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RESUMEN

Introduccion: La neurocisticercosis (NCC), causada por la fase larvaria de Taenia
solium, es una de las principales causas de epilepsia en paises endémicos. Aunque
la resonancia magnética y la tomografia axial computarizada constituyen el estandar
diagndstico, su limitada accesibilidad en zonas rurales ha impulsado el desarrollo
de métodos inmunoldgicos. Ademas, el uso de sangre o liquido cefalorraquideo
implica procedimientos invasivos, por lo que la orina representa una alternativa no
invasiva de facil obtencion para el seguimiento clinico y estudios epidemioldgicos.
Objetivo: Optimizar el desempefio diagndstico de un ELISA tipo sandwich para la
deteccion de antigenos de larvas de Taenia solium en muestras de orina. Materiales
y Métodos: Estudio cuasi experimental descriptivo de corte transversal
retrospectivo y con alcance analitico. Se evaluaron sisteméaticamente placas,
buffers, agentes de bloqueo, concentraciones de anticuerpos, dilucion de muestra y
reveladores para establecer un protocolo optimizado. Posteriormente, se analizaron
40 muestras de orina (20 positivas y 20 negativas) para determinar el punto de corte,
sensibilidad, especificidad y valores predictivos. Resultados: EIl protocolo
optimizado presento sensibilidad de 95%, especificidad de 100%, valor predictivo
positivo de 100% y valor predictivo negativo de 95%. Conclusién: EI ELISA
optimizado mostré un desempefio diagndstico que permitié discriminar con alta
precision entre muestras positivas y negativas de NCC, con bajo costo y rapidez, lo
que respalda su potencial utilidad en entornos con recursos limitados.

Palabras clave: ELISA; neurocisticercosis; Taenia solium; orina; validacion

diagnostica.



ABSTRACT

Introduction: Neurocysticercosis (NCC), caused by the larval stage of Taenia
solium, is one of the leading causes of epilepsy in endemic countries. Although
magnetic resonance imaging and computed tomography constitute the diagnostic
gold standard, their limited accessibility in rural areas has driven the development
of immunological methods. In addition, the use of blood or cerebrospinal fluid
involves invasive procedures; therefore, urine represents a non-invasive and easily
obtainable alternative for clinical follow-up and epidemiological studies.
Objective: To optimize the diagnostic performance of a sandwich ELISA for the
detection of Taenia solium larval antigens in urine samples. Materials and
Methods: A quasi-experimental, descriptive, retrospective cross-sectional study
with an analytical scope. Plates, buffers, blocking agents, antibody concentrations,
sample dilution, and detection reagents were systematically evaluated to establish
an optimized protocol. Subsequently, 40 urine samples (20 positive and 20
negative) were analyzed to determine the cut-off value, sensitivity, specificity, and
predictive values. Results: The optimized protocol showed a sensitivity of 95%,
specificity of 100%, a positive predictive value of 100%, and a negative predictive
value of 95%. Conclusion: The optimized ELISA demonstrated diagnostic
performance that allowed high-precision discrimination between positive and
negative NCC samples, with low cost and rapid turnaround time, supporting its
potential usefulness in resource-limited settings.

Keywords: ELISA; neurocysticercosis; Taenia solium; urine; diagnostic

validation.



I.  INTRODUCCION

El complejo teniasis/cisticercosis es una zoonosis causada por el cestodo Taenia
solium (T. solium), en la cual el cerdo acta como hospedero intermediario y el ser
humano como hospedero definitivo y, accidentalmente, intermediario. (1). La
teniasis se adquiere mediante la ingestion de carne de cerdo mal cocida que contiene
cisticercos viables, los cuales se desarrollan hasta el estadio adulto en el intestino
delgado (1). En contraste, la cisticercosis se produce tras la ingestion de huevos
embrionados (que contienen larvas oncosferas); luego de la eclosion en el intestino,
las larvas oncosferas atraviesan la mucosa intestinal y se diseminan por via
hematdgena hacia distintos tejidos, con tropismo por el sistema nervioso central,

origindndose la neurocisticercosis (NCC) (Figura 1) (1,2).

La NCC constituye una de las principales causas de epilepsia en regiones endémicas
(1). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente el 30 %
de los casos de epilepsia en estas zonas se atribuyen a NCC, lo que subraya su
importancia como problema de salud publica (3). En América Latina, entre 450,000
y 1,35 millones de personas padecen epilepsia asociada a T. solium (4). En el Peru,
la enfermedad es endémica en la sierra, selva alta y costa norte; donde hasta el 50
% de los casos de epilepsia se relacionan con NCC, constituyendo una causa

importante de atencion en servicios de neurologia (Figura 2) (5-15).

El diagnéstico de NCC integra criterios clinicos, epidemioldgicos, de imagen y
laboratorio, siendo la resonancia magnética y la tomografia axial computarizada
(TAC) el estandar de oro por su elevada sensibilidad (1,3). Sin embargo, su acceso

en zonas rurales es limitado por su alto costo, la necesidad de infraestructura



especializada y la susceptibilidad a artefactos técnicos (16). Esta situacion ha
impulsado el desarrollo de pruebas inmunoldgicas méas accesibles para contextos

con recursos limitados.

Desde la introduccion del ELISA indirecto por Arambulo et al. en 1978 y del
Western Blot por Tsang et al. en 1989, los inmunoensayos han desempefiado un rol
clave en el diagnostico de la cisticercosis (17). No obstante, la deteccion de
anticuerpos no permite diferenciar entre infecciones activas y pasadas, por lo que
la incorporacion de anticuerpos monoclonales (mAc) permitio el desarrollo de
ELISAs tipo sdndwich dirigidos a antigenos circulantes, capaces de identificar

infecciones activas (18).

Los anticuerpos monoclonales utilizados en el presente estudio se encuentran
dirigidos contra diferentes componentes antigénicos de la larva cisticerco de T.
solium y fueron desarrollados por Paredes et al. en 2016 (19). En dicho trabajo se
obtuvieron 21 hibridomas productores de mAc de isotipo IgG e IgM: 13 dirigidos
contra antigenos somaticos (TsW1-13), 5 contra antigenos del fluido vesicular
(TsV1-5) y 3 contra antigenos excretor/secretor (TSE1-3) (19). Mediante ensayos
de ELISA de captura en muestras de suero y orina, los autores identificaron que los
mAc TsW5 (IgM), TsW8 (IgM) y TsW11 (IgM) mostraron mayor reactividad en
orina. Posteriormente, Santos (2020) determino que la combinacién del mAc TsW8
como anticuerpo de captura y del mAc TsW5 biotinilado (TsW5-B) como
anticuerpo de deteccion presentd el mejor desempefio en ELISA tipo sandwich

empleando muestras de orina (20).



