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RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es causada por la infeccion del sistema nervioso
central (SNC) por larvas del parasito Taenia solium. En paises en vias de desarrollo,
es la causa mas importante de epilepsia. En el SNC, puede localizarse
intraparenquimal o extraparenquimal, y de ello depende la respuesta inmune.
Existen pruebas de apoyo diagndéstico, como el ELISA o LLGP-EITB; pero evalGan
de forma individual y cualitativa la respuesta contra cada antigeno. En un estudio
previo en cerdos se usé el inmunoensayo basado en microesferas magnéticas
(MBA) para cuantificar simultaneamente niveles de anticuerpos 1gG contra
antigenos para deteccion de T. solium. Nuestro estudio evalud de forma preliminar
la utilidad del MBA para evaluar la respuesta de anticuerpos frente a 4 antigenos en
muestras séricas de pacientes con NCC intraparenquimal con 3-5 quistes, >5
quistes, y extraparenquimal. Los resultados se analizaron mediante el programa
STATAILS. Tres de los cuatro antigenos mostraron IFM significativos al comparar
todos los subgrupos de infectados vs. negativos; los valores de IFM se elevaron mas
en los extraparenquimales comparado a ambos intraparenquimales (p=<0.05). La
diferencia de IFM entre el grupo de 3-5 quistes y >5 quistes fue significativa solo
para los antigenos sTs14 y sTs18. EI de mayor IFM fue rGP50 (IFM=24356.3) y el
de menor valor fue sTs14 (IFM=3.5). El MBA es til para evaluar la respuesta de
anticuerpos en suero humano simultdneamente de manera cuantitativa, esto ha
permitido observar diferencias entre los distintos tipos de NCC; y podria
potencialmente ser una nueva herramienta diagndstica para esta infeccion.
Palabras clave: Taenia solium, Neurocisticercosis, Ensayo basado en

microesferas (MBA), antigeno, anticuerpo



ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is caused by infection of the central nervous system
(CNS) by larvae of the Taenia solium parasite. In developing countries, it is the
most important cause of epilepsy. In the CNS, it can be located intraparenchymal
or extraparenchymal, depending on this the immune response. There are diagnostic
support tests, such as ELISA or LLGP-EITB; however, they evaluate the response
against each antigen individually and qualitatively. In a previous study in pigs, the
magnetic microsphere-based immunoassay (MBA) was used to simultaneously
quantify levels of IgG antibodies against antigens for detection of T. solium. Our
study preliminarily evaluated the utility of the MBA to evaluate the antibody
response against 4 antigens in serum samples from patients with intraparenchymal
NCC with 3-5 cysts, >5 cysts, and extraparenchymal. The results were analyzed
using the STATA 18 program. Three of the four recombinant antigens showed
significant MIF when comparing all subgroups of infected vs. negatives; the highest
were extraparenchymal compared to both intraparenchymal (p=<0.05). The
difference in MIF between the 3-5 cysts group and >5 cysts was statistically
significant only for the sTs14 and sTs18 antigens. The one with the highest MIF
was rGP50 (MIF=24356.3) and the one with the lowest value was sTs14 (MIF=3.5).
The MBA is useful to evaluate the antibody response in human serum
simultaneously in a quantitative manner, this has allowed us to observe differences
between the different types of NCC; and could potentially become a new diagnostic
tool for this infection.

Keywords: Taenia solium, Neurocysticercosis, magnetic microsphere-based

immunoassay (MBA), antigen, antibody



l. INTRODUCCION

Taenia solium es un helminto cuyo ciclo de vida involucra a dos hospederos
(definitivo e intermediario). Los Unicos hospederos definitivos para la forma adulta
del paréasito son los humanos; mientras que tanto los cerdos como los humanos
pueden actuar como hospederos intermediarios para la forma larvaria. Los humanos
accidentalmente ingieren huevos de T. solium por contaminacion fecal, se
convierten en oncosferas y penetran la pared intestinal, tras lo cual pueden
desarrollarse como cisticerco en los masculos o en otras localizaciones, con mayor
frecuencia tejido subcutaneo, cerebro y 0jos(1,2).

En un 60% se diseminan hacia el sistema nervioso central; en donde puede presentar
localizacion intraparenquimal o extraparenquimal, esta Ultima incluye el espacio
subaracnoideo, intraventricular y meningeo(3).El cisticerco al llegar al sistema
nervioso central (SNC) produce neurocisticercosis (NCC), causada por la presencia
de estadio larval de T. solium. La NCC es considerada una enfermedad tropical
desatendida y un importante problema de salud publica a nivel mundial. Es
prevalente sobre todo en paises en vias de desarrollo pertenecientes a Asia, Africa

subsahariana y Latinoamérica(4,5,6).

