos y así evaluar reacciones individuales en simultáneo. Cada 

microesfera conjugada a un antígeno desarrollará un ensayo de inmunoadsorción 

que se asemejará a un ELISA, donde cada antígeno conjugado a la superficie de las 

microesferas se unirá a los anticuerpos IgG de la muestra de suero y esta unión será 

detectada por un anticuerpo secundario policlonal conjugado con biotina que a su 

vez será detectado por las moléculas de espreptavidina marcadas con un  fluoróforo 

(ficoeritrina, conocida por sus siglas en inglés “PE”), el cual  permitirá detectar la 

reacción basada en la intensidad de la fluorescencia detectada por el equipo BioPlex 

100 © (Luminex corp), fabricado especialmente para este tipo de inmunoensayos 

múltiplex.  

 

De esta manera, el diseño y evaluación de este ensayo múltiple basado en 

microesferas (MBA) permitirá evaluar de manera cuantitativa y en simultáneo la 

cinética de las los niveles de fluorescencia de los anticuerpos IgG durante el curso 

de la infección por cisticercosis en un panel de suero de nuestra seroteca que 

pertenecían a un estudio previo (39), donde se determinó que los cerdos infectados 

a diferentes edades (1,3 y 5 meses) desarrollaban infecciones viables y no-viables 

en relación a la edad a la cual fueron infectados. Este panel de sueros permitió 
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evaluar específicamente la cinética de anticuerpos IgG durante el curso de 

infecciones viables y no-viables. Además, el desarrollo del MBA permitió evaluar 

simultáneamente la intensidad de fluorescencia emitida en cada reacción de 

antígeno-anticuerpo en diferentes estadios de la infección desde el establecimiento, 

viabilidad y muerte del parásito, con la finalidad de identificar patrones en la 

respuesta inmune adaptativa humoral del hospedero frente a 6 antígenos 

(recombinantes y sintéticos) de importancia diagnóstica. Asimismo, el MBA podría 

contribuir en el desarrollo de una potencial herramienta diagnóstica basada en 

antígenos recombinantes o péptidos sintéticos.  
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IV. MARCO TEÓRICO 

A. Cisticercosis  

La cisticercosis es una enfermedad tropical desatendida causada por la ingestión de 

huevos de Taenia solium. Se desarrolla típicamente en cerdos debido a la falta de 

medidas de saneamiento para su crianza, lo que provoca que estos ingieran  heces 

humanas infectadas con huevos microscópicos del parásito y así se infecten 

con cisticercosis (2, 17). De igual manera, el ser humano puede infectarse 

con cisticercosis de manera accidental por contaminación oral-fecal. Una 

presentación crítica de la cisticercosis es la neurocisticercosis (NCC), causada por 

la infección parasitaria en el sistema nervioso central (SNC); y esta es la principal 

causa de epilepsia adquirida en el mundo (18). 

B. Biología y ciclo de vida de Taenia solium 

Taenia solium es un parásito cestodo que pertenece a la familia Taeniidae que tiene 

aproximadamente 3 metros de longitud y se caracteriza por poseer un escólex con 

4 ventosas y un róstelo con doble corona de ganchos. Posee un estróbilo con 

proglótides que contienen la oncósferas infectiva (solo las proglótides grávidas) 

(19, 20).  El estadio larval es denominado cisticerco que es un quiste de forma oval 

con fluido y un escólex invaginado.  

 

Los estudios anatomopatológicos han permitido caracterizar los estadios del 

cisticerco desde su ingreso hasta su calcificación, siendo estos: fase vesicular 

(parásito viable con líquido vesicular transparente), fase coloidal (pared engrosada, 
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contenido turbio, escólex ligeramente degenerado y tejido circundante con 

infiltrado inflamatorio), fase granular (parásito no viable) y fase calcificada (el 

cisticerco se convierte en un nódulo calcificado inerte) (21-23). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Quiste de T solium en carne de cerdo. A la izquierda se observa un 

quiste viable y a la derecha un quiste en estado de degeneración o no-viable. 

 

El ciclo de vida de T solium incluye la interacción entre el parásito y dos 

hospederos. El parásito adulto se desarrolla en el intestino delgado del humano, 

donde se adhiere a la mucosa intestinal a través de su escólex. El hospedero 

intermediario, es el cerdo, quien se infecta por la ingestión de huevos de T solium 

liberados en las heces de humanos portadores de Tenia adulta (24, 25). Si el humano 

ingiere carne de cerdo infectada mal cocida, los cisticercos viables son activados 

para el desarrollo del parásito adulto en el intestino, y los proglótides grávidos son 

liberados en las heces, completando así el ciclo.  

 

El humano también puede ser hospedero intermediario al ingerir alimentos 

contaminados con huevos T solium y puede alojarse en el SNC ocasionando el 

cuadro clínico de la NCC. 
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Figura 2. Esquema del ciclo de vida de T solium 

 

C. Cisticercosis porcina 

Los cisticercos generalmente se localizan en el tejido interfibrilar de músculos 

esqueléticos, tejido subcutáneo, corazón y lengua del cerdo; y suele ser una 

infección asintomática. Los nódulos causados por el establecimiento del cisticerco 

son blandos, indoloros y no inflamados, llegando a desaparecer espontáneamente 

(8) . 
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1. Diagnóstico de la cisticercosis porcina 

Aunque el diagnóstico definitivo de la cisticercosis es la demostración histológica 

del parásito en la necropsia, este no es posible en todos los casos y por ello se 

utilizan métodos de diagnóstico complementarios.  

Diagnóstico inmunológico: Dos herramientas inmunológicas se utilizan 

principalmente para complementar el diagnóstico (27):  

- Para la detección de anticuerpos circulantes, el ensayo de western blot también 

conocido como inmunoelectrotransferencia blot o por sus siglas “LLGP-EITB”  

utiliza 7 glicoproteínas purificadas del parásito (proteínas LLGP de las familias 

GP50, T24/42 y 8kDa) en una membrana de nitrocelulosa que es sometida a un 

inmunoensayo clásico (28). Esta prueba tiene una sensibilidad del 94-98% y una 

especificidad del 85-100% para más de un quiste viable (29). Sin embargo, esta 

prueba depende de un complejo proceso de purificación de proteínas nativas del 

material parasitario, requiere un alto presupuesto, alto nivel de experticia y es 

laboriosa. 

- Para la detección de antígenos circulantes, se utiliza el ensayo de ELISA tipo 

sandwich basado en anticuerpos monoclonales. Estos antígenos son biomarcadores 

para la detección de  quistes  vivos y es de utilidad para monitorear la eficacia del 

tratamiento (30, 31). Sin embargo, los niveles de especificidad decaen en cerdos 

debido a la reacción cruzada de los anticuerpos monoclonales con otras tenias (por 

ejemplo, con Taenia hydatigena) (32). 
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D. Respuesta inmune adaptativa humoral en hospedero 

La comprensión del progreso de la infección y la respuesta  inmune que genera la 

la cisticercosis porcina permite una mejor comprensión del progreso de la infección 

en la NCC humana y permite realizar estudios controlados que son éticamente 

imposibles de realizar en humanos. Asimismo, el estudio de la respuesta inmune 

adaptativa humoral permite describir eventos importantes del hospedero; como la 

susceptibilidad a la infección y reinfección, la viabilidad y muerte de los 

metacestodos en el tejido huésped (13, 20). En este sentido, la respuesta inmune 

adaptativa humoral ocasionada por helmintos como T solium se caracteriza por ser 

prolongada y crónica, a diferencia de las ocasionadas por virus y bacterias; 

utilizando vias metabólicas o de control del hospedero para sobrevivir. Por este 

motivo, la respuesta inmune humoral se evalúa mediante la producción de 

anticuerpos IgG específicos contra antígenos parasitarios. . 

 

Diversos estudios han demostrado que durante la respuesta inmune adaptativa 

humoral, la presencia de anticuerpos IgG está influenciada por la etapa del 

desarrollo del parásito, pudiendo estar asociada a niveles de anticuerpos más altos 

con la degeneración del quiste o a niveles bajos de anticuerpos que se relacionan 

más con la viabilidad de los quistes; incluso la presencia de anticuerpos no es 

necesariamente indicativo de infección (27, 39). Para poder determinar qué 

anticuerpos IgG específicos reaccionan en estos escenarios, es necesaria la 

implementación de ensayos que evalúen la respuesta inmune adaptativa humoral de 

diversos tipos anticuerpos en simultáneo y su  adecuada cuantificación para una 

mejor comprensión de la relación hospedero-parásito. A continuación se describirá 
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la principal técnica existente para evaluar anticuerpos y se listarán otras 

herramientas para desarrollar nuevas técnicas de inmunodiagnóstico de anticuerpos. 

1. Herramientas para evaluar la presencia de anticuerpos IgG 

Como se mencionó anteriormente, la evaluación de la respuesta inmune adaptativa 

se centra en la detección de anticuerpos IgG, debido a la infección crónica que 

produce la cisticercosis. En este sentido, el ensayo inmunológico preferido para la 

detección de anticuerpos IgG en la cisticercosis es el western blot que utiliza siete 

antígenos de quistes larvales purificados en una columna de lectina de lentejas 

(LLGP-EITB) (28, 40). Aunque el LLGP-EITB es muy confiable debido a sus altos 

valores de sensibilidad y especificidad, la implementación de este ensayo es costosa 

y se encuentra limitada a ciertos grupos de investigación (CDC-Cysticercosis 

working group of Peru) que poseen el antígeno purificado. Además de estar 

patentado, la purificación de antígenos para este ensayo es un proceso complicado 

que requiere equipos costosos, experiencia técnica y sobretodo grandes cantidades 

de material parasitario disponible. Existen también otros inmunoensayos 

comerciales para medir anticuerpos totales IgG; sin embargo, tienen valores 

subóptimos de sensibilidad y especificidad (31). 