La técnica del ELISA tipo sandwich ha demostrado una notable utilidad diagndstica
en la deteccidn de antigenos parasitarios en diversos fluidos biol6gicos como orina,
suero y saliva (21-26). Su aplicacion ha sido descrita en distintas parasitosis,
incluyendo Toxoplasma gondii, Fasciola sp., Trichinella spiralis, Echinococcus
granulosus, Leishmania donovani y Trypanosoma cruzi (21-26). En conjunto, estos
estudios sefialan que la técnica de ELISA permite un diagnostico y tratamiento
terapéutico temprano, donde la disminucion de los niveles de antigeno refleja la

efectividad del tratamiento (25).

Corda et al. (2022) sefialan que los antigenos larvarios de T. solium identificados
mediante la técnica de ELISA pueden detectarse en muestras de plasma, suero,
orina y liquido cefalorraquideo (LCR) (27). Sin embargo, las muestras de sangre
(plasma o suero) implican procedimientos invasivos que conllevan riesgo de
exposicion ocupacional; por su parte la obtencién de LCR, ademéas de ser muy

invasiva, puede resultar riesgoso en pacientes con hipertension intracraneal (24,28).

De manera que, la orina ha sido propuesta como alternativa diagndstica por ser no
invasiva, indolora, culturalmente aceptable y de facil obtencidn; lo que facilita el

seguimiento clinico y los estudios epidemiolégicos (29

). Su uso resulta particularmente conveniente en NCC subaracnoidea, considerada
la forma mas grave de la enfermedad, ya que esta variante clinica puede manifestar
sintomas tardios y niveles de antigenos mas elevados; reforzando asi su potencial

utilidad diagnostica en estos casos (30,31).

Estudios previos demostraron que infecciones parasitarias liberan antigenos

detectables en orina y que esta muestra es Gtil en NCC (21-26,29,32). Castillo et al.



(2009) y Mwape et al. (2011) reportaron sensibilidades superiores al 85% con
ELISA tipo sandwich en orina, mientras que Toribio et al. (2023) lograron una
prueba répida inmunocromatografica con 97 % de sensibilidad y 100 % de
especificidad; respaldando su uso para tamizaje en zonas endémicas y en entornos

con recursos limitados (29,32,33).

A pesar de que la NCC continda siendo un problema de salud publica en zonas
endémicas, los métodos diagnosticos actuales son costosos, invasivos y de limitada
accesibilidad. Asimismo, en el Per( no se dispone de un protocolo optimizado para
la deteccion de antigenos larvarios. En este contexto, el presente estudio optimizo
y evaluo el desempefio diagndstico de un ELISA tipo sandwich como herramienta

para la deteccion de la enfermedad.

Si bien el formato ELISA requiere condiciones de laboratorio que limitan su uso
directo en éreas rurales, los resultados obtenidos contribuyen al desarrollo de
plataformas diagndsticas mas simples y adaptables a pruebas rapidas, favoreciendo

el control de la neurocisticercosis en entornos de recursos limitados.



Il. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Optimizar el desempefio diagnostico de un ELISA tipo sandwich para la

deteccidn de antigenos de larvas de Taenia solium en muestras de orina.

B. Objetivos secundarios

1. Determinar las condiciones 6ptimas del ELISA tipo sdndwich para detectar
antigenos de larvas de Taenia solium en muestras de orina mediante la

evaluacion de diferentes concentraciones de reactivos y parametros técnicos.

2. Determinar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo del protocolo optimizado del ELISA tipo sandwich para

la deteccion de antigenos larvarios de Taenia solium en muestras de orina.



MATERIALES Y METODOS

A. Disefo del estudio

Se realiz6 un estudio cuasi experimental, descriptivo de corte transversal
retrospectivo y con alcance analitico. El trabajo se llevd a cabo entre junio y
octubre del 2025 en el Laboratorio de Inmunologia Parasitaria de la Facultad de
Ciencias e Ingenieria de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (LIP-FCI-

UPCH).

B. Poblacién

La poblacién de estudio estuvo constituida por participantes del proyecto
primario “Estudio transversal para detectar casos de neurocisticercosis
subaracnoidea a nivel comunitario”, con codigo SIDISI 102271, del LIP-FCI-
UPCH. Este trabajo incluyé individuos de zonas endémicas de neurocisticercosis

(Piura 'y Tumbes) y zona no endémica (Lima).

De los participantes en el estudio primario, se colectaron y conservaron muestras
de orina, inicialmente en contenedores estériles desechables. Tras su recepcién
en el Laboratorio de Inmunologia Parasitaria, las muestras se transfirieron a
tubos de 50 ml y se centrifugaron a 3500 rpm por 10 minutos. Posteriormente,
los sobrenadantes fueron alicuotados en crioviales de 2 ml y almacenados a -
80°C en el biobanco hasta su utilizacion. Este procedimiento permitio preservar
la integridad de los antigenos parasitarios y evitar ciclos repetitivos de

congelacién-descongelacion.



C. Muestra

En el presente proyecto, se emplearon todas las muestras de orina del estudio
primario disponibles en el biobanco del Laboratorio de Inmunologia Parasitaria
que resultaron idoneas y que cumplieron con los criterios de inclusién y
exclusion establecidos. Se evaluaron un total de 40 muestras de orina

individuales: 20 positivas para neurocisticercosis y 20 negativas.

Con respecto a la disponibilidad de las muestras de orina, cabe mencionar que el
manejo, registro, codificacion y almacenamiento de las muestras se realizaron
bajo supervisién del laboratorio, asegurando su trazabilidad, confidencialidad y
condiciones apropiadas durante todas las etapas del estudio. Asimismo, la
verificacion de integridad, volumen disponible y condiciones de conservacion
adecuadas fueron verificadas previamente a la optimizacion del ensayo de
ELISA de captura del presente estudio, con el fin de garantizar la idoneidad de

las muestras y la confiabilidad de los resultados obtenidos.

Para la determinacion de las condiciones Optimas del ELISA tipo sandwich se
emplearon dos pool (mezcla de muestras) de orina: un pool positivo y un pool

negativo.

Criterios de inclusion:

e Muestras positivas: Muestras de orina de individuos procedentes de zonas
endémicas, con diagnostico clinico de NCC subaracnoidea, diagnostico de
TAC compatible con NCC, y serologia positiva para cisticercosis (ELISA

directo y Western blot).



e Muestras negativas: Muestras de orina de individuos procedentes de zona
no endémica, con diagndstico clinico negativo a NCC, y diagnostico
serolégico negativo mediante ELISA directo y Western blot para

cisticercosis.