La NCC puede ser asintomatica, principalmente en lugares endémicos, o generar
diversos tipos de sintomas y signos dependiendo de la localizacion, el tamafio,
numero de lesiones y estadios en el SNC; dichas caracteristicas influyen también
en la respuesta inmunologica, el prondstico y opciones terapéuticas(4,5,7). La
presentacion mas frecuente y de mejor pronostico es la intraparenquimal(2,8),

mientras que la extraparenquimal puede estar asociada a mayor morbilidad ya que



pueden presentar lesiones de mayor tamafio que las intraparenquimales sobre todo
en la presentacion subaracnoidea y esto puede ocasionar el bloqueo del flujo del
liquido cefalorraquideo provocando hipertension intracraneal. La principal
manifestacion clinica en paises de bajos recursos son las convulsiones. Ademas es

una de las causas més frecuentes de desérdenes convulsivos a nivel mundial(3,9).

El diagndstico de neurocisticercosis es complejo y estd basado en informacion
epidemioldgica, presentacion clinica, hallazgos radiolégicos de Tomografia o
Resonancia Magnética cerebral y complementado con pruebas seroldgicas, las que
se basan en deteccién de antigenos y/o anticuerpos como ELISA o ensayo de
electroinmunotransferencia blot (LLGP-EITB)(2, 10).

Las pruebas que detectan antigenos pueden sugerir la presencia de infeccién activa
al ser detectados directamente los productos del agente (Taenia solium); ademas,
los niveles detectados pueden estar asociados a la carga parasitaria. Se ha asociado
resultados negativos o disminucién de niveles de antigenos en aquellos pacientes
en los que se logro tratar efectivamente los cisticercos viables. La desventaja es que
estas pruebas tienen niveles de sensibilidad menores que los ensayos que detectan
anticuerpos(13,14). Los pacientes que presentan Unicamente cisticercos
calcificados, degenerativos 0 muy pocos quistes intraparenquimales viables
probablemente no presenten un resultado positivo de deteccion de antigenos,
podrian presentar un resultado negativo; y por otro lado, la NCC subaracnoidea
suele tener niveles elevados de antigenos circulantes(13,14).

Las pruebas gque detectan anticuerpos no distinguen entre infeccién activa, inactiva

0 exposicién, y tampoco tienen utilidad para monitorizar cambios en cortos



periodos de tiempo. La presencia de estos anticuerpos puede ser resultado de alguna
infeccion que fue resuelta tempranamente o exposicion en algun momento de la
vida. A pesar de ello, cuentan con mayor eficacia que los ensayos de deteccidn de
antigenos. Ademas, tienen un valor predictivo positivo bajo en cisticercos viables
y baja sensibilidad en lesiones cerebrales Unicas(13,14,15). Por otro lado, los
resultados de estas pruebas se expresan como presencia o ausencia de un producto,
siendo netamente de carécter cualitativo(12).

La prueba seroldgica de oro para el diagnéstico de cisticercosis es el LLGP-EITB,
esta se basa en la deteccion de anticuerpos especificos contra glicoproteinas del
parasito Taenia solium, que se agrupan en 3 familias GP50, T24/42 y 8kDa; son un
total de 7 glicoproteinas: GP50 de la primera familia, GP42-39 y GP24 de la
segunda familia y las de bajo peso molecular GP21, GP18, GP14 y GP13 de la
tercera familia(10,11,12).

La interpretacion de la respuesta de anticuerpos contra estos antigenos mediante
LLGP - EITB debe ser individual y de acuerdo a las caracteristicas de cada paciente,
ya que hay variacion en la sensibilidad, especificidad y en los patrones de respuesta
medidos de forma cualitativa dependiendo de factores como numero, viabilidad y
localizacion, en donde se reporta positividad en las tres familias con énfasis en la
familia 8kDa para NCC extraparenquimal(11,12).

Aunque el LLGP-EITB es una gran herramienta diagnostica para cisticercosis, su
produccién laboral es costosa y laboriosa ya que depende del material parasitario
disponible; lo cual hace que sea una prueba no accesible universalmente. Por ello,
en los ultimos afos, ante las dificultades que se presentan al emplear las pruebas

para el inmunodiagnoéstico actualmente disponibles, se han realizado importantes



avances como la produccion en masa de proteinas recombinantes y péptidos
sintéticos de tres familias de diagnostico: la proteina recombinante rGP50 (de la
familia GP50), rT24H (de la familia T24/42) y los péptidos sintéticos sTs14, sTs18,
STsSRS1y sTsRS2 (de la familia de 8kDa)(11,15,16).

Estas proteinas recombinantes y péptidos sintéticos ya han sido utilizados con buen
desempefio de forma individual, y se ha probado su uso de manera simultanea en
un estudio con el inmunoensayo de impresion de maltiples antigenos (MAPIA por
sus siglas en inglés); sin embargo, este permitioé evaluar la deteccion de anticuerpos

Unicamente en cardcter cualitativo(15).