 

La principal ventaja del LLGP-EITB es su excepcional performance detectando 

casos de infecciones viables (valores cercanos al 100%) (6) y su capacidad para 

detectar la presencia de anticuepros IgG en simultáneo frente a las 7 glicoproteínas 

diagnósticas en una sola muestra. Muchos estudios han caracterizado y clasificado 

las 7 glicoproteínas diagnósticas en tres familias: GP50, T24 y 8Kda. Además se ha 

demostrado que la presencia de anticuerpos IgG frente a cada glicoproteína esta 
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asociada al tipo o estadio de la infección; lográndose identificar patrones marcados 

de expresión basados en las funciones de cada familia de proteínas diagnósticas 

(12). Por otro lado, el valor predictivo de esta prueba para determinar infecciones 

activas por cisticercosis es menor que las pruebas de inmunodiagnóstico para 

detección de antígeno, debido a que la detección de anticuerpos IgG no 

necesariamente es indicativo de una infección viable y también puede ser generada 

por el hospedero luego de una exposición al parásito. Otra limitante de esta técnica 

es que es de carácter cualitativo ya que solo indica presencia o ausencia de 

determinados anticuerpos (31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Detección de anticuerpos IgG  mediante el ensayo de western blot 

LLGP-EITB para el diagnóstico de cisticercosis. La presencia de anticuerpos IgG  

frente a cada glicoproteína diagnóstica está representada mediante una banda 

correspondiente al peso molecular de cada glicoproteína.  
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-Antígenos recombinantes y péptidos sintéticos: 

Otra herramienta para la detección de anticuerpos es el desarrollo de los antígenos 

recombinantes y péptidos sintéticos.  Durante muchos años, las glicoproteínas 

LLGP se han estudiado a detalle, lo que ha permitido clonar los genes y diseñar 

péptidos sintéticos que representen a las tres familias diagnósticas del 

inmunoensayo LLGP-EITB. Varias de estas proteínas recombinantes (rGP50 y 

rT24H) y péptidos sintéticos (sTsRS1, sTs18, sTsRS2 y sTs14) han sido evaluados 

en ensayos individuales de inmunodiagnóstico, demostrando un desempeño 

comparable a sus homólogos nativos del LLGP-EITB, y teniendo la ventaja de que 

son reproducibles y se pueden transferir fácilmente a cualquier laboratorio. A 

continuación se detalla una breve descripción de las familias diagnósticas del 

LLGP-EITB y los antígenos recombinantes o péptidos sintéticos homólogos. 

 

La familia GP50 y su forma nativa GP50 del LLGP-EITB, es un 

glicofosfatidilinositol (GPI) de anclaje a la membrana y su forma recombinante 

(rGP50) ha sido expresada en un sistema de baculovirus y E coli, obteniendo una 

performance similar (9). En western blot esta proteína recombinante alcanza valores 

de sensibilidad del 90% y especificidad cercana al 100%. Asimismo, en ELISA 

indirecto rGP50 obtuvo una sensibilidad de 94% y especificidad de 93% en 

muestras de suero (41-43). Cabe resaltar que, aunque no ha sido evaluado en su 

forma recombinante, existen reportes que mencionan que el antígeno nativo GP50 

presenta una reacción cruzada  con anticuerpos circulantes contra T hydatigena, un 

parásito del cerdo que naturalmente es co-endémico de T solium y suele estar 

presente en cerdos de campo (32, 44, 45). 
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La familia T24 y sus formas nativas GP39-42 y GP24 del LLGP-EITB, son 

proteínas transmembrana con 13 residuos de cisteína importantes para el 

reconocimiento antigénico y pertenecen a la familia de las tetraspaninas. La forma 

recombinante rT24H perteneciente a la región hidrofílica de la forma nativa, se ha 

logrado clonar y expresar también en sistemas de baculovirus y E coli, obteniendo 

proteínas recombinantes con performance similar y comparable a la nativa GP24 

(46). Ensayos con el antígeno rT24H en el formato de EITB y ELISA, mostraron 

una sensibilidad del 94 %  en casos con dos o más quistes viables y especificidad 

del 98% (11, 47, 48).  

 

Asimismo, los antígenos LLGP de la familia de 8kDa (GP13, GP14, GP18, GP21) 

están conformados por proteínas hidrofílicas que carecen de regiones 

transmembranas y sitios de anclaje; lo que sugiere que son proteínas secretadas 

extracelularmente. Diversas variantes de esta familia se sintetizaron químicamente 

y se evaluaron en muestras de suero, obteniendo 4 péptidos con buena performance 

en ensayos individuales: sTs18, sTs14, sTsRS1 y sTsRS2 (49). 

 

Los antígenos recombinantes y péptidos sintéticos anteriormente mencionados se 

han evaluado  en inmunoensayos cuantitativos individuales como el uso de tres 

formatos de QuickELISA para cada uno de los antígenos rGP50, rT24H y el péptido 

sTs18, los cuales obtuvieron una sensibilidad de 94%, 97% y 89% y especificidad 

de 96%, 89% y 74%, respectivamente (43). Adicionalmente, en otro ensayo de 

ELISA indirecto, se determinó que las respuestas individuales de anticuerpos 
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producidos contra rGP50 y sTs18 se correlacionan cuantitativamente con la 

infección por quistes viables, siendo la actividad anti-sTs18 la más sensible al 

estado de infección (41). También se ha realizado un ensayo semi cuantitativo con 

un sensor fluorescente en un formato de flujo lateral con el antígeno rT24H, 

obteniendo una sensibilidad del 89% y especificidad del 99% (50, 51) 

 

En cuanto al uso de los antígenos recombinantes en formatos múltiples, se ha 

realizado un inmunoblot basado en los antígenos recombinantes rGP50, rT24H y el 

péptido sTsRS1 (48). Donde rT24H obtuvo valores de sensibilidad y especificidad 

cercanos al 100% para pacientes con más de un quiste viable, y cuando se 

consideraron los datos de la combinación de los tres antígenos no demostró ser más 

sensible que cualquier antígeno solo para detectar casos de NCC. Asimismo, un 

ensayo de impresión multiantigénica (MAPIA) comparó el desempeño de todas las 

proteínas recombinantes y péptidos sintéticos (rGP50, rT24H, sTsRS1, sTs18, 

sTsRS2 y sTs14). Esta prueba obtuvo una sensibilidad del 97% y especificidad del 

99%, sin embargo el uso de la combinación de todos los antígenos tampoco mejoró 

la sensibilidad de la prueba (52). Aunque se conoce que la intensidad de respuesta 

está relacionada con la carga de infección o estadio de la enfermedad, estos dos 

inmunoensayos que evaluaron la presencia de anticuerpos en simultáneo tienen la 

desventaja de solo obtener resultados cualitativos de presencia o ausencia de 

anticuerpos. 
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E. Inmunoensayos multiplex basados en microesferas 

El inmunoensayo cuantitativo más común es el ELISA para un solo analito o 

formato uniplex, el cual ha permitido la cuantificación de proteínas durante décadas 

mediante la lectura de absorbancia evidenciada en un cambio de coloración por la 

unión antígeno-anticuerpo. Sin embargo cuando se quieren cuantificar varios 

analitos, realizar múltiples ELISAs puede ser laborioso, costoso y consume 

cantidades relativamente grandes de muestras (31, 53).  

 

Las pruebas de ELISA de múltiples analitos, o múltiplex, ofrecen la posibilidad de 

obtener información cuantitativa confiable en un análisis simultáneo de varios 

analitos. Estos ensayos se basan en el uso de microesferas magnéticas,de 6.4 µM, 

lo que facilita su manipulación para procesos de conjugación de proteínas y 

desarrollo de reacciones inmunoenzimáticas, proporcionando una superficie de 

captura para diversos analitos (54). Otra ventaja es que, en lugar de la superficie 

plana de la placa de plástico del ELISA, las microesferas proporcionan una 

superficie esférica con mayor capacidad para capturar el analito deseado (55).  

 

Además de poseer un centro superparamagnético, cada microesfera esta revestida 

por dos marcas de colorantes fluorescentes que pueden ser distinguidas en 

diferentes espectros de emisión. De esta manera, cada microesfera es identificada 

mediante un equipo llamado BioPlex-100 (Luminex corp), especial para este tipo 

de inmunosayos múltiples, que identifica cada microesfera añadida al ensayo y 

cuantifica la cantidad de anticuerpo unido a las microesferas mediante la 

fluorescencia emitida (56). Bioplex-100 permite clasificar hasta 100 microesferas 
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magnéticas con intensidades de colores fluorescentes diferentes, lo que permite 

conjugarlas con hasta 100 analitos diferentes y evaluar su reacción en una sola 

muestra.  Asimismo, la facilidad de manipulación ha permitido el desarrollo de 

diferentes tipos de microesferas magnéticas con grupos químicos especiales para 

conjugarse a proteínas, receptores, enzimas o ADN, obteniendo una gran 

versatilidad de ensayos (55, 57, 58).  

 

 

Figura 4. Coloración de microesferas en ensayos múltiples. Las microesferas son 

coloreadas internamente con dos fluorescentes diferentes (rojo e infrarrojo), diez 

concentraciones de estos generan 100 distintas reiones o códigos de color de las 

microesferas. Cada microesfera es conjugada a un analito específico (antígeno) 

que se utiliza en el ensayo múltiple. 

 

 

rGP50 rT24H

sTs14 sTs18
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Figura 5. Representación esquemática del fundamento de la técnica del 

inmunoensayo multiplex basado  microesferas magnéticas. A) Descripción gráfica 

del desarrollo del inmunoensayo. B) Proceso de lectura dentro del equipo 

BioPlex-100. 

 

1. Ventajas  

Además de tener potencial uso para evaluar diferentes analitos de manera 

simultánea y cuantitativa, las principales ventajas de este sistema múltiple son la 

velocidad y el alto rendimiento, dado que cada microesfera sirve como una prueba 

A) 

B) 
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individual. De esta manera, se puede realizar y analizar una gran cantidad de 

ensayos diferentes simultáneamente (59, 60). Adicionalmente, la versatilidad y la 

precisión  porque permite personalizarlo en función del analito de interés y realizar 

una cuantificación en tiempo real (61). 

  

F. El cerdo: hospedero intermediario y modelo animal para el estudio 

de la NCC 

Los modelos animales son ideales para el estudio de enfermedades. En la NCC son 

útiles para caracterizar los procesos fisiopatológicos durante la implantación del 

quiste, para identificar biomarcadores específicos, para evaluar el desarrollo de la 

respuesta inmune y marcadores de la inflamación (62).  

 

Debido a que el cerdo es el huésped intermedio natural de T. solium, es ampliamente 

estudiado para determinar procesos inmunopatológicos relacionados a la NCC.  Se 

han utilizado cerdos naturalmente infectados con cisticercosis para 

evaluar la eficacia de drogas antihelmínticas caracterizar los procesos patológicos 

de la enfermedad y evaluar las pruebas de diagnóstico inmunológico (63, 64). Sin 

embargo, aunque la infección natural es el modelo más cercano a una infección real 

en humanos; su uso no permite precisar la longevidad del quiste, el grado 

de degeneración  y existe una gran variabilidad en el número de quistes por cerdo.  

 

Por este motivo, nuestro grupo de investigación ha  utilizado y estandarizado un 

método de infección controlada y experimental. Esta infección experimental se 

realiza por la ruta oral donde con una sola proglotis grávida de T solium, se recrea 
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una infección por cisticercosis permitiendo explorar la evolución de la enfermedad 

(24, 62). Cabe resaltar que este es el método de infección utilizado en las muestras 

evaluadas en esta investigación. 

 

1. Inmunidad en el cerdo: Respuesta inmune adaptativa humoral 

en la infección por cisticercosis 

Una de las razones por las que el cerdo se utiliza como modelo animal de muchas 

enfermedades que afectan a humanos, es su similaridad en la  respuesta inmune.  La 

respuesta inmune en cisticercosis brevemente se divide en etapas. Durante la 

primera etapa se ha identificado que citocinas producidas por linfocitos Th1 son los 

componentes protectivos contra las oncósferas cuando se establece el cisticerco; 

luego el parásito empieza a activar mecanismos de evasión por lo que el hospedero 

porcino empieza a desarrollar una respuesta humoral de varias clases de anticuerpos 

(2, 24, 65). 