Criterios de exclusion:

e Muestras de orina de individuos que hayan recibido tratamiento
antiparasitario.

e Muestras de orina de individuos que hayan eliminado algun parasito antes
de su recoleccion.

e Muestras de orina de individuos con diagndstico seroldgico positivo para
cisticercosis, pero que no cuenten con diagnéstico TAC compatible con
NCC.

e Muestras de orina con baja o nula biodisponibilidad e idoneidad.

D. Procedimientos

1. Preparacion de pool de orinas

Pool negativo:

Se emplearon 4 muestras de orinas negativas, las cuales fueron sometidas a un
proceso de descongelacion gradual (-80°C a -4°C) y se centrifugaron a 3500 rpm
durante 10 minutos. Del sobrenadante obtenido, se tomaron 12,5 ml de cada
muestra para su mezcla, y el volumen final fue alicuotado en crioviales de

polipropileno con tapa rosca de 2 ml, los cuales se almacenaron a -80 °C.



Pool positivo:

Se emplearon 10 muestras positivas, las cuales se descongelaron gradualmente
(-80°C a -4°C) y fueron centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos para obtener
el sobrenadante. Posteriormente, se mezclaron los sobrenadantes y se realizaron
diluciones seriadas al medio utilizando el pool negativo como diluyente, hasta
alcanzar una dilucion final de 1/2048. Estas diluciones fueron evaluadas
mediante ELISA con el fin de identificar aquella que mantuviera una sefial
reproducible, estableciéndose como Optima la correspondiente al punto previo
de la caida de la curva cinética (1/4) (Figura 3). La dilucion seleccionada fue
preparada en un volumen final de 50 ml, alicuotada en crioviales y almacenada

a -80 °C hasta su utilizacion en los ensayos.

2. Determinacion de las condiciones éptimas

La optimizacion del ELISA tipo sandwich se realiz6 tomando como base el
protocolo descrito por Santos (2020) (20). Se aplicé una estrategia de
optimizacion univariada, modificando un pardmetro por vez y manteniendo
constantes los demés. La evaluacion de cada pardmetro fue evaluada
cuantitativamente mediante la lectura de densidad 6ptica (OD) del pool positivo
y negativo, asi como del indice de reactividad (ratio = OD positivo / OD

negativo).

a) Determinacion inicial de la concentracion de los anticuerpos

Se determind la concentracion inicial del anticuerpo de captura (TsW8) y del
anticuerpo de deteccion (TsW5-B) mediante la técnica de checkerboard, la

cual consistié en realizar combinaciones de diferentes concentraciones de los



anticuerpos. Se evaluaron concentraciones de 1,5; 2,0; 3,0; 4,0 y 5,0 pg/mL

para ambos anticuerpos como se muestra en el esquema.

Anticuerpo de captura (IsW3§)

L& 2 3 4 5 1.5 1 3 4 5
ug/ml ug/ml wuvg/ml uwg/ml uvg/ml ug/ml uwgml wugml uwgml uwgml
g
wh 1.5
E ug/ml
£ 2
£ ugml
§ 3
£ ugml
3 4
: ug/ml
g s
§ ug/ml
=
-
Pool positivo Pool negativo

Figura 4. Esquema experimental para la determinacion inicial de las
concentraciones de los anticuerpos TsW8 y TsW5-B.

Fuente: Elaboracion propia.
b) Evaluacidon de placas y soluciones de recubrimiento

Se evaluaron cuatro microplacas de poliestireno transparentes de 96 pozos
(Nunc Maxisorp, Immulon 1B, Immulon 2HB e Immulon 4HBX) vy tres
soluciones de recubrimiento: Buffer Fosfato Salino-Oxoid (PBS-Oxoid) pH
7,2; Buffer de Sensibilizacion Tris-HCI pH 8 y Buffer Carbonato-

Bicarbonato pH 9,6.

En cada una de las placas se evaluaron a las 3 soluciones de recubrimiento.
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Placa Immulon 1B/ Immulon 2HB/ Immulon 4 HBX/ Nunc Maxisorp

Pool
positivo

Pool
negativo

Buffer de
sensibilizacion

PBS Oxoid Bicarbonato
Figura 5. Esquema experimental para la evaluacion de placas de poliestireno
y soluciones de recubrimiento.

Fuente: Elaboracion propia.

c) Evaluacién de la solucion de blogueo para la muestra y el conjugado

Para la determinacién de esta condicidn 6ptima se evaluaron Leche Anchor,
Leche Carnation y Suero de ternero recién nacido (NBCS, sigla en inglés) en
concentraciones de 1%, 2% y 5% para la muestra en combinacion de 1%, 3%
y 5% para el conjugado, respectivamente. El término conjugado hace

referencia al anticuerpo secundario al que se le ha unido biotina.

11



Leche Anchor Leche Carnation NECS

Mzx: 1%, Conj: 1 %

Mx: 2%, Conj: 3%

Pool positivo

Mx: 5%, Conj: 5%

Mzx: 1%, Conj: 1 %

Mx: 2%, Conj: 3%

Mx: 5%, Conj: 5%

Pool negativo

Mx: Muestra, Conj: Conjugado
Figura 6. Esquema experimental para la evaluacion del agente bloqueante
para la muestra y el conjugado.

Fuente: Elaboracion propia.

d) Evaluacion de la dilucion de muestra y efecto del paso de bloqueo

Para determinar la dilucion éptima de la muestra y evaluar si el empleo de la
solucion de blogueo como diluyente de muestra (con la omision del paso de
bloqueo) resulta adecuado para reducir el tiempo del ensayo, se evaluaron
diluciones seriadas al medio (1, 1/2, 1/4 y 1/8) en dos placas: Una con paso

de blogueo y otra con la omisién de este.

La omision del paso de bloqueo consistié en no realizar la incubacién de la
solucién de bloqueo en los pozos previamente sensibilizados, antes de la

adicion del pool positivo y negativo.

12



Placa sin paso de blogueo/ con paso de bloqueo

Pool
positivo

Pool
negativo

Figura 7. Esquema experimental para la evaluacion de la dilucion 6ptima de
la muestra y del efecto de incluir o eliminar el paso de bloqueo.