En un estudio reciente (Toribio Luz, 2023), se emple6 un inmunoensayo basado en
microesferas magnéticas (MBA) en donde evaluaron de manera cuantitativa
simultaneamente las respuestas de varios anticuerpos IgG contra Taenia solium
utilizando microesferas conjugadas a las proteinas recombinantes y péptidos
sintéticos, detectando los cambios en la respuesta 1gG frente a multiples antigenos
durante el curso de la infeccion por NCC porcina. Este estudio previo detecto
diferencias en los niveles de anticuerpos de cerdos con NCC frente a 6 antigenos,
asimismo detecto diferentes respuestas en cerdos con infeccion viable y no viable
(17). El MBA para cisticercosis no se ha puesto en practica en humanos aun, de
funcionar e implementarla se podria tener una prueba diagnéstica mas rapida,
menos laboriosa y que al ser cuantitativa seria de utilidad en el seguimiento de los
pacientes en los diferentes estadios de la enfermedad. En el actual estudio piloto se
plantea utilizar este inmunoensayo en suero de humanos con diferentes

presentaciones de neurocisticercosis y evaluar la respuesta de anticuerpos.



1. OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar el uso de una técnica semicuantitativa para detectar simultaneamente la
respuesta de anticuerpos contra antigenos de T. solium en pacientes con
neurocisticercosis.

Objetivos especificos:
Explorar el desempefio del inmunoensayo basado en microesferas magnéticas
(MBA) en neurocisticercosis humana.
Comparar los patrones de respuesta de anticuerpos contra los antigenos en el grupo
de pacientes con NCC intraparenquimal con 3 a 5 quistes, NCC intraparenquimal
con > 5 quistes y NCC extraparenquimal.
Evaluar la diferencia de los niveles de respuesta contra los diferentes antigenos

para cada grupo de estudio.

I1l. MATERIALES Y METODOS

A. DISENO DE ESTUDIO

El presente estudio es de tipo experimental transversal retrospectivo cuantitativo.

B. POBLACION

Se evaluaron muestras de suero de pacientes con neurocisticercosis previamente
descritas y almacenadas en una seroteca de los Laboratorios de Investigacion y
Desarrollo de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (LID - UPCH),
recolectadas por el grupo de trabajo de neurocisticercosis en Peru (Cysticercosis

working group of Peru, CWGP). Se utilizaron 20 muestras extraidas de pacientes



con NCC intraparenquimal con 3 a 5 quistes, 20 de pacientes con NCC
intraparenquimal con mas de 5 quistes y 20 de pacientes con NCC extraparenquimal
(subaracnoidea). Ademas, para poder realizar un andlisis estadistico adecuado se
utilizaron 20 muestras negativas que se encontraban previamente almacenadas en
la seroteca, provenientes de pacientes sanos con examenes negativos, sin sintomas

neuroldgicos o evidencia de exposicion.

C. CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion:
Intraparenquimal
Muestras de pacientes con neurocisticercosis intraparenquimal con 3 a 5 lesiones
que cuenten con iméagenes compatibles.
Muestras de pacientes con neurocisticercosis intraparenquimal con >5 lesiones
que cuenten con imagenes compatibles
Extraparenquimal
Muestras de pacientes con NCC subaracnoidea que cuenten con imagenes
compatibles.

Criterios de exclusion:
Muestras de pacientes con neurocisticercosis intraventricular.
Muestras de pacientes con antecedente de tratamiento antiparasitario o quirurgico
para NCC.
Muestras de pacientes con evidencia de quistes no viables para el grupo

intraparenquimal.



D. MUESTRA

Muestra sérica anonimizada de paciente con neurocisticercosis perteneciente a la
seroteca de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (LID - UPCH).

Tamafio muestral:

Prueba piloto: Se seleccionaron 60 muestras anonimizadas de pacientes con
neurocisticercosis de la seroteca de LID-UPCH, 40 de pacientes con
neurocisticercosis intraparenquimal y 20 de extraparenquimal (subaracnoidea). El
grupo de NCC intraparenquimal contd con 2 subgrupos: 20 muestras con 3 — 5
quites y 20 muestras con mas de 5 quistes. Esto con la finalidad de evaluar de forma
preliminar la utilidad del ensayo de MBA en muestras séricas de pacientes y

comparar los resultados obtenidos en ambos grupos.

E. PROCEDIMIENTO Y TECNICAS

El estudio se llevd a cabo en Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (LID - UPCH). Las 60 muestras fueron
seleccionadas de la base de datos y posteriormente retiradas del almacenamiento
para ser procesadas. Ademas, se analizaron 20 muestras como negativos para
comparar los resultados obtenidos. Se utilizaron proteinas recombinantes rGP50 y
rT24H y péptidos sintéticos sTSRS2, sTs18, sTs14, provenientes de la empresa
GenScript, los cuales ya se encontraban acoplados a una microesfera de forma
individual provenientes del fabricante MagPlex: para esto se siguieron las

sugerencias del fabricante (MagPlex Microspheres-Luminex Corporation, USA).