En este sentido, es importante mencionar que la respuesta humoral en la 

cisticercosis es principalmente mediada por la IgG , sugiriendo una infección 

crónica y pudiendo ser reconocida libremente en el suero de los hospederos 

infectados. Asimismo, teniendo en cuenta que la cisticercosis es una infección a 

largo plazo, la respuesta celular proliferativa que ocurre es activada por linfocitos 

de tipo Th2, lo que se asocia a la sobreviviencia del parásito; sin embargo, el 

balance Th1/Th2 aún no ha sido descrito completamente (20, 65) .  
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En este estudio se evaluó la respuesta inmune adaptativa humoral basada en la 

respuesta de anticuerpos IgG contra antígenos recombinantes y péptidos sintéticos 

específicos de importancia diagnóstica en muestras de suero de cerdos. Las 

muestras de suero seleccionadas provienen de una infección experimental 

controlada por vía oral que permitió el desarrollo de quistes viables y degenerados 

de acuerdo a la edad en la cual fueron infectados los cerdos (1,3 y 5 meses). De esta 

manera, se determinaron los niveles de fluorescencia de anticuerpos IgG específicos 

contra cada antígeno diagnóstico durante el curso de la infección, constituyéndose 

como una posible herramienta para el estudio de la cinética de anticuerpos en 

simultáneo y asociarlo a una etapa o un tipo de infección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 

 

 
  

 

V. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

¿El inmunoensayo basado en microesferas (MBA) será una herramienta capaz de 

detectar cambios en los niveles de fluorescencia emitidos por la respuesta inmune 

adaptativa humoral de anticuerpos IgG  específicos contra cada uno de los antígenos 

recombinantes y péptidos sintéticos de Taenia solium para describir su cinética 

durante el curso de la infección de cisticercosis  en el modelo animal porcino? 
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VI. OBJETIVOS 

A. OBJETIVO GENERAL 

● Evaluar la capacidad de un inmunoensayo múltiple basado en microesferas 

(MBA) para describir la cinética de anticuerpos IgG específicos contra los 

antígenos diagnósticos de cisticercosis durante el curso de la infección. 

B. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

▪ Optimizar el ensayo basado en microesferas para la detección simultánea de 

anticuerpos IgG contra cisticercosis en muestras de suero de cerdos. 

▪ Utilizar la técnica del MBA para describir y comparar la respuesta de IgG 

en simultáneo en los tres grupos de infección: cerdos infectados a 1, 3 y 5 

meses de edad. 

▪ Utilizar la técnica del MBA para describir y comparar la respuesta de IgG  

en simultáneo en cerdos que desarrollaron infección viable y no-viable. 

▪ Evaluar el porcentaje de concordancia y determinar el indice kappa entre el 

MBA y la técnica de referencia para evaluar anticuerpos en cisticercosis 

(Western blot, LLGP-EITB). 
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VII. METODOLOGIA 

A. Diseño de estudio 

El presente estudio fue experimental, retrospectivo y longitudinal. En este 

estudio se desarrolló un ensayo múltiplex basado en microesferas para detectar 

simultáneamente anticuerpos IgG frente a 2 proteínas recombinantes (rGP50 y 

rT24H) y 4 péptidos sintéticos (sTsRS1, sTS18, sTSRS2 y sTS14). Para ello, se 

optimizó el ensayo múltiplex mediante la evaluación de diferentes buffers y 

concentraciones de cada antígeno para ser acoplados a la microesferas, y se 

evaluó una batería de 162 sueros de cerdos de nuestra seroteca. Estas muestras 

de suero, que estuvieron almacenadas en ultracongelación (-70°C) 

correspondían a un estudio previo donde 18 cerdos fueron experimentalmente 

infectados con cisticercosis (39). El estudio previo reportó que estos cerdos 

fueron divididos en tres grupos de edades de infección (1, 3 y 5 meses de edad), 

y a cada uno de ellos se les  tomó nueve muestras en el tiempo hasta su 

necropsia, que fue en el día 90 PI. El ensayo de microesferas evaluó 

simultáneamente la respuesta inmune adaptativa humoral contra cada antígeno 

recombinante durante la infección por cisticercosis. 

 

B. Población y muestras de estudio 

Para este estudio se evaluaron un total de 162 muestras de suero de nuestra 

seroteca, ubicadas en una ultracongeladora en las instalaciones de los 

Laboratorios de Investigación y Desarrollo de la Universidad Peruana Cayetano 

Heredia (LID-UPCH), donde el laboratorio de Neurocisticercosis monitorea 



29 

 

 
  

constantemente la adecuada temperatura de almacenamiento. El estudio al cual 

pertenecen las muestras desarrolló una infección experimental de cerdos y 

estaba titulado “Serological responses in porcine cysticercosis” (39), el cual fue 

realizado en el año 2008 por nuestro grupo de trabajo de cisticercosis 

(Cysticercosis working group of Peru, CWGP). Cabe resaltar que el director del 

CWGP brindó acceso a esta seroteca para la realización de este estudio. 

Brevemente, 18 cerdos fueron infectados experimentalmente con cisticercosis 

mediante la ingesta oral de un proglótido grávido de T solium. Los cerdos fueron 

divididos en tres grupos de infección equitativos: 6 cerdos infectados a 1 mes 

de edad, 6 infectados a los 3 meses de edad y 6 cerdos infectados a los 5 meses 

de edad. Durante los 90 días de seguimiento, se les tomó 9 muestras de sangre 

en diferentes puntos de tiempo (día 0 o muestra basal antes de la infección, 7, 

14, 21, 28, 42, 57, 70 y 90 post infección) a fin de evaluar la respuesta 

inmunológica ante la infección con cisticercosis. Noventa días luego de la 

infección, los cerdos fueron sacrificados y se evaluó el resultado de la infección 

en términos de presencia  de anticuerpos. 
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Tabla 1. Esquema de la procedencia de las muestras de suero de cerdo utilizadas 

en el estudio. 

Id 

cerdo 
Método de 

infección 
Edad de 

infección 
Seguimiento 

8113 

Oral: 1 proglótido 
 

1 mes de edad 

 

0,7,14,21,28,42,57,70 

y 90 PI 
 

8114 

8115 

8116 

8117 

8118 

8107 

3 meses de edad 
 

8108 

8109 

8110 

8111 

8112 

8101 

5 meses de edad 
 

8102 

8103 

8104 

8105 

8106 

PI = Post infección 

C. Procedimientos y técnicas 

1. Obtención de proteínas recombinantes y 

péptidos sintéticos 

En los últimos 20 años, el laboratorio de inmunoquímica e inmunoensayos de la 

División de enfermedades parasitarias del Centro de Prevención y Control de 

Enfermedades (CDC-Atlanta, GA) ha colaborado cercanamente con nuestro grupo 

de investigación logrando caracterizar cada una de las proteínas LLGP utilizadas 

en el EITB para el diagnóstico de la NCC, y sus formas recombinantes. 
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Para el estudio, el laboratorio de inmunoquímica e inmunoensayos de la División 

de enfermedades parasitarias  del  CDC, envió a clonar, expresar y purificar las 

proteínas recombinantes rGP50 y rT24H en el sistema de expresión de E.coli 

(rT24H) y baculovirus (rGP50) con la empresa GenScript, USA. Asimismo, los 

péptidos sTs18, sTs14, sTsRS1 y sTsRS2 se enviaron a sintetizar químicamente 

con la misma empresa.  

 

Validación de proteínas recombinantes y péptidos sintéticos: La validación de la 

funcionalidad de las proteínas recombinantes y péptidos sintéticos se realizó 

mediante la técnica de Western Blot donde se mezcló 50 ug/ml de cada proteína 

con SDS (dodecil sulfato de sodio) (BioRad, USA) al 10% y tracking dye (Azul de 

bromofenol) (BioRad, USA) a una dilución de 1:50. Esta solución se calentó a 95°C 

por 15 minutos y luego se agregó glicerol al 6% para obtener un volumen final de 

50 ul. Se realizó una electroforesis SDS-PAGE en un gel de acrilamida del 8-25% 

y se transfirió a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 uM (Merck, Alemania) en 

el equipo TransBlot turbo (BioRad, USA) por 30 minutos. Finalmente, las 

membranas se bloquearon por 1 hora con PBS Tween 0.3% leche 5% y se 

almacenaron a -20°C hasta su uso. Para realizar el inmunoensayo, la membrana se 

descongeló e incubó overnight con un pool de suero de cerdos positivos a 

cisticercosis y pool de suero de cerdos negativos a cisticercosis (con diagnóstico 

confirmado por necropsia), a una dilución de 1:100 en buffer de bloqueo. Al día 

siguiente, se realizaron cinco lavados con PBS Tween 0.3%, se adicionó el 

anticuerpo secundario anti Pig-IgG (Seracare-KPL, USA) diluido 1:6000,  y se dejó 



32 

 

 
  

incubar 2 horas en agitación. Luego de 3 lavados con PBS Tween 0.3% y 2 lavados 

con PBS, se agregó la solución reveladora de DAB (3’-3’ Diaminobencidina) 

(BioRad, USA) y 2.5 ul de peróxido de hidrógeno. Luego de 10 minutos de 

reacción, se observó la presencia de proteínas mediante una coloración marrón en 

la membrana; lo que determinó la funcionalidad de las proteínas recombinantes. 

2. Optimización del ensayo basado en 

microesferas (MBA) 

Selección de buffer de acoplamiento: El acoplamiento de las microesferas a las 

proteínas recombinantes y péptidos sintéticos se realizó de acuerdo a los protocolos 

sugeridos por el fabricante (MagPlex Microspheres- Luminex Corporation, USA). 

Las microesferas MagPlex, utilizadas para este ensayo, son micropartículas de 

poliestireno de 6.4 μM de diámetro incrustadas con material superparamagnético, 

y con el uso de un separador magnético (imán) se facilita su manipulación en los 

procesos de conjugación, mejorando así el porcentaje de recuperación en los pasos 

de lavado. Los grupos carboxilo funcionales en la superficie de las microesferas 

MagPlex permiten un fácil acoplamiento a un grupo amino, como el de las 

proteínas. Estas además han sido teñidas con  colorantes  en conjuntos 

espectralmente distintos o “regiones”, lo que les permite ser identificadas 

individualmente por el equipo BioPlex. Estas microesferas con regiones o 

codificación única proporcionan un sustrato ideal para realizar su multiplexación.   

 

Brevemente, se alicuotó la cantidad deseada de cada microesfera a ser acoplada, 

siendo 50 µL (~125 000 microesferas) para las evaluaciones de optimización y 1 

mL (~2.5 millones de microesferas) para la producción final del lote. Luego se 
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realizaron dos lavados con buffer MES-NaCl Tween 0.05% con la ayuda de un 

separador magnético o magneto. Cada lavado estuvo compuesto por 30 segundos 

en vórtex, seguido de 20 segundos en el sonicador y 1 minuto en el magneto, a fin 

de poder retirar el sobrenadante y colocar 500 ul de buffer de lavado nuevamente. 