Fuente: Elaboracion propia

e) Evaluacion final de concentraciones de anticuerpos

Para confirmar la concentracion optima de los anticuerpos TsW8 y TsW5-B
bajo las nuevas condiciones, se llevo a cabo una segunda evaluacion de tipo
checkerboard. Para cada combinacion de concentraciones se utilizé la
dilucion 1/2 para la muestra (condicion que se mantiene hasta el ultimo
experimento). Se trabajé bajo el mismo esquema experimental de la Figura 4
con la diferencia que las concentraciones evaluadas fueron: 1,00; 1,25; 1,50;
2,00y 2,25 pug/ml para el anticuerpo de capturay 1,50; 1,75; 2,00; 2,25y 2,50

para el anticuerpo de deteccion.

f) Evaluacion de reveladores

Este ensayo realizé un comparativo para determinar el sustrato cromogenico
mas adecuado, considerando su sensibilidad, seguridad y estabilidad. Se

evaluaron dos reveladores: Tetrametil bencidina - KPL Sure Blue (TMB) y O
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- Phenylenediamine dihydrochloride Sigma-Aldrich (OPD). Ambos sustratos

fueron incubados durante 10 minutos.

g) Evaluacion del buffer diluyente (PBS-Oxoid vs. PBS 1X in house)

Con la finalidad de optimizar los costos del ensayo sin comprometer su
desempefio, se evalué comparativamente el uso de un buffer comercial (PBS-
Oxoid) y un buffer preparado en el laboratorio (PBS 1X in house) como

diluyentes en el protocolo de ELISA tipo sandwich.

Luego de los resultados de comparacion (detallados mas adelante), el PBS-
Oxoid fue reemplazado por PBS 1X in house en todas las etapas en las que el
buffer fue empleado como diluyente, incluyendo el bloqueo, la incubacion
del anticuerpo de deteccion vy la estreptavidina. La fase de sensibilizacion de
la placa (recubrimiento de la placa con el anticuerpo de captura) no fue
modificada, manteniendo las condiciones previamente estandarizadas con el

PBS-Oxoid.

La informacién obtenida a partir de esta evaluacion contribuyo a la definicion
del protocolo optimizado final del ELISA tipo sandwich para la deteccion de

antigenos de larvas de T. solium en muestras de orina (véase Anexo 1).

3. Evaluacion del desempefio diagnostico

Por ultimo, empleando el protocolo final optimizado, se procesaron por
duplicado 40 muestras individuales de orina (20 positivas y 20 negativas). A
partir de los datos de OD obtenidos se construy0 la curva Receiver Operating

Characteristic (ROC) para determinar el punto de corte, la sensibilidad y la
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especificidad del ensayo. Asimismo, se elabor6 una tabla de contingencia de 2x2

para calcular el valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN).

1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12

A Pool Positivo Muestra 5 Muestra 13 Muestra 21 Muestra 20 Muestra 37
B Muestra 6 Muestra 14 Muestra 22 Muestra 30 Muestra 38
C Pool Negativo Muestra 7 Muestra 13 Muestra 23 Muestra 31 Muestra 39
D Muestra § Muestra 16 Muestra 24 Muestra 32 Muestra 40
E Muestra 1 Muestra 9 Muestra 17 Muestra 23 Muestra 33

F Muestra 2 Muestra 10 Muestra 18 Muestra 26 Muestra 34 Elanco

G Muestra 3 Muestra 11 Muestra 19 Muestra 27 Muestra 35

H Muestra 4 Muestra 12 Muestra 20 Muestra 28 Muestra 36

Figura 8. Esquema de trabajo de las 40 muestras individuales para la evaluacion
del desempefio diagnostico.

Fuente: Elaboracion propia.

E. Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el CIE-UPCH bajo la constancia CIEI-295-23-25 y
contd con autorizacion del LIP-FCI-UPCH (Anexo 2). Se respetaron los
principios de la Declaracion de Helsinki y las pautas CIOMS-OMS (2016). Las
muestras de orina fueron obtenidas bajo consentimiento informado del estudio
primario. Asimismo, fueron codificadas y trabajadas sin identificadores
personales; el acceso estuvo restringido al personal autorizado, garantizando la
confidencialidad, la trazabilidad controlada y el cumplimiento de las normas

institucionales de bioseguridad.
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F. Plan de analisis

Los valores de OD fueron registrados en Microsoft Excel. Para cada ensayo se
calcularon los promedios de OD correspondientes al pool positivo y negativo.
Posteriormente, se determind el indice de reactividad (ratio) para estimar la
reactividad relativa de las muestras y comparar el desempefio de los diferentes
parametros evaluados durante la etapa de optimizacién del ELISA tipo

sandwich.

Para la evaluacion del desempefio diagnostico, los valores OD de las 20 muestras
positivas y 20 muestras negativas se introdujeron en el programa GraphPad
Prism v5 para sistema operativo Windows, con el cual se elabor6 la curva ROC,
herramienta estadistica que permite evaluar la capacidad discriminativa de una
prueba diagndstica al representar graficamente la sensibilidad frente a 1-
especificidad para distintos umbrales. A partir de esta curva se determiné el
punto de corte (cut off), definido como el valor de OD que establece el limite a
partir del cual una muestra se clasifica como positiva o negativa, optimizando el
equilibrio entre la sensibilidad y la especificidad segun el proposito diagndstico
de la prueba. Su construccion permitié seleccionar el punto de corte mas

adecuado y estimar los valores correspondientes de sensibilidad y especificidad.

El programa elaboré una lista de puntos de corte (umbrales) ordenando los
valores de los OD obtenidos de las muestras negativas (grupo control) y las
muestras positivas (grupo de pacientes), promediando los valores adyacentes; de
este modo, cada umbral se ubico entre dos valores de los datos analizados.

Posteriormente, los porcentajes de sensibilidad y especificidad fueron
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correlacionados con cada valor del punto de corte propuesto, considerando que
un umbral més alto incrementa la especificidad a expensas de la sensibilidad,
mientras que uno mas bajo aumenta la sensibilidad con reduccion de la

especificidad.

Dado que el ELISA tipo sandwich fue planteado como prueba diagndstica, se
priorizd el punto de corte que ofreciera la mayor especificidad posible sin
comprometer significativamente la sensibilidad entre los valores propuestos por

el programa.

El VPP y VPN se calcularon mediante formulas estandarizadas:

e VPP = (Verdaderos positivos / Verdaderos positivos + Falsos positivos) *
100
e VPN = (Verdaderos negativos / Verdaderos negativos + Falsos negativos)

*100
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V.

RESULTADOS

A. Determinacion de las condiciones optimas

1. Determinacion inicial de la concentracion de los anticuerpos

La concentracion inicial del anticuerpo de captura (TsW8) y de deteccion
(TsW5-B) fue determinado mediante el disefio de checkerboard, donde el
mayor ratio 57,971 fue obtenido para la combinacion 1,5 pg/mL (TsW8) /1,5
pg/mL (TsW5-B); seguido del ratio 54,795 para 1,5 pg/mL (TsW8) / 2,0
pg/mL (TsW5-B). El menor ratio fue 20,305 para la combinacion de 5,0
pg/mL / 5,0 pg/mL (Gréfico 1, Anexo 3). La Tabla 1 del Anexo 3 muestra

los ratios obtenidos en cada una de las 25 combinaciones.