Fundamento de la técnica:

Cada antigeno acoplado a la microesfera serd reconocido por un anticuerpo
primario, este complejo es reconocido por un anticuerpo secundario, que esta unido
a una molécula fluorescente que seré leida mediante BioPlex, dando como resultado
una intensidad de fluorescencia media para cada una de las microesferas en el
equipo. Los demés aspectos técnicos seran seguidos de acuerdo al estudio de
Toribio et al, 2023(17).

Brevemente, en microplacas por cada pocillo se agregaron 50 ul de la solucién que
contiene las microesferas acopladas a los antigenos y 50 ul del suero humano a
evaluar diluido a 1:100 en la solucion bloqueante PBS Tween 0.3% Leche 5%
(ayuda a minimizar las uniones inespecificas), y se incub6 durante media hora.
Posteriormente se realizaron lavados de solucion resultante en 4 oportunidades con
la misma soluciéon PBS Tween 0.3% y con un lavador magnético, se agreg6 50 ul
del conjugado de anti - IgG humano (anticuerpo secundario, Southern Biotech,
USA) diluido a 1:200, se lavdé nuevamente y se agregé 50 ul de solucion
Estreptavidina-Ficoeritrina, (que contiene la molécula que reacciona con el
anticuerpo secundario para emitir la fluorescencia) diluida a 1:250, incubandose
nuevamente por 30 minutos. Por Gltimo, las microesferas son lavadas huevamente
para poder ser leidas por el equipo BioPlex 100. Este equipo permite identificar
hasta 100 microesferas, ya que cada una de estas esta coloreada internamente con
dos fluorescentes diferentes, cada uno con 10 concentraciones diferentes, dando
lugar a 100 distintos codigos de color. Los laser rojo e infrarrojo del equipo
permiten hacer esta lectura, dando como resultado la intensidad de fluorescencia

para cada uno de los antigenos (Imagen 1).



F. ASPECTOS ETICOS DEL ESTUDIO

Este proyecto de investigacion fue aprobado por el comité institucional de ética de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia (SIDISI 213928). Las muestras de suero
anonimizadas de humanos almacenados en la seroteca del LID, fueron recolectadas
en estudios previos por el grupo de trabajo de neurocisticercosis en Per(
(Cysticercosis working group of Peru, CWGP) y cuentan con autorizacion para su

uso en futuros estudios.

G. PLAN DE ANALISIS DE DATOS

El analisis estadistico se realizé a través del programa STATA 18, para las variables
numeéricas se utilizé mediana y rango intercuartilico. Para las variables categéricas,
los resultados se expresan en frecuencias.

Para el andlisis bivariado se utilizé la prueba de Kruskal — Wallis para poder
comparar las medianas de edad y de la IFM en las proteinas recombinantes en los
grupos de neurocisticercosis. Para la variable sexo se usé la prueba de Chi —
cuadrado para evaluar la significancia. Para poder comparar los negativos con todos
los casos de NCC se uso la prueba U de Mann Whitney. Posteriormente se uso la
prueba post-hoc de Dunn, la cual hace una comparacion de estos grupos para
verificar entre cuales grupos hay diferencias significativas.

Para hallar la sensibilidad y especificidad, se calculé un punto de corte de forma
teorica siguiendo el estudio de Toribio et al (2023), que es la media + 3 desviaciones
standard de las IFM por cada antigeno. Los valores de IFM se convirtieron en ratios
(valor de IFM/punto de corte), siendo todos los valores > 1 positivos y < 1
negativos; con esto se calculo la sensibilidad y especificidad de cada uno de los

antigeno. También se uso la curva ROC para poder obtener otros puntos de corte



alternativos con diferentes sensibilidades y especificidades. Por cada sensibilidad y
especificidad de calculo el intervalo de confianza al 95% mediante el programa

STATA.
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IV. RESULTADOS

Se proceso un total de 60 muestras, 40 intraparenquimales (20 muestras con 3 a 5
quistes y 20 muestras con mas de 5 quistes) y 20 extraparenquimales
(subaracnoideas), ademas de 20 muestras negativas para poder analizar las IFM.
De la 60 muestras analizada, el 60% fueron de participantes de sexo masculino, y
el restante de sexo femenino. La mediana de la edad fue de 37 afios (27 — 29) para
toda la muestra (Tabla 1).