Luego de los lavados, se agregó 20 ul de 1-etil-3-3-dimetilaminopropil 

carbodiimida (EDC) y N- hidroxisulfosuccinimida (sulfo NHS) (Merck, Alemania) 

para activar las microesferas carboxilo, y se dejó incubar por 30 minutos en 

oscuridad y movimiento constante. Luego, se realizaron 3 lavados más. Para 

determinar el mejor buffer de acoplamiento se probaron 3 buffers: PBS pH 7.8, 

MES pH 5 y Borato pH 8.5. Las microesferas fueron resuspendidas en 100 ul de 

cada uno de los buffers de acoplamiento (MES, Borato o PBS), y se adicionó una 

concentración saturante (12.5 ug/ml) de cada antígeno. El acoplamiento se realizó 

durante al menos 3 horas en oscuridad, movimiento constante y a temperatura 

ambiente. Finalmente, las microesferas fueron lavadas con PBS-Tween 0.3% y se 

incubaron con la solución bloqueadora de buffer PBS+1% de albúmina de suero 

bovino – BSA+ 0.05% de azida de sodio durante 30 minutos con el fin de evitar 

uniones inespecíficas de proteínas a los grupos carboxilo libres de las microesferas. 

Las microesferas acopladas fueron resuspendidas en su volumen inicial de 

acoplamiento en buffer bloqueante con inhibidores de proteasas 

(fenilmetilsulfonilo, leupeptina y pepstatina) (Merck, Alemania) y se almacenaron 

en oscuridad y a 4°C.  Las condiciones de acoplamiento óptimas se determinaron 

comparando la relación señal/ruido (S/N) de un pool de sueros de cerdos positivos 

y negativos (confirmados por necropsia). 
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Determinación de concentración de proteína o péptido para acoplamiento: Luego 

de seleccionar el mejor buffer de acoplamiento para cada una de las  proteínas 

recombinantes y péptidos sintéticos, se determinó la concentración óptima para el 

acoplamiento con tres concentraciones previamente establecidas por el protocolo 

del laboratorio de inmunoquímica del CDC: 22.5 ug/ml, 12.5 ug/ml y 2.5 ug/ml. 

Para el proceso de conjugación se siguió el protocolo del fabricante Magplex, que 

ha sido brevemente descrito en la sección anterior.  De igual manera que para la 

evaluación del mejor buffer de conjugación, las tres concentraciones se evaluaron 

para cada antígeno o péptido y  se comparó la relación señal/ruido (S/N) en un pool 

de sueros de cerdos positivos y negativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema del procedimiento de conjugación para el acoplamiento de 

microesferas magnéticas a proteínas recombinantes y péptidos sintéticos. 
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Evaluación del ensayo basado en microesferas: El desarrollo del MBA se realizó 

para la detección de anticuerpos IgG específicos contra las proteínas recombinantes 

y péptidos sintéticos. El principio del inmunoensayo es que cada antígeno 

recombinante o péptido, acoplado a una microesfera, se una a su par de anticuerpos 

IgG específicos y este complejo sea reconocido por un anticuerpo secundario 

policlonal acoplado a una molécula de biotina (anti Swine-IgG (H+L)). La biotina 

del anticuerpo secundario se une a la estreptavidina acoplada al fluorocromo 

ficoeritrina (Streptavidin Phicoerythrin-SAPE). Finalmente la fluorescencia 

generada por la formación del complejo (Ag-Ab primario-Ab secundario) es 

reconocida en el lector BioPlex 100 (Luminex corporation, USA). Bioplex 100 es 

un equipo especialmente diseñado para la evaluación de ensayos múltiplex que 

alinea las microesferas en el sistema fluídico del lector e ingresan a la celda de flujo, 

donde dos  rayos láser las interrogan individualmente para determinar el color de la 

microesfera (láser rojo 635 nm de “clasificación” o codificación que identifica la 

región de cada microesfera) y la intensidad de la señal del ensayo o intensidad de 

fluorescencia de PE (láser verde 532 nm). El análisis de fluorescencia se midió en 

100 microesferas por cada región por pocillo, según sugerencia del fabricante 

(Luminex corporation, USA). Los resultados se registraron en el software del 

programa incorporado en el equipo BioPlex 100 como intensidad de fluorescencia 

media  (MFI) y de la misma manera fueron analizados.  
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Figura 7. Representación esquemática del fundamento del inmunoensayo de 

microesferas. (A) Representación gráfica de la microesfera conjugada al 

antígeno/péptido y siendo reconocida por el anticuerpo primario (azul). El 

anticuerpo secundario acoplado a biotina reconoce al anticuerpo primario. La 

biotina del anticuerpo secundario es reconocida por la estreptavidina que esta 

unida a la ficoeritrina quien emite la fluorescencia de la reacción. (B) 

Representación gráfica de la lectura en el equipo BioPlex 100. Luego de que las 

microesferas sean alineadas, dos rayos láser inciden en cada microesfera, el laser 

verde reconoce la región o identidad de cada microesfera y el láser rojo detecta la 

fluorescencia de reacción emitida por la ficoeritrina.  

 

Cabe resaltar que el ensayo de MBA se realizó siguiendo un protocolo 

estandarizado y pre establecido por el laboratorio de Inmunoquímica del CDC. Se 

utilizaron 2000 microesferas acopladas con cada antígeno o péptido por pocillo de 

la microplaca de ensayo. Los cálculos se realizaron teniendo en cuenta el volumen 

A B 
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final en el pocillo (50 ul) y se utilizó como diluyente la solución bloqueante de PBS 

Tween 0.3% Leche 5%; la leche añadida al buffer PBS actua de agente bloqueante 

para evitar uniones inespecíficas en la superficie de la microesfera y el tween actúa 

removiendo estas interacciones inespecíficas y débiles. Asimismo, se realizó la 

dilución del suero porcino a 1:100 en la misma solución. En resumen, a una 

microplaca de inmunoensayos de color oscuro y fondo plano (Costar black plate, 

ThermoFisher Scientific, USA) se le  adicionó 50 ul de la solución de las 

microesferas conjugadas con los antígenos a evaluar y 50 ul de la muestra de suero 

diluida, esto se incubó durante 30 minutos. Luego se realizaron 4 lavados con PBS 

Tween 0.3% con la ayuda de un lavador automatizado para inmunoensayos 

acoplado a una placa magnética en la base (Lavador magnético Biotek ELX-T50, 

Agilent Technologies, USA) utilizando el programa pre determinado “Costar plate 

magnetic flat bottom”, y se adicionó 50 ul de conjugado policlonal anti swine-IgG 

(H+L) con biotina (Southern Biotech, USA) a una dilución de 1:200. Luego, se 

realizaron 4 lavados más , se agregó 50 ul de solución SAPE (Estreptavidina-

Ficoeritrina, Southern Biotech, USA) diluida 1:250 y se incubó por otros 30 

minutos. Finalmente las microesferas fueron lavadas y resuspendidas en 125 ul de 

PBS-BSA 1% Azida de sodio 0.05% para la lectura en el equipo BioPlex 100. Todas 

las muestras se incubaron por duplicado y si existía discordancia entre las mismas 

(<20%) se repitió en un nuevo ensayo. Los resultados fueron exportados a una tabla 

de Excel por el software de Luminex Corp, para su posterior análisis. 
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3. Electroinmunotransferencia blot (EITB) 

La prueba de referencia para la evaluación de anticuerpos IgG en simultáneo en 

cisticercosis es el western blot con 7 antígenos afines a la lentil lectina, también 

conocida como LLGP-EITB. Para cumplir con el cuarto objetivo del estudio, se 

tomaron los resultados de la base de datos reportada en el artículo de Deckers et 

al (39), donde se reporta la presencia de anticuerpos IgG mediante el número de 

bandas diagnósticas de glicoproteínas específicas del cisticerco de T. solium 

(GP50, GP42-39, GP24, GP21, GP18, GP14 y GP13). Esta evaluación se realizó 

al momento de la colecta de muestra utilizando la metodología descrita 

originalmente por Tsang (28) . 

      

4. Recolección de datos 

Toda la información referente al experimento fue ingresada digitalmente a una 

base de datos en el programa Excel 2020 (Microsoft Office 2020, USA) y fue 

mantenida bajo estricta confidencialidad por el investigador principal.   

 

D. Plan de análisis 

A partir de los resultados del ensayo basado en microesferas se determinaron las 

intensidades de fluorescencia emitidas por los anticuerpos IgG contra cada antígeno 

recombinante y péptido analizado en cada punto de tiempo evaluado y la respuesta 

en conjunto de estos anticuerpos durante el curso de la infección en cada grupo de 

infección y frente al tipo de infección (categorizada en viable y no viable) de cada 

cerdo, se expresaron en unidades de intensidad de fluorescencia media (IFM). El 
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promedio de la respuesta de anticuerpos en cada punto de tiempo fue comparada 

por grupo de estudio y la diferencia entre ellas fue analizada mediante la prueba de 

t de student. Los niveles de anticuerpos IgG para el ensayo de microesferas y para 

el EITB fueron expresados mediante valores estadísticos de resumen como: media 

y desviación estándar o mediana y rango intercuartílico, según su distribución. 

Además se representaron gráficamente. Aunque la técnica del MBA brinda valores 

numéricos de IFM y la del ensayo de referencia (LLGP-EITB) es cualitativa, la 

comparación de la presencia de anticuerpos fue posible mediante el establecimiento 

de un punto de corte para el MBA, el cual se estableció utilizando el método del 

punto de cambio, descrito como +/- 3 veces la desviación estándar del promedio del 

IFM de las muestras negativas (muestras basales). Se evaluó también el porcentaje 

de concordancia entre las dos pruebas (número de muestras que coinciden en 

resultado, dividido entre el total de muestras y multiplicado por 100%) y valor de 

coeficiente Cohen’s kappa para analizar la concordancia. Asimismo, la estadística 

de resumen y gráficos fueron realizados utilizando el software estadístico de 

STATA V.14 (Stata Corp. College Station, TX, USA) considerando un 5% de 

significancia para todos los tests.. 

E. Consideraciones éticas 

Esta investigación obtuvo la aprobación del Comité de Ética en animales de la 

Universidad Peruana Cayetano Heredia UPCH (SIDISI 205765), en el cual se 

mencionó que las muestras de suero analizadas fueron seleccionadas de un estudio 

previo aprobado por el comité de ética en animales de la Escuela de Medicina 

Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (39).  
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VIII. RESULTADOS 

A. Optimización de MBA 

La optimización partió de un protocolo pre establecido de CDC y consistió en la 

evaluación del buffer de acoplamiento y concentración ideal de cada antígeno 

recombinante y péptido sintético, donde para cada uno se determinaron los valores 

de fluorescencia (IFM) . 