De estos resultados, y considerando el balance entre sefial-ruido, se
selecciond la combinacion de 1,5 pug/mL (TsW8) / 2,0 pg/mL (TsW5-B)

como concentracion inicial de trabajo.

2. Evaluacion de placas y soluciones de recubrimiento

De los cuatro tipos de placa evaluadas se eligi6 como mejor placa a la Nunc
Maxisorp con PBS-Oxoid con ratio 64,750, debido a que presentd mejor
dispersion entre el pool positivo y el pool negativo. La combinacion con
menor desempefio fue Immulon 4HBX + Carbonato-Bicarbonato (ratio

11,021) (Gréfico 2, Anexo 3).
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3. Evaluacion del agente bloqueante para la muestra y el conjugado

Tras la evaluacién de las soluciones de bloqueo y diferentes concentraciones
de estas soluciones, la que presentdé mayor sefial (ratio 16,514) fue la Leche
Carnation al 2% para muestra y 3% para conjugado. No obstante, a pesar de
presentar un ratio ligeramente inferior (ratio 15,649), se seleccion6 la Leche
Anchor al 1% tanto para muestra cdmo para conjugado por su menor costo y
rendimiento comparable. Por el contrario, la Leche Anchor 5% / 5% fue la

gue mostro el valor mas bajo (ratio 12,156) (Grafico 3, Anexo 3).

4. Evaluacion de la dilucion de muestra y efecto del paso de bloqueo

Se compararon diluciones de las muestras en presencia o ausencia del paso
de blogueo independiente. La mayor relacion sefial-ruido (ratio 81,973) se
obtuvo con la muestra diluida a 1/2, sin paso de bloqueo independiente y
utilizando el bloqueante como diluyente. El segundo valor més alto ( ratio
72,872) fue con la muestra pura (1/1) bajo las mismas condiciones de
ausencia de bloqueo. Por el contrario, el rendimiento més bajo (ratio 26,262)

correspondio a la dilucién 1/8 sin paso de bloqueo (Gréafico 4, Anexo 3).

El empleo del agente bloqueante como diluyente y omision de la etapa de
bloqueo, favorecio el incremento de la relacién sefial-ruido; destacando la
dilucién 1/2 que ofrecié mayor ratio. Por balance entre sefial y volumen de
muestra requerido, se determind que la dilucion 1/2 formulada con el agente

bloqueante es la condicion maés eficiente para el desarrollo del ensayo.
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5. Evaluacion final de concentraciones de anticuerpos

Para determinar la concentracion final de los anticuerpos se realiz6 un nuevo
ensayo de titulacion (checkerboard), donde la mejor combinacion resulté ser
1,00 pg/mL para TsW8, (anticuerpo de captura) y 2,00 pg/mL para TsW5-B
(anticuerpo de deteccion) con ratio 33,246 (Gréafico 5, Anexo 3). No obstante,
el ratio més bajo observado fue 22,744 (combinacion 2,25 / 2,50 pg/mL para
TsW8/ TsW5-B respectivamente). Los resultados detallados de los 25 cruces

evaluados se presentan en la Tabla 2 del Anexo 3.

Finalmente, se seleccion6 la combinacién 1,00 / 2,00 pug/mL para TsW8 /
TsW5-B respectivamente, debido a que maximiza la eficiencia analitica con

el menor gasto de insumos.

Evaluacion de reveladores

El sustrato cromogénico OPD mostrd una mayor reaccion, evidenciado por
una relacion sefial-ruido superior (ratio 15,649) en comparacion con el TMB

(ratio 6,544); por ello, fue seleccionado para el desarrollo del protocolo final.

Evaluacion del buffer diluyente (PBS-Oxoid vs. PBS 1X in house)

Los resultados de la comparacién entre los dos buffers diluyentes
evidenciaron que el PBS 1X in house tuvo un mejor desempefio (ratio 87,581)
a diferencia del PBS-Oxoid (ratio 83,515), por lo que este Gltimo fue
sustituido en las etapas de bloqueo, incubacion del anticuerpo de deteccion y
la estreptavidina; con excepcion de la sensibilizacion de la placa (Gréafico 6,

Anexo 3).
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B. Evaluacion del desempefio diagndéstico
El punto de corte (cut-off) para el ELISA, determinado mediante el andlisis de la

curva ROC, fue > 0,096, con sensibilidad de 95% y especificidad de 100%.
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Area 0,975
Std. Error 0,02559
95% confidence interval 0.9248 to 1.025
P value < 0.0001
Punto de corte = 0.096

Figura 9. Curva ROC para la determinacién del punto de corte y el
desempefio diagnoéstico del ELISA tipo sandwich en orina.

Fuente: Elaboracion propia.

La tabla de contingencia permitio evaluar la concordancia entre el estado real
de la enfermedad y el resultado obtenido por el ELISA tipo sandwich. En la
Tabla 3 del Anexo 3 se presentan los verdaderos positivos (VP), falsos
positivos (FP), verdaderos negativos (VN) y falsos negativos (FN). A partir
de estos pardmetros se obtuvo un valor predictivo positivo (VPP) del 100% y

un valor predictivo negativo (VPN) del 95%. Estos resultados evidencian la

21



elevada capacidad discriminativa de la prueba para diferenciar

adecuadamente entre individuos sanos y pacientes con neurocisticercosis.

22



V. DISCUSION

La NCC continta siendo una de las principales causas de epilepsia en regiones
endémicas, y su diagnostico oportuno depende en gran medida de métodos capaces
de identificar la infeccion activa. En este contexto, los ensayos que detectan
antigenos del cisticerco representan herramientas valiosas, y estudios previos han
demostrado que la orina puede actuar como reservorio adecuado de antigenos
parasitarios detectables mediante ELISA tipo sdndwich (29,32). Con base en ello,
el presente estudio tuvo como objetivo optimizar un ELISA tipo sandwich para la
deteccion de antigenos de larva cisticerco de T. solium en muestras de orina y

evaluar su desempefio diagndstico.

La optimizacion contempld parametros biologicos, quimicos Y fisicos del ensayo,
siguiendo el enfoque recomendado para determinar la méaxima sensibilidad y
especificidad (34,35). En este estudio se emplearon mAc IgM especificos contra
antigenos somaticos del quiste de T. solium (TsW8 como captura y TsW5-B como
deteccidn), previamente caracterizados por Paredes et al. (2016) y seleccionados

por Santos (2020) como el par mas adecuado para la orina (19,20).