Caracteristicas clinico - epidemioldgicas

Se obtuvo las caracteristicas de sexo y edad de los pacientes de quienes se obtuvo
la muestra, teniendo como resultados 75% pacientes masculinos y 25% de pacientes
femeninas en el grupo de los intraparenquimales con 3 a 5 quistes, para el grupo de
intraparenquimales con mas de 5 quistes se encontr6 que el 70% eran pacientes de
sexo masculino; en el grupo de NCC extraparenquimal, el 65% fueron pacientes
femeninas. La mediana de edad para el grupo de intraparenquimales con 3 a 5
quistes fue 33.5 afios, para el grupo de mas de 5 quistes fue similar y para el grupo
de extraparenquimales fue 47.5 (40 — 57) afios (Tabla 2).

Intensidad de Fluorescencia Media (IFM)

Se obtuvo el IFM por cada una de las reacciones antigeno - anticuerpo, al no
cumplir con un patrén de normalidad, se presentan como mediana y rango
intercuartilico (Tabla 3) (Imagen 2).

La respuesta al antigeno rGP50 presentd valores elevados de IFM, siendo en el
grupo de NCC extraparenquimal 24 356,3 (15 372,3-25 025,9). La diferencia fue
significativa al comparar entre los grupos y negativos (p< 0,05), a excepcion del

grupo de NCC intraparenquimal 3-5 quistes contra el grupo >5 quistes (p= 0,10).
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El IFM para la reaccién antigeno - anticuerpo de rT24H, se encontré que un valor
elevado en el grupo extraparenquimal 5 059,25 (2 493,5 - 18 307,7). Al comparar
los casos con los negativos y entre los grupos, la diferencia es significativa (p <
0,05), a excepcidn de la diferencia entre el grupo de 3-5y > 5 quistes (p = 0,52).
En la respuesta al antigeno sTs14, se evidencia un valor de IFM en el grupo de 3 —
5 quistes de 3,5 (1 - 12,4) y en el grupo de NCC extraparenquimal de 46,4 (23,4 -
199,9). La diferencias entre los 3 grupos evaluados fue significativa (p < 0,05). La
diferencia entre el grupo de negativos y de NCC de 3-5 quistes, con un p = 0.26.
El IFM de la reaccién antigeno - anticuerpo del péptido sintético sTs18, tuvo un
valor de 17 406,1 (13 404,3 - 22 049,6), y obtuvo diferencias significativas al
comparar entre los 3 grupos analizados y entre estos y los negativos (p < 0,05).
Los resultados de IFM también se presentan como ratios, junto con los P25 — P75
juntos con los valores de p correspondientes (Tabla 4) (Imagen 3).

Para la respuesta al antigeno rGP50, la diferencia de los ratios entre el grupo de
NCC intraparenquimal con 3 — 5 quistes y > 5 quites, se obtuvo un valor de p =
0,47. En caso del rT24H, entre estos dos grupos se obtuvo un valor de p = 1. La
diferencia de ratio entre el grupo de negativos y el grupo de NCC intraparenquimal
3 — 5 quistes para la respuesta al antigeno sTs14 obtuvo un valor de p = 0,13, entre
los grupos de NCC intraparenquimal 3 —5 quistes y > 5 quistes un valor de p = 0,09
y entre los grupos de NCC intraparenquimal > 5 quites y extraparenquimal un valor
de p=0,13. Al evaluar la respuesta al antigeno sTs18, los ratios tuvieron diferencias
entre casi todos los grupo con un valor de p < 0,05, a excepcion del grupo de 3 -5

quistes con > 5 quistes, con un valor de p = 0,09.
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Especificidad y sensibilidad de la prueba

Se calcul6 sensibilidad y especificidad usando punto de corte usando formula'y por
medio de curva ROC (Tabla 5). El punto de corte calculado de cada antigeno fue
45,81 para rGP50, 40,73 para rT24H, 15,55 para sTs14 y 121,93 para sTs18.

Al usar el antigeno rGP50, se hallé una sensibilidad del 93% (IC 95%: 84 - 98) y
una especificidad del 85% (IC 95%: 62 — 98) tomando en cuenta el punto de corte
por formula. Por medio de la curva ROC, se obtuvo 3 alternativas de puntos de
cortes (27,25 ; 110,25 ; 139,25) con su respectiva sensibilidad y especificidad.

En caso del antigeno rT24H, se calcul6 una sensibilidad, usando el punto de corte
por formula, de 85% (IC 95%: 73 — 93) y una especificidad de 95% (IC 95%: 75 —
100). Al usar la curva ROC, se pudo obtener otros puntos de corte obteniendo
sensibilidades de 93,33%; 90% y 75% asi como diferentes especificidades para cada
uno de ellos.