 

En cuanto al buffer de acoplamiento ideal para cada antígeno o péptido, rGP50 y 

rT24H obtuvieron valores de fluorecencia mayores a 4000 usando el buffer de 

acoplamiento MES, mientras que sTs14, sTsRS1 y sTsR2 tuvieron un los mayores 

valores de fluorescencia con buffer borato. Finalmente, el único péptido que se 

acopló mejor con buffer PBS fue la sTs18. La concentración ideal de cada antígeno 

fue determinada de la misma manera ya acoplándose con los buffers determinados 

en el experimento anterior, donde rGP50 fue la proteína recombinante que obtuvo 

el mayor valor de fluorescencia, necesitó 12.5 ug/ml de antígeno (IFM: 11067.03) 

al igual que rT24H (IFM: 3105.17). Los péptidos sintéticos sTs18, sTsRS2 y 

sTsRS1 conjugados a 22.5 ug/ml de concentración obtuvieron los altos valores de 

fluorescencia (IFM: 2488.17, IFM: 2172.33 y IFM: 788.67  respectivamente); 

mientras que sTs14 solo necesitó 2.5 ug/ml de antígeno para acoplarse óptimamente 

a las microesferas (IFM: 2580.17).  
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Tabla 2. Resumen de condiciones óptimas de buffer de acoplamiento,  

concentración de antígenos o péptidos y valor de intensidad de fluorescencia 

media (IFM) obtenido. 

Antígeno recombinante/ péptido sintético 
Buffer de 

acoplamiento 

Concentración de 

antígeno 
IFM 

rGP50 MES 12.5 ug/ml 11067.03 

rT24H MES 12.5 ug/ml 3105.17 

sTs14 Borato 2.5 ug/ml 2580.17 

sTs18 PBS 22.5 ug/ml 2488.17 

sTsRS1 Borato 22.5 ug/ml 788.67 

sTsRS2 Borato 22.5 ug/ml 2172.33 

 

B. MBA para cisticercosis porcina: Detección de anticuerpos IgG por 

grupo de infección 

 

Luego del acoplamiento de los 6 antígenos recombinantes a las condiciones óptimas 

determinadas en el experimento anterior, se realizó el ensayo de MBA para todas 

las muestras a evaluar. La distribución de las fluorescencias emitidas por 

anticuerpos (IFM) contra cada antígeno recombinante y péptido sintético se 

determinaron por cerdo y durante el curso de la infección (día 0 a día 90 PI). 

  

Debido a que la respuesta humoral porcina en la infección por cisticercosis esta 

estrechamente relacionada a la naturaleza y número de cisticercos (viables o 

degenerados), se extrajo la información de las fichas de necropsia de las bases de 

datos del estudio previo (39). La información de la necropsia fue necesaria para 
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determinar la carga parasitaria de cada cerdo y obtener información acerca de la 

viabilidad de la infección al momento de la necropsia (90 PI), lo que a su vez es 

un factor crucial para entender la respuesta humoral de anticuerpos IgG. Estos 

datos se encuentran detallados en la sección de anexos.   

 

En general, todos los cerdos presentaron valores de fluorescencia muy bajos 

(menores a 18) en sus muestras pre infección o muestras basales. El grupo de cerdos 

que se infectó a un mes de edad presentó mayores valores de fluorescencia para 

todos los antígenos (variando entre IFM de 1022.08-8415.92), especialmente contra 

rT24H, sTsRS1 y sTs18, a excepción de los cerdos que no desarrollaron la infección 

(ID 8117, 8118). Los valores de IFM demostraron que la fluorescencia aumenta 

gradualmente durante el curso de la infección desde el día 21 PI para rGP50 y día 

28 PI para rT24H y los demás péptidos; alcanzando su máximo valor en el día 90 

PI, a excepción del cerdo ID 8114, que desarrolló mayor cantidad de quistes 

degenerados y donde la respuesta contra los antígenos disminuyó notablemente 

después del día 57 y 70 PI. Aunque no se encontraron quistes en la necropsia, en el 

cerdo ID 8117 se detectaron señales de fluorescencia bajas 138.91 y 99.56 para el 

día de la necropsia contra los antígenos rGP50 y rT24H, respectivamente. Estos 

anticuerpos detectados podrían deberse a la exposición a la infección, sin embargo, 

no logró establecerse en el animal. Por el contrario, en el cerdo ID 8118 (también 

negativo en la necropsia) no se detectaron niveles de fluorescencia mayores a 20 

(similar a las muestras basales). 
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El grupo de cerdos que se infectó a los 3 meses de edad también mostró un promedio 

de niveles de fluorescencia más altos contra el antígenos rT24H (al día 90 PI) y los 

péptidos sTs14 y sTs18 (al día 67 PI). Por el contrario, los niveles de fluorescencia 

más bajos se obtuvieron frente a los péptidos sTsRS1 Y sTsRS2. Se observó que, 

mientras la fluorescencia emitida por anticuerpos contra antígenos recombinantes 

rGP50 y rT24H aumentaron durante el curso de la infección hasta el día 90 PI; la 

emitida por anticuerpos contra los péptidos sintéticos mantuvieron su máximo nivel 

solo hasta el día 67 y 70 PI y luego decrecieron, siendo los anticuerpos contra sTs14 

los que presentaron la mayor caída de señal emitida. Asimismo, el cerdo que 

presentó la fluorescencia más elevada de anticuerpos contra todos los antígenos 

(especialmente contra rGP50, y un marcado decrecimiento al día 70 PI contra sTs14 

y sts18) fue el cerdo ID 8112, que presentaba 167 quistes viables y 1197 quistes 

degenerados. Por otro lado, los cerdos con ID 8111 (solo 7 quistes degenerados 

encontrados en necropsia) y ID 8107 (sin quistes en necropsia) desarrollaron un 

bajo nivel del fluorescencia de anticuerpos sólo contra rT24H y rGP50. 

 

Finalmente, el grupo de cerdos infectados a los 5 meses de edad fueron los que 

presentaron menores niveles de fluorescencia contra todos los antígenos, 

describiendo una tendencia de respuesta inmune adaptativa humoral marcada; 

donde la respuesta contra rGP50 se eleva durante todo el curso de la infección desde 

el día 21 PI y alcanzando su máximo valor en el día 90 PI; mientras que la respuesta 

frente a  rT24H y los demás péptidos sintéticos de la familia de 8KDa mostraron un 

decrecimiento desde el día 42 y 57 PI hasta el día de la necropsia. Asimismo, los 

cerdos ID 8101 y ID 8105 fueron los que presentaron elevados niveles  de 
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fluorescencia pero también el mayor decrecimiento de la misma frente a los 

antígenos de la familia de 8kDA, estos cerdos  presentaban 2808 y 1724 quistes 

degenerados, respectivamente.  

 

C. MBA para cisticercosis porcina: Comparación de la detección de 

anticuerpos IgG entre grupos de infección 

El promedio de la respuesta de cada anticuerpo fue comparada entre los tres grupos 

de infección en todos los puntos de tiempo. La figura 8 ilustra los valores de IFM 

emitidos por la detección de anticuerpos IgG frente a cada antígeno en el tiempo, 

esta es representada en una línea de tendencia correspondiente a cada grupo de 

infección, asimismo el t test indicó si la diferencia entre IFM de los anticuerpos era 

significativamente diferente o no entre los tres grupos de infección (los valores de 

p por cada intervalo de tiempo se encuentran detallados en la sección de anexos) 

 

En general, para todos los antígenos se obtuvo mayores valores de IFM más altos 

en el grupo de cerdos infectados a 1 mes de edad (IFM rGP50: 3020.83, IFM 

rT24H: 2844.97, IFM sTsRS1: 1348.97, IFM sTsRS2: 1650.97, IFMsTs14: 

2561.63 y IFMsTs18: 2416.30) seguido por los grupos de 3 y 5 meses. Se observó 

también que la concentración de anticuerpos contra el antígeno recombinante 

rGP50 mantuvo un patrón de respuesta similar en los tres grupos de edades, donde 

el ratio aumentó desde el día 21 hasta el día 90 PI, excepto en el grupo de cerdos de 

1 mes de edad donde la respuesta decreció ligeramente al día 90 PI.  
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Por otro lado, la fluorescencia emitida por lo anticuerpos contra los otros antígenos 

recombinantes y péptidos apareció alrededor del día 28 PI. Se observó que rT24H 

aumentó gradualmente hasta el día 90 PI para los grupos de 1 y 3 meses, sin 

embargo, en el grupo de 5 meses obtuvo su máximo valor (IFM:1690.72) en el día 

57 PI y luego decreció ligeramente hasta el día de la necropsia, describiendo una 

pendiente de -15.55 y siendo la diferencia estadísticamente significativa al 

compararse con los cerdos infectados a 1 y 3 meses de edad (p=0.07).  

 

Asimismo, un patrón similar al de rT24H se observó para los péptidos sTsRS2 y 

sTs14, donde la concentración de anticuerpos IgG empezó a elevarse cerca al dia 

28 PI para los tres grupos de infección; pero la respuesta contra sTsRS2 decreció 

para el grupo de infección de 3 meses, IFM de 3 meses decayó de  711.43 a 650.78 

y para el grupo de 5 meses decayó de 1270.05 a 837.80, describiendo una pendiente 

de -28.47 con una significancia marginal al compararlo con los otros grupos de 

infección (p=0.228)), mientras que para el grupo de 1 mes continuó en ascenso hasta 

el día 90 PI. Para sTs14, en cambio, la respuesta decreció drásticamente a partir del 

día 57 PI para los grupos de infección de 3 y 5 meses de edad (IFM de 3 meses: de 

1974.88 a 1613.12 y IFM de 5 meses: de 3432.05 a 1725.08 ); mostrando la mayor 

pendiente para el grupo de 5 meses (slope=-119.83) y siendo la diferencia entre 

grupos estadísticamente significativa (p=0.049). 

 

Otro patrón similar se encontró para los niveles de fluorescencia emitidos contra 

los péptidos sTsRS1 y sTs18, donde para los tres grupos de infección la respuesta 

apareció un poco después del día 28 PI, aumentó rápidamente y finalmente decreció 
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para el día de la necropsia. De igual manera, se observó mayor decaimiento de señal 

en el grupo de infección de 5 meses que describió una pendiente de -25.77 para 

sTsRS1 y de -77.29 para sTs18; sin embargo, solo la pendiente descrita por sTsRS1 

resultó ser marginalmente significativa (p=0.1). Otra diferencia importante entre los 

grupos de infección es que la caída de respuesta frente a estos dos antígenos 

recombinantes fue similar en los grupos de 1 y 3 meses, que redujo notablemente 

su ratio en el día 70 PI; mientras que el grupo de 5 meses disminuyó su respuesta 

antes (desde el día 57 PI). 

 

Figura 8. Valores de IFM emitidos por la detección de anticuerpos IgG frente a 

cada antigeno comparando los tres grupos de infección durante el tiempo de 

seguimiento (0 a 90 PI). La línea azul representa al grupo de cerdos infectados a 

un mes edad, la línea roja representa el grupo de cerdos infectados a 3 meses de 

edad y la línea verde representa el grupo de cerdos infectados a 5 meses de edad. 