Segun Ochoa et al. (2000), la concentracién idénea para la sensibilizacién de la
placa se situa entre 1 a 10 ug/ml, lo cual concuerda con las concentraciones
evaluadas en la determinacion inicial mediante un ensayo tipo checkerboard
(35,36). A partir de este analisis, se establecieron como concentraciones iniciales
optimas 1,5 pg/mL para TsW8 y 2,0 pg/mL para TsW5-B, permitiendo asi dar
inicio al proceso de optimizacién del protocolo. En contraste con lo reportado por

Castillo et al. (2009) y Mwape et al. (2011), quienes emplearon 5 ug/ml de
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anticuerpos con reactividad cruzada con T. solium para la sensibilizacion de la
placa, asi como Santos (2020), quien utilizo 4 ug/ml, el presente estudio plantea el
uso de menores concentraciones, lo que implicaria una reduccion significativa en

el costo de la prueba (20, 29, 32).

En relacion con el soporte sélido, la comparacion entre placas comerciales
evidencio un mejor desempefio a la placa Nunc Maxisorp frente a las demas, en
concordancia con lo reportado para inmunoensayos de alta sensibilidad como el
ELISA tipo sandwich (37). Este rendimiento superior se atribuye a su superficie
modificada con caracteristicas hidrofilica/hidrofébica, que favorecen una mayor
adsorcion y adecuada orientacion de los anticuerpos, mejorando la captura
antigénica (38). De modo que este tipo de placas promueve la fijacion vertical de
la region Fc de los anticuerpos de captura, dejando expuesta la region Fab para la

interaccion eficiente con el antigeno (38).

El empleo de la placa Nunc Maxisorp coincide con lo reportado por Castillo et al.
(2023), quienes la utilizaron en la evaluacion de un ELISA tipo sandwich para la
deteccidn de antigenos de larvas de T. solium en muestras de suero, documentando
un rendimiento adecuado del inmunoensayo (39). No obstante, Santos (2020), en
un estudio de estandarizacion empleando el mismo disefio inmunoldégico, identifico
a la placa Immulon 4HBX como la mas eficiente entre las evaluadas (20).
Asimismo, otro estudio orientado a la deteccion de antigenos urinarios de
Leishmania donovani mediante un ELISA tipo sandwich empleé la placa Immulon
2HB en su protocolo, posiblemente en funcion de las caracteristicas del anticuerpo
de captura (policlonal e 1gG) (25). Estos hallazgos sugieren que el rendimiento

puede variar segun las condiciones experimentales especificas de cada protocolo.
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En cuanto a las soluciones de recubrimiento empleadas en inmunoensayos, Su
eleccion depende del pH del medio, el cual debe situarse generalmente entre 7 a 9
para favorecer la adsorcion de los anticuerpos; ademas de encontrarse entre una o
dos unidades por encima del punto isoeléctrico (pl) de la proteina a inmovilizar
(18,35). Un pH alcalino induce cambios en la estructura conformacional de la
proteina, promoviendo su desprotonacion y la adquisicién de una carga neta
negativa , lo que facilita su interaccién con la placa cargada positivamente (40).
Asimismo, puede exponer regiones hidréfobas de las proteinas como consecuencia
de una desnaturalizacion parcial, favoreciendo su union a superficies con caréacter

hidréfobo (41).

De este modo, el PBS-Oxoid pH 7,2 mostré un rendimiento superior al buffer
Carbonato-Bicarbonato pH 9,6; por lo que fue seleccionado como buffer de
recubrimiento, en concordancia con el protocolo de Chaya et al. (2013); estudio que
detecta antigeno hidatidico en suero, orina y liquido quistico mediante un ELISA
tipo sandwich (42). En contraste, otros estudios han favorecido el uso del
Carbonato-Bicarbonato para la sensibilizacion de la placa como los reportados por
Castillo et al. (2009), Vallur et al. (2015) y Malaga et al. (2017) que sensibilizan la
placa para un ELISA tipo sandwich para el diagnostico de NCC, leishmaniasis y
tripanosomiasis, respectivamente (25,26,29). EI mejor desempefio del PBS-Oxoid
podria estar relacionado con la estabilidad estructural de los anticuerpos en matrices

ligeramente alcalinas (41).

Pavani et al. (2021) demostraron que el PBS actla como un estabilizador proteico
eficaz, tanto para almacenamiento prolongado como bajo condiciones de estrés

térmico, debido a su capacidad para organizar las moléculas de agua y atenuar los
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efectos desnaturalizantes, incluso durante incubaciones a 37 °C por una hora
(41,43). A diferencia de lo reportado para el PBS, Navarro (2018) sefiala que el
buffer Carbonato—Bicarbonato podria favorecer la desorcion de proteinas, lo que
potencialmente comprometeria la estabilidad de los anticuerpos adsorbidos en

determinados formatos de ELISA (44).

La evaluacion del agente bloqueante evidencio que la Leche Anchor al 1% ofrecia
un desempefio comparable al de la Leche Carnation, pero con mayor viabilidad
logistica y menor costo, lo que concuerda con reportes que destacan la eficiencia
de proteinas lacteas como blogqueantes eficaces y accesibles (45). Las soluciones de
bloqueo actuan saturando los sitios libres de la placa y estabilizando las proteinas
adsorbidas, lo que reduce las uniones inespecificas, disminuye la sefial de fondo y
optimiza la sensibilidad y especificidad del ELISA (38,46). Si bien existen
bloqueantes de naturaleza proteica y detergente, estos Gltimos no se recomiendan
como agentes de bloqueo, ya que acttan principalmente sobre zonas hidrofébicas;
no obstante, su inclusién como surfactantes en las soluciones de lavado o bloqueo

contribuye a minimizar interacciones inespecificas (38,40,46).

La eficacia de la leche en polvo como bloqueante se atribuye principalmente a la
caseina, proteina que se adhiere rapidamente a la placa gracias a su adecuada
miscibilidad en agua (45). El desempefio ligeramente superior de la Leche
Carnation podria relacionarse con su caracter descremado, mientras que la
presencia de lipidos en la Leche Anchor podria generar cierto enmascaramiento
antigénico o interferencia en la interaccidn antigeno-anticuerpo (47). En contraste,

el NBCS mostrd6 menor rendimiento, posiblemente debido al mayor tamafio y
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complejidad de sus componentes proteicos, lo que dificulta la ocupacion uniforme

de los sitios libres y aumenta la sefial de fondo (48).