Usando el antigeno sTs14, se obtuvo una sensibilidad del 53% (1C95%: 40 — 66) y
una especificidad del 100% (1C95%: 83 — 100). Ademas se obtuvo 3 diferentes
puntos de corte usando la curva ROC (2; 5; 14,3), cada uno con una sensibilidad y
especificidad diferente. Al usar el antigeno sTs18, se pudo calcular una sensibilidad
del 93% (IC 95%: 83 — 98) y una especificidad del 95% (IC 95%: 75 — 100) usando
el punto de corte por férmula. También se pudo evaluar las sensibilidades y

especificidades para otros puntos de corte calculados por medio de la curva ROC.
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V. DISCUSION

La prevalencia de neurocisticercosis suele ser mayor en la poblacion
adulta(18). Un estudio reporta que las mujeres presentan mayores valores
de titulos de anticuerpos para cisticercosis que los hombres, en este mismo
estudio describen que no encontraron diferencias de género en la
prevalencia de NCC(18). En otros estudios realizados en hospitales y zonas
endémicas reportaron mayor prevalencia del sexo femenino(19,20,22), con
mayor frecuencia pacientes adultos entre los 21 a 40 afios de edad(19) y 51
y 60 afios(20).

Nuestro estudio obtuvo mayor prevalencia de pacientes del sexo masculino.
Al dividir por grupos la prevalencia de varones fue mayor que la de mujeres
en el grupo de presentacién intraparenquimal; y en el de extraparenquimal
la de mujeres fue predominante. Las diferencias en nuestra data en
comparacion con la literatura revisada se pueden deber al tamafio de la
poblacion de nuestro estudio. La mediana de edad para nuestra poblacion
fue 37 afios, lo cual coincide con la informacion encontrada en la literatura.
El presente estudio utiliz6 el inmunoensayo basado en microesferas
magnéticas (MBA) con la finalidad de probar la deteccion simultanea,
describir y comparar la respuesta de anticuerpos contra multiples antigenos
de T. solium en pacientes con neurocisticercosis en muestras séricas de
pacientes con diferentes presentaciones: 3 a 5 quistes intraparenquimales,
>5 quistes intraparenquimales, y extraparenquimales (subaracnoideos).

El ensayo de referencia y actualmente ““prueba de oro”” es LLGP-EITB,

que se basa en la deteccion de anticuerpos contra glicoproteinas
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diagndsticas de cisticercosis. Los antigenos diagndsticos son 7 y forman
parte de tres familias de antigenos: GP50, T24, y 8-kDa. Para este estudio,
los antigenos usados provienen del parésito y para su uso deben ser primero
purificados, este es un trabajo laborioso, que requiere tiempo y personas con
experiencia en dicho proceso. Desde hace algunos afios, se han estado
evaluando proteinas recombinantes y péptidos sintéticos que puedan
reemplazar estos antigenos y puedan ser utilizados sin tantas
complicaciones y se ha reportado en estudios previos su utilidad con una
sensibilidad y especificidad similar a aquellos antigenos nativos utilizados
en el ensayo LLGP-EITB(16,23,24).

Para realizar el ensayo MBA se utilizaron péptidos sintéticos (STSRS2,
sTs18, sTsl4) y proteinas recombinantes (rGP50 y rT24H), esto implica
una gran ventaja al disminuir la complejidad que requiere el LLGP — EITB
al usar antigenos nativos, ademas de que estas proteinas y péptidos podrian
ser adquiridos en diferentes lugares de manera facil para poder realizar el
procedimiento, haciéndolo mas accesible y reproducible.

Este inmunoensayo permitié no solo detectar la presencia de anticuerpos
IgG, sino se logré describirlos de manera cuantitativa al obtener una medida
de la reaccién antigeno-anticuerpo expresado a través de la intensidad de
fluorescencia media (IFM) para cada uno de estos péptidos y proteinas
evaluados, evidenciando una cinética diferente para cada una de las
reacciones dentro de cada grupo.

Entre los 3 grupos evaluados en el presente estudio, se puede evidenciar que

el grupo de NCC extraparenquimal es el que presenta una mayor elevacion
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de los 5 antigenos evaluados, comparado tanto al grupo de NCC
intraparenquimal con 3-5 quistes, al grupo de NCC intraparenquimal con >
5 quistes y también al grupo de negativos. Esto correlaciona también con
estudios previos en los que comparan los hallazgos de anticuerpos en el
LLGP-EITB con hallazgos radiol6gicos en pacientes con diagndstico de
neurocisticercosis, donde se reporta que aquellos con resultado positivo en
las tres familias de proteinas (GP50, T24-42 y 8kDa) y altamente positivo
en 8kDa tenian wuna fuerte asociacion a las presentaciones
extraparenquimales y las intraparenquimales con multiples quistes(11).