El símbolo “*” indica el punto en el tiempo en el que el la señal de fluorscencia 

decae y el “**” cuando el valor p es significativo  al comparar las diferencias en la 

IFM entre grupos de infección.  
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D. MBA para cisticercosis porcina: Detección de anticuerpos según tipo 

de infección 

De acuerdo a la naturaleza de los quistes encontrados en las carcasas de cerdos, se 

realizó una re clasificación de acuerdo a si presentaban infección viable (9/15), con 

al menos un quiste viable, o infección no viable (6/15), sólo quistes degenerados. 

De esta manera, se evaluó la distribución de los valores de fluorescencia contra cada 

antígeno en presencia de una infección viable y no viable (Figura 9 y 10). De igual 

manera que anteriormente, el el t test indicó si la diferencia entre IFM de los 

anticuerpos era significativamente diferente o no entre los cerdos con infección 

viable y no viable (los valores de p por cada intervalo de tiempo se encuentran 

detallados en la sección de anexos). 

 

Se demostró que todas las valores de fluorescencia emitidos por la detección de 

anticuerpos IgG en cerdos con quistes viables fueron diferentes de los cerdos que 

superaron la infección y poseían sólo quistes degenerados. En general, los cerdos 

con infección viable o activa, al momento de la necropsia, poseían los mayores 

valores de fluorescencia. Como se observa en la figura 9, en cerdos con infección 

viable la fluorescencia emitida por anticuerpos detectados contra rT24H, sTs18 y 

sTs14 fueron las más elevadas  en comparación con las de los cerdos con infección 

no viable (IFM de rT24H: 4230.91 versus 1114.01, IFM de sTs18: 4099.56 versus 

1080.43 e IFM de sTs14: 4024.31 versus 1840.06), siendo estas diferencias entre el 

grupo de con infecciones viables y no viables estadísticamente significativas 

(p=0.005, 0.003 y 0.006, respectivamente).  
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Figura 9. Valores de IFM emitida por anticuerpos IgG en respuesta a cada 

antígeno evaluado en cerdos con infección viable y no-viable. El símbolo “*” 

indica valor p<0.01determinado por la prueba t de student.  

 

Además, se observó la cinética de los valores de fluorescencia emitida por los 

anticuerpos durante el tiempo en cerdos con infección viable y no viable. En la 

figura 10 se observó que en todos los cerdos la señal empieza a elevarse desde día 

21 PI para rGP50 y rT24H. Por el contrario, para los demás antígenos de 8kDa 

(sTsRS1, sTsRS2, sTs14 y sTs18) la señal empieza tardíamente en el día 28 PI. A 

excepción de rGP50 donde la señal se mantiene en ascenso hasta el día 90 PI, los 

cerdos con infecciones no-viables solo mantienen la señal hasta el día 57 PI, donde 

empieza a decaer, mientras que en cerdos con infecciones viables se mantiene en 

ascenso hasta el día 70 PI o 90 PI.  

 

Las tendencias descritas por la señal de fluorescencia de los cerdos que presentaban 

infecciones no viables tienen un marcado decrecimiento en la señal de anticuerpos 
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IgG desde el dia 57 PI para los antígenos de la familia de 8kDa evaluados, 

describiendo pendientes marcadas para sTs14 (slope=-79.97) y sTs18 (slope=-

51.75), y siendo la diferencia entre la señal en cerdos con infeccion viable y no 

viable al día 57 PI marginal o estadísticamente significativa (p=0.09 y 0.16 para 

sTs14 y sTs18). Por el contrario, los niveles de fluorescencia de anticuerpos IgG 

contra rGP50 en cerdos con infección no viable, nunca decreció y para los demás 

antígenos se identificaron pendientes menos pronunciadas (slope rT24H=-13.51, 

slope sTSRS1=-18.01 y slope sTsRS2=-18.96) y no detectándose diferencias 

significativas entre los cerdos del grupo de infecciones viables y no viables (p>0.2). 

 

Figura 10. Valores de IFM de anticuerpos en cerdos con infección viable (en 

color rojo) y no-viable (en color azul) durante el tiempo de seguimiento (0-90 días 

PI). El símbolo “*” indica el punto en el tiempo en el que el la señal de 

fluorscencia decae y el “**” cuando el valor p es significativo (p<0.01) al 

comparar las diferencias en la IFM entre cerdos con infección viable y no viable 

en el día 57 PI. 
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E. Detección anticuerpos por LLGP-EITB  

Debido a que el LLGP-EITB es el ensayo de referencia para detectar la presencia 

de anticuerpos frente a las glicoproteínas diagnósticas de cisticercosis y a que se 

utilizó para comparar lo obtenido en el MBA, se reporta los resultados obtenidos. 

Todos los cerdos fueron EITB-negativos antes de la infección (muestra basal o dia 

0) hasta el dia 21 PI. El número bandas (presencia de anticuerpos IgG) aumentó 

pogresivamente hasta el día de la necropsia. Al igual que en el MBA, a pesar que 

los cerdos  ID 8117 e ID 8107 no desarrollaron la infección (sin quistes en la 

necropsia), igual detectaron presencia de anticuerpos para las glicoproteínas de las 

familias GP50 y T24 (banda 1, 2  y 3 del EITB).  

 

De acuerdo a la presencia de anticuerpos por grupos de infección, la tabla 3 muestra 

la presencia de anticuerpos, expresada en número de bandas promedio en el EITB, 

durante el curso de la infección para los tres grupos de cerdos. Los cerdos infectados 

a 1 mes de edad obtuvieron menor presencia de anticuerpos que los grupos de 3 y 

5 meses, (3-4 bandas frente a 5-6 bandas) para el día de la necropsia. 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 

 
  

Tabla 3. Número de bandas de anticuerpos detectados por EITB durante el curso 

de la infección y por grupo de infección.  

Dia 

PI 

Número de bandas promedio 

1 MES 3 MESES 5 MESES 

0 0 0 0 

7 0 0 0 

14 0.5 0 1 

21 1 1 2 

28 2 1 2.5 

46 3 2 3.5 

57 3 3 4 

70 3 3.5 5.5 

90 3 4 6 

 

Al analizar la presencia de anticuerpos mediante el LLGP-EITB según el tipo de 

infección (viable o no viable), se observó que los cerdos que desarrollaron 

infecciones viables presentaron anticuerpos IgG detectables contra la GP50 desde 

día 21 PI, y los anticuerpos contra los demás antígenos se detectaton desde el día 

28 PI contra la T24 y luego contra los antígenos nativos de la familia de 8Kda (de 

4 a 6 bandas hasta el día de la necropsia). Por el contrario, para los cerdos que 

resolvieron infección, resultando en quistes degenerados o infecciones no viables, 

se empezaron a detectar anticuerpos contra GP50 más tempranamente desde el día 

14 PI. Sin embargo, al día 90 PI solo llegan a detectar anticuerpos IgG contra las 3 

primeras bandas diagnósticas (respuestas de anticuerpos contra GP50 y T24), sin 

llegar a desarrollar respuesta frente a los antígenos de la familia de 8kDa en todos 

los cerdos. 
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Figura 11. Número de bandas detectadas en EITB durante el curso de la infección 

(dia 0 a 90 PI) y en cerdos con infección viable y no-viable.  

 

F. Comparación de la presencia de anticuerpos de familias diagnósticas 

(GP50, T24 y 8kDa) medida por MBA y EITB 

Finalmente, se comparó la detección de anticuerpos contra las proteínas 

recombinantes y péptidos sintéticos del MBA y contra los antígenos nativos del 

LLGP-EITB. Para ello se estableció un punto de corte de la prueba de MBA 

(promedio de IFM de muestras basales + 3SD) y se categorizaron los resultados en 

función a la presencia o ausencia de anticuerpos. 

 

Ambos ensayos detectaron la presencia de anticuerpos contra antígenos de la 

familia GP50 (GP50 y rGP50) desde etapas tempranas de la infección. Aunque, el 

EITB detectó la respuesta contra GP50 desde el día 7 y 14 PI; y el MBA desde el 

día 14 o 21 PI; y ambos ensayos detectaron su presencia hasta el día de necropsia. 

De igual manera para la familia diagnóstica T24, se detectó presencia de 
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anticuerpos IgG en el EITB contra GP39-42 y GP24 desde el día 14 y 21 PI, 

mientras que para  la forma recombinante rT24H del MBA desde el día 28 PI. La 

presencia de anticuerpos contra la familia T24 también se mantuvo hasta el día de 

la necropsia para ambos ensayos. Con respecto a la presencia de anticuerpos contra 

la familia diagnóstica de 8kDa, las formas nativas GP21, GP18, GP14 y GP13 

(bandas diagnósticas 4, 5 6 y 7 del EITB) detectaron presencia de anticuerpos IgG 

tardiamente en el día 70 o 90 PI; mientras que el MBA detectó presencia de 

anticuerpos contra péptidos sintéticos sTsRS1, sTsRS2, sTs14 y sTs18 (familia de 

8kDa) desde el día 28 PI para todos los grupos. Asimismo, todas las respuestas de 

anticuerpos se mantuvieron hasta el día de la necropsia.  

 

El porcentaje de concordancia y el índice kappa entre estas dos pruebas también fue 

evaluado y se obtuvo una concordancia global de ~96% (kappa = 0.75). Para 

evaluar la presencia de anticuerpos durante el curso de la infección en los cerdos 

infectados a un mes de edad la concordancia entre la EITB y MBA fue de 98.89%, 

100% y 91.93% para las familias GP50, T24 y 8kDa, respectivamente (kappa = 0.8, 

1 y 0.25). Para los cerdos infectados a los 3 meses de edad la concordancia fue de 

98.76%, 96.89% y 94.41% para las familias GP50, T24 y 8kDa, respectivamente 

(kappa = 0.91, 0.81 y 0.53); y para los cerdos de 5 meses de edad fue de 97.52% 

para familia GP50 y T24 y 95.03% para la familia de 8kDa (kappa = 0.82, 0.81 y 

0.68) (Tabla 4). 
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Tabla 4. Porcentajes de concordancia e indice kappa en la detección de anticuerpos 

en los tres grupos de infección medidas por el EITB y el MBA. 