Diversos estudios han empleado diferentes agentes bloqueantes en ELISA para la
deteccion de antigenos parasitarios; por ejemplo, Castillo et al. utilizaron NBCS,
mientras que Sunita, Vallur y Mélaga reportaron el uso de albumina sérica bovina
(24-26, 29). Aunque estos bloqueantes han demostrado eficacia, su empleo puede
incrementar el costo de la prueba debido a la necesidad de importacion, a diferencia

de la Leche Anchor que es de amplia disponibilidad local.

Asimismo, la omision del paso de bloqueo independiente y el empleo de la solucion
bloqueante como diluyente de la muestra mejoran los ratios, posiblemente al evitar
el enmascaramiento de los paratopes del anticuerpo de captura; especialmente
cuando se utiliza leche en polvo como agente bloqueante (45,46). Dicha evidencia
respalda esta estrategia, sefialando que, si bien el blogueo independiente reduce
uniones inespecificas, también puede incrementar sefial de fondo; no obstante, esta
puede controlarse eficazmente mediante el uso de Tween 20 al 0,05%, como en el

protocolo utilizado (49,50).

De igual manera, la dilucion 1/2 de las muestras mostr6 el mejor rendimiento al
reducir el riesgo de efecto Hook y mejorar la capacidad discriminativa del ensayo
(51,52). La dilucion de la muestra es esencial para prevenir este fendmeno, en el
cual una elevada concentracion de antigeno satura al anticuerpo de captura y limita
la formacion del complejo inmunoldgico, disminuyendo asi la sensibilidad del

ensayo (51).
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En el presente estudio, la dilucién 1/2 obtuvo el mayor ratio y fue definida como la
condicion dptima, ya que reduce el riesgo de falsos negativos por efecto de
saturacion sin comprometer la deteccidn de muestras con baja carga antigénica (52).
Esta dilucion coincide con la empleada por Castillo et al. (2009), en el diagnostico
de NCC subaracnoidea, forma clinica caracterizada por presentar una elevada carga
antigénica (29,30). Asimismo, Santos (2020), quien también trabajé con esta
presentacion de la enfermedad, utiliz6 una dilucion 1/4 (20). En contraste,
Machnicka et al. (2001) reportaron una dilucion 1/10 para la deteccion de antigenos
urinarios de Trichinella spiralis (23). Estas diferencias sugieren que la dilucion
Optima no es uniforme, sino que puede variar segun la carga antigénica asociada a

cada parasitosis y a la presentacion clinica evaluada.

La reevaluacion de las concentraciones de anticuerpos indicé que, bajo las
condiciones optimizadas, la concentracion 6ptima del anticuerpo de captura fue
1,00 pg/ml, mientras que el anticuerpo de deteccién se mantuvo en 2,00 pg/ml,
considerando el desempefio y la relacién costo-beneficio. De modo que la nueva
concentracion del anticuerpo de captura contribuye a disminuir los costos del

ensayo sin comprometer su rendimiento.

Si bien la concentracién de 1 ug/ml para la sensibilizacion de la placa se sitda en el
extremo inferior del rango recomendado, protocolos como el de Vallur et al. (2015)
respaldan su uso al utilizar la misma concentracion (25). La diferencia respecto a
estudios que emplearon concentraciones mayores de anticuerpo de captura, como
Castillo et al. (2009), podria atribuirse al uso de mAc especificos contra el antigeno
somatico de la larva de T. solium, lo que favorece una elevada especificidad (29).

Ademas, al tratarse de un isotipo IgM en lugar de una IgG se incrementa la avidez,
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favoreciendo una mayor captacion de antigenos parasitarios incluso a bajas

concentraciones (53).

En concordancia con este sistema de captura altamente especifico, la técnica de
ELISA empled un sistema de deteccidén basado en peroxidasa de rabano picante
(HRP, sigla en inglés) conjugada a estreptavidina, aprovechando su elevada
afinidad por la biotina del anticuerpo de deteccién y su capacidad de amplificacion
de sefial (54). Entre los sustratos cromogénicos descritos para esta enzima, se
encuentran el OPD, TMB, Acido 2,2’-azino dietilbenzotiazolin sulfonico (ABTS),
Acido 5-aminosalicilico (5-AS) y diaminobencidina (DAB); siendo los maés
utilizados el TMB, ABTS y OPD (18,55). La comparacion entre los reveladores
disponibles en el laboratorio evidencié un mejor desempefio para el OPD frente al
TMB, en concordancia con estudios previos en NCC como el de Castillo et al.
(2009), y en otras parasitosis, como Chaya et al. (2013), Sunita et al. (2011) y
Malaga et al. (2017) (24,26,29,42). No obstante, otros autores han descrito el uso

de TMB para la deteccion de antigenos parasitarios (19,25).

Finalmente, la sustitucion del PBS-Oxoid pH 7.2 por PBS 1X in house se realizé
debido a que ambos presentan una composicion quimica similar, conformada por
fosfato de potasio, fosfato de sodio, cloruro de potasio y cloruro de sodio;
diferenciandose en una ligera variacion en la cantidad de iones de hidrégeno en el
PBS-Oxoid (56). Asimismo, ambos presentan un pH similar entre 7,0 - 7,2, lo que
favorece la estabilidad de las interacciones antigeno-anticuerpo. La evaluacion
comparativa evidencié un resultado equivalente, e incluso ligeramente superior,
parael PBS 1X in house, permitiendo ademas una reduccidn sustancial en los costos

del protocolo.
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El establecimiento del punto de corte puede realizarse mediante distintos enfoques.
El primero, mediante el cut-off, basado en el promedio de muestras negativas
conocidas méas dos o tres desviaciones estandar (18). El segundo, consiste en el
calculo del porcentaje de positividad, determinado al dividir el OD de la muestra
multiplicada por cien entre el OD correspondiente a un grupo estandar positivo
conocido (29). Y el tercero, el analisis mediante la curva ROC, que ordena los
valores de OD de muestras positivas y negativas para determinar el umbral que

optimiza la sensibilidad y especificidad.

Para determinar el umbral de positividad, se realiz6 un anélisis de la curva ROC
utilizando el software GraphPad Prism (v.5). Este analisis evidencio una excelente
capacidad discriminativa del ensayo, con un area bajo la curva (AUC) > 0.975, una
sensibilidad del 95% y una especificidad del 100%. EIl punto de corte (cut-off) se
establecio en un OD >0,096 (Grafico 7, Anexo 3), valor consistente con el disefio
de un ELISA tipo sandwich que emplea anticuerpos monoclonales de alta afinidad
dirigidos contra antigenos somaticos del cisticerco. Esta configuracién minimiza
las interacciones inespecificas y reduce la sefial de fondo (ruido basal), a diferencia
de los formatos indirectos donde las inmunoglobulinas de la muestra suelen generar

interferencias por adsorcion hidrofébica en la placa (59).