El antigeno GP50, es una proteina del parésito que se encuentra glicosilada
y anclada a la membrana, la rGP50 es la forma recombinante de esta
proteina. Se ha encontrado que la presencia de una banda débil o la ausencia
de la misma para este antigeno, se presenta principalmente en pacientes con
quistes no viables o calcificados(11, 25). En este estudio, se encontrd
respuesta de anticuerpos contra el antigeno rGP50 y fue diferente para cada
uno de los grupos que se analizo; se encontro que el IFM fue mas elevado
en el grupo de NCC extraparenquimal comparado a ambos grupos
intraparenquimales, asi como al comparar los negativos con todos los casos
de NCC (p <0.05). Dentro del grupo de NCC intraparenquimal, al comparar
el grupo de 3 -5 quistes y el de > 5 se encontrd que la diferencia de IFM no
fue estadisticamente significativa (p = 0.11), aunque este ultimo resultado
podria deberse al tamafio muestral. Para el grupo de negativos, la elevacion

fue baja, lo que concordaria con la literatura.
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Los antigenos que conforman la familia T24/42 son proteinas integrales de
la membrana del parésito que participan en procesos relacionados al
ensamblaje de complejos de membrana, ademas de adhesion, motilidad y
proliferacion celular. Se ha encontrado que puede presentar los patrones de
bandas incluso en pacientes con NCC no viables. rT24H es la proteina
recombinante que representa esta familia(11). En nuestro estudio, al igual
que en el grupo previamente mencionado, se encontrd diferente respuesta
de anticuerpos para cada grupo evaluado, siendo el grupo extraparenquimal
el de mayor IFM obtenido. Al realizar la comparacion entre los cuatro
grupos evaluados, los negativos al ser comparado con todos los demés
grupos, y el grupo de extraparenquimales al ser comparado con ambas
presentaciones intraparenquimales fueron estadisticamente significativos.
Para este antigeno la comparacién de IFM obtenidos en ambos grupos
intraparenguimales no fue estadisticamente significativa (p = 0.52).

La familia de 8kDa esta conformada por proteinas de bajo peso molecular,
en estudios previos la presencia de las bandas de esta familia estan
relacionadas a NCC extraparenquimal y quistes viables en
intraparenguimales, sobre todo con mayor carga parasitaria(11). Las formas
recombinantes utilizadas en nuestro estudio son sTs18 y sTs14. Para ambos,
el mayor IFM se presentd en las formas extraparenquimales y la
comparacion entre el IFM de los 4 grupos evaluados fue estadisticamente
significativa a excepcion de los grupos negativos vs. 3-5 quistes en el caso
de sTs14, cuya comparacion no fue estadisticamente significativa (p = 0.26).

A esta familia también pertenece el péptido sintético sTSRS2, el cual al ser
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procesado se obtuvieron valores de IFM que no alcanzaron un nivel
adecuado para un andlisis efectivo; al contar con sTsl4 y sTs18,
pertenecientes también a la familia de 8 kDa, se decidi6 optar por analizar
la respuesta a estos dos ultimos antigenos que mostraron un mejor

rendimiento.

Un hallazgo obtenido en un estudio del ensayo MAPIA, en el que
mencionan que podria haber una competencia entre los antigenos de la
familia 8kDay el antigeno rT24H en la captura de anticuerpos. Esta relacion
se expresaba en que cuando los de la familia 8kDa (sTs14 y sTsRS2)
presentaban resultados positivos, esto estaba asociado a una menor
respuesta 0 negativa del antigeno rT24H(15,16). En nuestro estudio se
observé un comportamiento opuesto de ambos grupos, lo que podria sugerir

que se llevd a cabo este patron de competencia.

La sensibilidad y especificidad de la prueba usando el antigeno rGP50
usando formula para hallar el punto de corte, fue de 93% y 85%
respectivamente; sin embargo, con los puntos de corte alternos calculados,
podemos obtener una especificidad mayor como 95% (con una sensibilidad
del 88,33%), dando utilidad a esta prueba para poder captar la mayor
cantidad de pacientes con NCC. Ademas, el area bajo la curva (AUC) fue
0,95 (I1C95%: 0,91 — 1), lo que indica que seria una prueba con muy buen

rendimiento diagnostico.
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Al usar el antigeno rT24H, se obtuvo valores de sensibilidad y especificidad
calculados con el punto de corte tedrico de 85% y 95% respectivamente. Al
utilizar puntos de corte alternativos se obtuvo especificidad de 95% con
sensibilidad de 90%. La prueba usando este antigeno tuvo un AUC de 0,93
(1C95%: 0,87 — 0,99), lo que indica que esta prueba tendria una buena
capacidad para predecir la presencia de NCC.