Concordancia entre las dos pruebas / 

Índice kappa 

Familia 

GP50 

Familia 

T24 

Familia 

8kDa 

Concordancia 

global 

Cerdos infectados a 1 mes de edad 

Índice kappa 

96.89% 

0.81 

100.00% 

1.0 

91.93% 

0.25 

96.27% 

0.69 

Cerdos infectados a los 3 meses de edad 

Índice kappa 

98.76% 

0.91 

96.89% 

0.81 

94.41% 

0.52 

96.69% 

0.75 

Cerdos infectados a los 5 meses de edad 

Índice kappa 

97.52% 

0.82 

97.52% 

0.81 

95.03% 

0.68 

96.69% 

0.77 

 

Además, se evaluó la concordancia de la detección de anticuerpos IgG medida por 

el EITB y el MBA luego de re clasificar a los cerdos según el tipo de infección al 

día de la necropsia. Los cerdos con infección viable obtuvieron una concordancia 

global de 96.3% (kappa = 0.91), siendo de 100% (kappa = 1.0) al detectar 

anticuerpos IgG contra las familias diagnósticas GP50 y T24 y de 88.89% (kappa 

= 0.73) contra la familia de 8kDa. Similarmente, los cerdos con infección no-viable 

obtuvieron 95.24% (kappa =  0.89) de concordancia global entre las dos pruebas, 

siendo 100% (kappa = 1.0) concordantes para detectar anticuerpos IgG contra GP50 

y T24 y 85.71% (kappa = 0.67) contra la familia de 8kDa.  
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Tabla 5. Porcentajes de concordancia e índice kappa en la detección de anticuerpos 

en cerdos con infecciones viables y no-viables medidas por el EITB y el MBA. 

 

Concordancia entre las dos 

pruebas / Índice kappa 

Familia 

GP50 

Familia 

T24 

Familia 

8kDa 

Concordancia 

global 

Cerdos con infección viable 

Índice kappa 

100.00% 

1.00 

100.00% 

1.00 

88.89% 

0.73 

96.30% 

0.91 

Cerdos con infección no-viable 

Índice kappa 

100.00% 

1.00 

100.00% 

1.00 

85.71% 

0.67 

95.24% 

0.89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

 
  

IX. DISCUSIÓN 

Este estudio se enfocó en el uso de un inmunoensayo basado en microesferas 

(MBA) para evaluar cuantitativa y simultáneamente la cinética de anticuerpos IgG 

producidos contra antígenos recombinantes de T solium, utilizando un panel de 

sueros de cerdos infectados con cisticercosis a diferentes edades: 1, 3 y 5 meses, y 

a los cuales se les realizó seguimiento por 90 días luego de la infección. El motivo 

por el cual se seleccionó esta batería de sueros, fue para evaluar la capacidad del 

MBA para medir la respuesta inmune adaptativa humoral frente a un set de 

proteínas recombinantes y péptidos sintéticos de importancia diagnóstica para 

cisticercosis durante el curso de la infección e identificar tendencias en la respuesta 

inmune adaptativa humoral desde el establecimiento del quiste hasta su 

degeneración.  

 

El MBA permitió evaluar cuantitativamente los niveles de fluorescencia emitidos 

por anticuerpos IgG, este inmunoensayo múltiplex está basado en microesferas 

magnéticas que se pueden clasificar en regiones únicas debido a que están teñidas 

con distintas proporciones de dos fluorocromos. La clasificación en regiones únicas 

permite asignar un código a cada microesfera obteniendo como resultado la 

detección simultánea de diferentes microesferas diferentes en una sola muestra (66, 

67). Si bien este formato MBA para detectar cuantitativamente anticuerpos séricos 

contra antígenos puede ser útil para determinar la prevalencia de cisticercosis 

porcina y de otras enfermedades en simultáneo (68), en este estudio se utilizó para 

caracterizar el progreso de los niveles de fluorescencia de anticuerpos IgG 
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producidos durante la infección en tres grupos de cerdos experimentalmente 

infectados.  

 

Los antígenos recombinantes y péptidos sintéticos de T solium que se conjugaron a 

las microesferas y fueron utilizados en este estudio, son representantes de las tres 

familias diagnósticas utilizadas en la prueba de LLGP-EITB (GP50, T24 y 8 kDa). 

Todas las proteínas recombinantes (rGP50 y rT24H) y péptidos sintéticos (sTsRS1, 

sTs18, sTsRS2 y sTs14) han sido previamente evaluados en ensayos de 

inmunodiagnóstico, obteniendo adecuados valores de sensibilidad y especificidad 

(10, 41, 43, 52, 68, 69). En este estudio, el ensayo múltiplex permitió no solo 

detectar la presencia de anticuerpos IgG frente a estos antígenos en simultáneo, sino 

además realizarlo de manera cuantitativa basándose en la intensidad de 

fluorescencia emitida por la reacción antígeno-anticuerpo.  

 

Los resultados de la estandarización del MBA indicaron diferentes valores de IFM 

para cada uno de los seis antígenos recombinantes evaluados, donde los péptidos 

sintéticos (sTsRS2 y sTsRS1) presentaron las señales más bajas; incluso teniendo 

concentraciones de antígeno saturantes (22.5 ug/ul). En contraste, los antígenos 

recombinantes rGP50 y rT24H obtuvieron los valores de IFM más altos. Sin 

embargo, el principal objetivo de esta investigación no fue evaluar la performance 

de cada antígeno evaluado, sino entender el comportamiento de cada anticuerpo 

producido contra estos antígenos y cómo interaccionan entre ellos en diferentes 

estadios de la infección por cisticercosis.  
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En general, el MBA permitió observar un aumento progresivo de la señal de 

fluorscencia de anticuerpos IgG desde el día 21PI para el antígeno rGP50 y desde 

el día 28 PI para rT24H hasta el día de la necropsia. Asimismo, las respuestas frente 

a los péptidos sintéticos de la familia de 8kDa empezaron cerca al día 28 PI y 

aumentó progresivamente para el grupo de cerdos más jóvenes (infectados a 1 mes 

de edad), que en su mayoría presentaban quistes viables. Sin embargo, para el grupo 

de cerdos infectados a los 3 y 5 meses de edad se observó decrecimiento de la señal 

en las últimas semanas antes de la necropsia, esto debido a la degeneración de los 

quistes que se presentó en este grupo de cerdos.  

 

La detección de anticuerpos IgG de acuerdo al grupo de infección experimental 

también mostró que los cerdos infectados a un mes de edad desarrollaron niveles 

de fluorescencia más altos para todos los antígenos evaluados, esto podría ser 

debido a que las infecciones viables exponen al hospedero a una mayor cantidad de 

antígenos por lo que su sistema inmune se encuentra en constante producción de 

defensas (70). Asimismo, en los grupos de cerdos infectados a los 3 y 5 meses de 

edad se observó una mayor senal frente a los antígenos rGP50 y rT24H durante todo 

el tiempo de seguimiento, mientras que para los demás antígenos la señal decreció 

luego del día 57 PI.  El antígeno sTs14 fue el que decreció en mayor proporción 

con la degeneración de quistes de los cerdos infectados a los 5 meses de edad 

describiendo una pendiente marcada de -119.83 al día 70 PI y estableciendo una 

diferencia significativa en ese punto de tiempo frente a los otros grupos de infección 

(p=0.005); esto podría sugerir una alta asociación entre  la respuesta de anticuerpos 

que induce este antígeno y la viabilidad de la infección. 
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Una de las tendencias observadas en la señal emitida por anticuerpos IgG son las 

tendencias descritas por los antígenos rGP50 y rT24H, donde a pesar de ser 

evaluados por grupo de infección, las señales se mantienen en aumento. Estas dos 

proteínas se han asociado a fuertemente a establecimiento del parásito (12). 

 

Por otro lado, reportes previos (12) han mencionado que fracciones del antígeno 

nativo T24 co-precipita con algunas fracciones antigénicas de los antígenos de la 

familia de 8kDa. En el caso del antígeno recombinante rT24H, a pesar de que solo 

se clonó la región hidrofóbica del antígeno nativo T24, se observó un patrón similar 

en la señal emitida por anticuerpos IgG que inducen este antígeno y algunos 

péptidos de la familia de 8kDa. La cinética de anticuerpos descrita durante el curso 

de la infección parecían ser similares entre los antígenos rT24H y los antígenos de 

8kDa, ya que iniciaron en el día 28PI y en cerdos con infecciones no viables la señal 

decscendió desde el día 57 PI; lo que podría indicar un grado de asociación debido 

a probables epítopos compartidos. Un análisis más profundo de la estructura 

primaria y modelamiento tridimensional de estas proteínas, así como un análisis 

comparando los epítopos lineales y conformacionales, determinarían si existe una 

similitud a nivel estructural entre los epítopos de estos antígenos recombinantes. 

 

De acuerdo con la detección de anticuerpos IgG según el tipo de infección, se 

determinó que en presencia de quistes viables rT24H, sTs18 y sTs14 fueron los 

antígenos que inducían una mayor señal de respuesta de anticuerpos con diferencias 

estadísticamente significativas frente a al grupo de cerdos con infecciones no 
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viables (p<0.05), sugiriendo una alta asociación entre la presencia de anticuerpos 

contra esos antígenos y el establecimiento de una infección activa. Por otro lado, 

anticuerpos contra el antígeno rGP50 mantuvieron su señal independientemente del 

grupo de infección o de la viabilidad del quiste. Una explicación para esto podría 

ser que la familia GP50 está relacionada con el anclaje a la membrana, función para 

la cual no es necesaria la presencia de un quiste vivo. 

 

La presencia de anticuerpos de cerdos fue evaluada también por el ensayo western 

blot LLGP-EITB, este ensayo está basado en el uso de siete glicoproteínas del 

parásito purificadas en una columna de lectina de lentejas. En el western blot o 

LLGP-EITB en los cerdos más jóvenes se detecto presencia de anticuerpos solo 

contra 3 glicoproteínas de la familia GP50 y T24, a pesar que tenían un alto número 

de quistes viables y que en el ensayo de microesferas mostraron señales altas contra 

los antígenos recombinantes de la familia de 8kDa. Esto podría deberse a la 

naturaleza recombinante de los antígenos el MBA, los que podrían estar 

compartiendo epítopos con los de la familia T24. Por otro lado, para los animales 

mayores (infectados a los 3 y 5 meses de edad) se detectó presencia de anticuerpos 

frente a todos los antígenos, tanto en el EITB como en el ensayo en microesferas; 

sin embargo, en el MBA se observa que decaen desde el día 57 PI hasta el día de la 

necropsia; patrón que no se puede observar en el EITB debido a su naturaleza 

cualitativa.  

 

Respecto a la evaluación de la presencia de anticuerpos dependiendo del tipo de 

infección medida por el EITB, se observó que en los cerdos con infección viable se 
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detectó presencia de anticuerpos desde el dia 14 PI y fue aumentando gradualmente 

hasta detectarse anticuerpos frente a las tres familias diagnósticas. Por el contrario, 

en los cerdos que presentaban solo quistes degenerados solo se detectó presencia de 

anticuerpos frente a las familias GP50 y T24 desde el día 7 PI. Estos resultados 

podrían indicar que en una infección viable el parásito expone al hospedero a todos 

los antígenos evaluados, activando así el sistema inmunológico del cerdo para 

generar anticuerpos específicos que combatan la infección; y la infección suele 

prosperar por la respuesta tardía de anticuerpos al día 14 PI. Por otro lado, en los 

cerdos que presentaron quistes degenerados se detectó la presencia de anticuerpos 

más tempranamente desde el dia 7 PI, por lo que la infección fue superada y solo 

se producen ciertos antígenos relacionados a anclaje y estructura (como GP50).  

 

Cuando se comparó la presencia de anticuerpos medidas por el MBA y western blot 

EITB se demostró que los antígenos nativos del EITB generan una respuesta más 

temprana de anticuerpos para los antígenos de la familia GP50 y T24; sin embargo, 

para los de 8kDa los anticuerpos detectados más tempranamente  fueron contra los 

péptidos sintéticos del MBA. Esto se podría explicar por la naturaleza nativa o 

recombinante de cada antígeno evaluado en cada ensayo; es posible que las formas 

recombinantes no posean la misma antigenicidad que la forma nativa por 

modificaciones postraduccionales u otras conformaciones.  

 

En general, los resultados de la presencia de anticuerpos medida por el ensayo de 

microesferas y el western blot EITB, determinaron que la cinética está fuertemente 

relacionada con la viabilidad del quiste, lo que a su vez está determinado por la 
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edad de infección de los cerdos. Se ha determinado que el sistema inmunitario de 

los cerdos más jóvenes aún no está completamente desarrollado, facilitando así el 

establecimiento y permanencia del parásito viable por mayor tiempo; lo que se 

traduce en señales altas de detección de anticuerpos para antígenos relacionados a 

quistes vivos como los de excreción/secreción de la familia de 8kDa del MBA y 

mayor presencia de bandas que detectan anticuerpos en el EITB. Por el contrario, 

los cerdos infectados a mayor edad afrontaron exitosamente la infección, logrando 

degenerar los quistes que se establecieron en el tejido; lo cual se vió reflejado en el 

niveles altos de concentración de anticuerpos al inicio de la infección con un rápido 

decrecimiento  conforme avanzaba la infección. 

 

Si bien ambas pruebas no se pueden reportar de la misma manera debido a la 

naturaleza cuantitativa (MBA) o cualitativa (EITB); el análisis de concordancia fue 

global de ~96%,  (kappa = 0.93) siendo mayor para la familia proteica GP50 y T24. 

Esto debido a que con la familia de 8kDa, el MBA detecta la caída de la 

concentración de anticuerpos IgG hasta hacerse indetectable, las formas nativas de 

la familia de 8kDa se continuan detectando hasta el final del seguimiento.  

 

Al comparar ambas técnicas para evaluar respuesta específica de anticuerpos en 

simultáneo, el EITB demostró ser más sensible en confirmar la presencia de 

anticuerpos (cualitativamente)  cuando se establece el quiste; por otro lado el MBA 

fue capaz de cuantificar la respuesta de todos los anticuerpos en simultáneo 

presentando varias ventajas. Primero, proporcionó resultados cuantitativos para 

cada proteína evaluada, lo que permite ver tendencias en el tiempo durante el curso 
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de la infección. Además, es un formato eficiente y de alto rendimiento que evalúa 

anticuerpos en simultáneo y está basado en antígenos recombinantes o sintéticos 

que están disponibles en cualquier part del mundo.  

 

Este estudio también presentó algunas limitaciones por el tipo de muestra y por la 

naturaleza del inmunoensayo. Respecto al panel de sueros utilizados, aunque 

permitió evaluar la respuesta inmune adaptativa humoral del hospedero durante el 

curso de la infección y en presencia de quistes viables y degenerados; existió una 

gran variabilidad en el número de quistes viables y degenerados encontrados por 

cerdo. Esta variable conocida como “carga parasitaria” puede ser un factor 

importante que afecte la cuantificación de la presencia de anticuerpos 

sobreestimando sus valores contra determinados antígenos. Asimismo, en el estudio 

previo de donde se obtuvieron los sueros, no se reportó el número de quistes 

musculares y el número de quistes cerebrales por separado. Tener esta información 

con respecto a la localización del quiste, es crucial para entender la respuesta 

inmune adaptativa circulantes en suero. El cerebro al ser una zona privilegiada 

inmunológicamente, suele desarrollar una baja detección de anticuerpos, a 

diferencia de cuando los quistes se alojan en tejido muscular.  

 

Una de las limitaciones de este estudio atribuible a la naturaleza del inmunoensayo 

es el uso de proteínas recombinantes.  Es conocido que muchas veces las proteínas 

recombinantes al momento de la expresión pierden algunas modificaciones 

postraduccionales que influyen en su funcionalidad y antigenicidad. Una de las 

modificaciones postraduccionales más comunes es la glicosilación, donde se 
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adicionan hidratos de carbono a la estructura proteica. En este sentido, se sabe que 

las proteínas nativas purificadas y utilizadas en el ensayo de EITB son 

glicoproteínas del quiste; por lo cual la glicosilación de las mismas podría tener un 

rol mayor en su antigenicidad. Sin embargo, las regiones de mayor antigenicidad 

de las proteínas nativas fueron clonadas o sintetizadas químicamente en las 

versiones recombinantes; además, por muchos años se han estudiado y utilizado 

estos recombinantes en diversas técnicas inmunológicas, demostrando un buen 

rendimiento. Por último, en este ensayo no se pudo determinar precisamente los 

puntos de corte de la prueba o límites de detección, por lo que se utilizaron las 

muestras basales de cada cerdo (antes de la infección) como puntos de referencia 

de negativos. Si bien el objetivo de este estudio no fue evaluar la performance de la 

técnica de MBA, el evaluar una batería de muestras negativas y determinar la 

especificidad del ensayo hubiera permitido realizar un análisis de concordancia más 

profundo entre el EITB y el MBA. Futuros ensayos con series de muestras definidas 

serán realizados para determinar el verdadero punto de corte de este inmunoensayo. 

 

Finalmente cabe resaltar que la utilidad potencial más evidente de esta técnica 

diagnóstica multiplex MBA no es el pronto diagnóstico de los casos de cisticercosis, 

sino evaluar el comportamiento y tendencias de la detección de anticuerpos en 

diferentes estadios de la infección y frente a cada antígeno. Pese a las limitaciones 

presentadas, este estudio fue crucial para tener una aproximación cuantitativa de la 

cinética de la respuesta inmune adaptativa humoral durante el curso de una 

infección por cisticercosis utilizando estos antígenos recombinantes y para 

comparar la respuesta que inducen frente a sus homólogos nativos del LLGP-EITB. 
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Además, se obtuvo un protocolo optimizado para el uso de esta plataforma 

multiplex (MBA), que es más rentable y eficiente que evaluar la presencia de 

anticuerpos IgG en un ensayo de ELISA individual. Aunque se necesitarian más 

ensayos comparando la respuesta inmune adaptativa humoral en distintos 

escenarios y con un mayor tamaño muestral; en el futuro, se podrá definir la mejor 

combinación de antígenos y patrones específicos de concentración de anticuerpos 

que evaluen el progreso de la infección. 
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X. CONCLUSIONES 

 

o En el proceso de optimización, se determinó que los antígenos 

recombinantes rGP50 y rT24H a 12.5 ug/mL conjugados con buffer MES  

fueron los que obtuvieron IFM más altos en comparación con los péptidos 

sintéticos. Asimismo, de el péptido sintético sTs14 fue el que mejor 

desempeño obtuvo utilizando solo 2.5 ug/mL conjugados a buffer borato. 

  

o La técnica del MBA describió y comparó la cinética de los niveles de 

fluorescencia emitidos por los IgG en los tres grupos de infección 

demostrando diferentes tendencias para cada grupo de infección. Donde se 

observó que los anticuerpos IgG  contra los antígenos rGP50 y rT24H se 

mantuvieron durante más tiempo, incluso en presencia de quistes 

degenerados en cerdos de 3 y 5 meses, mientras que los anticuerpos contra 

los péptidos sTs14, sTs18, sTsRS1 y sTsRS2 decayeron a partir del dia 57 

PI. Excepto para el grupo de cerdis infectados a un mes de edad donde todos 

los anticuerpos detectados mantuvieron niveles de fluorescencia altos y en 

aumento durante todo el seguimiento.  

 

o La técnica del MBA permitió diferenciar dos tendencias marcadas en la 

señal de fluorescencia emitida por anticuerpos IgG en cerdos con 

infecciones viables y no viables, donde fue mayor contra los péptidos sTs14 

y sTs18 en cerdos con quistes viables; asimismo, mostraron una reducción 
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drástica ante la degeneración del quiste, por lo que podrían ser usados como 

biomarcadores para detectar infecciones viables. 

 

o Finalmente se determinó el porcentaje de concordancia y analisis kappa 

entre los antígenos nativos del LLGP-EITB (western blot) y los 

recombinantes del MBA, el cual fue mayor al 96% y 0.89, demostrando que 

ambos inducen respuestas de anticuerpos IgG similares en el hospedero. 
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XI. RECOMENDACIONES 

o Determinar cuantitativamente la presencia de anticuerpos específicos 

mediante concentraciones, para lo que será necesario establecer una curva 

estándar de referencia. 

o Expandir la evaluación de MBA para cisticercosis porcina para determinar 

con mayor precisión las tendencias de la señal de anticuerpos en el curso de 

la infección y después del tratamiento. 

o Realizar un análisis estadístico a profundidad para identificar 

combinaciones de antígenos recombinantes que puedan predecir algún 

estadio de la infección.  

o Realizar el análisis bioinformático a nivel estructural de los antígenos 

recombinantes y péptidos sintéticos para evaluar posibles epítopos 

compartidos que estén interfiriendo en la cuantificación individual de la 

concentración de anticuerpos. 

o Determinar la performance en términos de sensibilidad y especificidad y 

posibles reacciones cruzadas con otras parasitosis de la prueba de MBA con 

una bateria de suero cerdos definida para establecer el punto de corte 

adecuado. 
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XIII. ANEXOS 

Anexo 1. Análisis de calidad de antígenos recombinantes y péptidos sintéticos 

utilizandos en el estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
  

 

 

 



 

 
  

 

 



 

 
  

 

 



 

 
  

 

Anexo 2. . Constancia de aprobación ética del proyecto de investigación 

 

 



 

 
  

Anexo 3. Tabla de resultados de carga parasitaria por cerdo obtenidos de las 

fichas de necropsia. 

Tag/id 

CERDO 

Grupo de 

infección 

Quistes sanos/ 

viables 

Quistes 

degenerados 

Quistes 

totales 

8113 1 mes 1946 92 2038 

8114 1 mes 112 190 302 

8115 1 mes 6210 36 6246 

8116 1 mes 3295 4 3299 

8117 1 mes 0 0 0 

8118 1 mes 0 0 0 

8107 3 meses  0 0 0 

8108 3 meses  556 25 581 

8109 3 meses  231 83 314 

8110 3 meses  228 139 367 

8111 3 meses  0 7 7 

8112 3 meses  167 1197 1364 

8101 5 meses 105 2808 2913 

8102 5 meses 0 831 831 

8103 5 meses 0 597 597 

8104 5 meses 0 136 136 

8105 5 meses 0 1724 1724 

8106 5 meses 0 582 582 

 

 

 



 

 
  

Anexo 4. Tabla resumen de valores de p obtenidos entre intervalos de tiempo por 

grupo de infección. 
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Anexo 5. Tabla resumen de valores de p obtenidos entre intervalos de tiempo por 

viabilidad 
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