En el caso de sTs14 la sensibilidad y especificidad inicialmente calculadas
con el punto de corte fueron 53% y 100% respectivamente; al calcular
puntos de corte alternos se pudo obtener especificidad del 95% vy
sensibilidad de 73.33%. El sTs18, que forma parte de la misma familia logro
obtener con el punto de corte inicial obtenido por formula, una sensibilidad
y especificidad de 93% y 95% respectivamente; con puntos de corte
alternativos se pudo obtener especificidad del 95% y sensibilidad de 100%.
El AUC para la prueba usando cada uno de estos antigenos fue 0,85 (1C95%:
0,78 — 0,94) y 1 (IC95%: 0,98 — 1) respectivamente; si bien ambas tienen
un buen rendimiento diagnostico, el uso del antigeno sTs18 es un poco

mayor, llegando a la unidad.
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Limitaciones

Una de las limitaciones a considerar es que en este estudio no se considero
la temporalidad de la infeccion. De realizarse més estudios que comprueben
que el MBA es comparable a la prueba de oro en humanos, al ser de caracter
cuantitativo podria tener utilidad para evaluar y realizar seguimiento de la
tendencia en el tiempo que presenta la reaccion antigeno-anticuerpo frente
a los diferentes estadios de la infeccion y de la respuesta humoral de los
pacientes con neurocisticercosis.

Otra es el tamafio muestral, ya que al ser un estudio piloto se evalué una
cantidad reducida de 60 muestras de pacientes, esto puede limitar la
capacidad del estudio para proporcionar conclusiones aplicables a la
poblacion general, por ende, al haber podido determinar la utilidad de esta
prueba, se sugiere estudios con poblaciones mas grandes.

Este estudio se enfoco principalmente en la performance de los 4 antigenos
recombinantes evaluados a través del MBA, los resultados obtenidos
podrian impulsar a que en el futuro se realicen ensayos con mayor poblacién
y estudios en donde se realice el seguimiento de estos pacientes, ya que seria
de gran utilidad obtener data sobre el comportamiento en el tiempo de esta
reaccion antigeno-anticuerpo asi como estudios de seguimiento posterior al

tratamiento de NCC.
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V1. CONCLUSIONES

El ensayo MBA permitié comparar la cinética de la reaccion antigeno-
anticuerpo en diferentes presentaciones de neurocisticercosis. Obteniendo
resultados diferentes para cada uno de los grupos evaluados y una mayor
actividad en la presentacién extraparenquimal en los 4 antigenos evaluados.
El uso de proteinas recombinantes y de péptidos sintéticos es una gran
ventaja del ensayo MBA, ya que lo vuelve un estudio practico, accesible,
reproducible y aplicable en diferentes lugares y condiciones.

A partir de los resultados obtenidos en nuestro estudio el ensayo MBA
parece diferenciar entre las diferentes presentaciones de neurocisticercosis;
sobre todo en presentacion extraparenquimal, en donde la literatura describe
gue hay mayor respuesta inmune.

A partir del presente estudio planteamos la posible utilidad de realizar a
futuro una investigacion con mayor tamafio poblacional, en mayor variedad
de presentacion clinica y de carécter longitudinal;, para obtener maés

informacion sobre el desempefio y utilidad del MBA.
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Tabla 1. Caracteristicas de la muestra analizada

Tabla 1. Caracteristicas de la muestra analizada (n=60)

i Muestra
Caracteristicas n (%)
Sexo

Masculino 36 (60)
Femenino 24 (40)
Edad* 37 (27 - 49)

Localizacion
Intraparenquimal
3 - 5 quistes 20 (33.3)
> 5 quistes 20 (33.3)
Extraparenquimal 20 (33.3)

* Mediana (P25 - P75)

Tabla 2. Caracteristicas de las muestras por cada grupo analizado

Tabla 2. Caracteristicas de las muestras por cada grupo analizado.

Intraparenquimal

. . - - Extraparenquimal
Caracteristicas 3 - 5 quistes = 5 quistes P valor p'= wvalor p* wvalor p*
n (%) n (%) n (%)
Sexo = 0,05%*
Masculino 15 (75) 14 (70) 7 (35)
Femenino 5 (25) 6 (30) 13 (65)
Edad (afios)* 33.5 (24,5 - 38.5) 33.5 (25 -47.5) 47,5 (40-57) < 0,057 0.68 < 0,05 <005

* Mediana (P25 - P75)

** Valor p calculado con prueba de Chi-cuadrado

* Valor p calculado con prueba de Kruskal Wallis

2 Valor p calculado con prueba de Kruskal Wallis pos-hoc Dunn
13 - 5 quistes vs. > 5 quistes

23 -5 quistes vs. Extraparenquimal

3 = 5 quistes vs. Extraparenquimal
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Imagen 2. Distribucién de valores de las IFM en los grupos de estudio
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Imagen 2. Distribucion de valores de las IFM en los grupos de estudio.
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Imagen 3. Representacion grafica de las IFM en ratios de las respuestas a los antigenos
evaluados por grupo de estudio
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Imagen 3. Representacion grafica de las IFM en ratios de las respuestas a los antigenos evaluados por grupo de estudio.
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