La robustez de este punto de corte sugiere que el ensayo es altamente eficaz para
identificar verdaderos positivos, incluso en muestras con concentraciones
antigénicas bajas en orina. Estos hallazgos guardan coherencia con la literatura
previa, que reportan sensibilidades entre 70%-95% vy especificidades 75%-100%

para la deteccion de antigenos urinarios (29,32,42).
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Asimismo, los valores predictivos obtenidos (VPP: 100%; VPN: 95%) se sitGan
dentro del rango esperado para pruebas inmunoldgicas de alta precision. En
contraste con Chaya et al. (2013), quienes reportan VPP de 95% y VPN 77%, el
presente estudio evidencio valores superiores, pese a que ambos protocolos fueron
evaluados con un nimero reducido de muestras de orina conocidas (42). De igual
manera, McCleery et al. (2020), reportaron un VPP del 62% para un ELISA
aplicado a NCC subaracnoidea; no obstante, debe considerarse que este estudio fue

un cribado poblacional que incluy6é un mayor nimero de muestras (60).

En conjunto, los resultados del presente estudio evidencian una mejora sustancial,
posiblemente atribuible al uso de anticuerpos mas especificos y a la optimizacion
sistematica de cada parametro experimental. Asimismo, el ELISA tipo sandwich
optimizado demostr6 una adecuada capacidad discriminativa, permitiendo
diferenciar de forma confiable entre muestras positivas y negativas de NCC. El
desempefio alcanzado constituye una base sélida para estudios de validacion
externa y para su potencial incorporacién en investigaciones epidemioldgicas o
como herramienta diagndstica en contextos con infraestructura limitada. No
obstante, serd necesario analizar en futuros estudios su reproducibilidad,

factibilidad operativa y posible reactividad cruzada.
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VI.

LIMITACIONES, FORTALEZAS Y RECOMENDACIONES

Limitaciones

1. El tamafio muestral fue reducido y condicionado por la disponibilidad del

biobanco, lo que puede afectar la precision y la generalizacion de las
estimaciones de sensibilidad y especificidad.

No se evalud la reactividad cruzada frente a otras helmintiasis (p. ej., Taenia
saginata, Hymenolepis nana, Fasciola hepatica), debido a la ausencia de
muestras positivas para estas parasitosis; por tanto, no puede descartarse
completamente la posibilidad de interferencias inmunolégicas.

No se incluyeron muestras correspondientes a todas las formas clinicas de la
neurocisticercosis (p. ej., forma parenquimal), lo que limita la extrapolacion
del desempefio diagnostico a todos los escenarios clinicos.

El estudio se realizd en condiciones controladas de laboratorio; en
consecuencia, el desempefio operativo del ensayo en entornos de campo o en

programas de tamizaje comunitario ain no ha sido validado.

Fortalezas

1. Uso de anticuerpos monoclonales previamente caracterizados y

seleccionados con base en evidencia experimental.

Empleo de orina como matriz diagndstica no invasiva, lo que favorece su
aplicabilidad clinica y epidemiolégica.

Evaluacién sistematica de parametros criticos del ensayo (tipo de placa,
buffer de recubrimiento, condiciones de bloqueo, diluciones, sistema de

deteccidn y sustrato), permitiendo una optimizacién técnica integral.
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Obtencion de un alto desempefio diagndstico (sensibilidad y especificidad
elevadas), comparable con reportes previos.
Desarrollo de un protocolo optimizado de bajo costo, con potencial aplicacion

en estudios epidemioldgicos y estrategias de tamizaje en zonas endémicas.

Recomendaciones

1.

Incrementar el tamafio muestral e incorporar mayor diversidad clinica,
incluyendo distintas formas de neurocisticercosis.

Evaluar la especificidad analitica mediante paneles de orinas positivas para
otras helmintiasis, a fin de descartar reactividad cruzada.

Realizar estudios formales de reproducibilidad (intra e interensayo) y
validaciones externas.

Evaluar el desempefio del ensayo en condiciones de campo, considerando
variables operativas como temperatura, disponibilidad de equipamiento e
infraestructura.

Adaptar el protocolo optimizado hacia formatos mas simplificados o
transferibles a entornos rurales, con miras a fortalecer la vigilancia

epidemioldgica de la neurocisticercosis en el Peru.
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VII.

CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones dptimas del ELISA tipo sandwich para la
deteccion de antigenos de larvas cisticerco de Taenia solium en muestras de

orina.

Se determind placas Nunc Maxisorp, PBS-Oxoid pH 7,2 y anticuerpo
monoclonal TsW8 (1,00 pg/mL) para la sensibilizacién. Asi como, la dilucion
1/2 y la Leche Anchor al 1% como agente bloqueante y diluyente de muestra

y conjugado.

Se eligieron las condiciones del anticuerpo monoclonal TsW5-B (2,00
pug/mL) y OPD para la deteccion y revelacién del complejo antigeno-
anticuerpo. Al igual que el empleo del PBS 1X como buffer diluyente, lo que

permite optimizar la relacion sefial/ruido.

El protocolo optimizado mostr6 un alto desempefio diagndstico en
condiciones experimentales controladas, con una sensibilidad de 95% y una
especificidad de 100%. Asimismo, se obtuvo un valor predictivo positivo de
100% y un valor predictivo negativo de 95%, evidenciando una adecuada

capacidad del ensayo para discriminar entre muestras positivas y negativas.
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium.
Fuente: Traducido de Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades

(CDC, sigla en inglés), 2024.
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Figura 2. Distribucion geogréafica de las zonas endémicas de neurocisticercosis en
el Pert, 2014 - 2023.
Fuente: Elaboracion propia a partir de datos reportados por diversos estudios

publicados.
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ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo final para el ELISA tipo sandwich para la deteccién de

antigenos de larvas de Taenia solium en muestras de orina

1. Utilizar 100 pl/pozo de anticuerpo de captura (TsW8) a concentracion de 1 pg/ml
para recubrir la placa (Nunc Maxisorp) en PBS-Oxoid pH 7,2 e incubar en shaker
a 37°C por 1 hora.

2. Lavar la placa 5 veces con 200 pl/pozo de PBS 1X-Tween 0,05%.

3. Agregar 50 ul/pozo de Leche Anchor 1% + PBS 1X-Tween 0,05% junto a 50
pl/pozo de muestra de orina (Dilucidon 1/2) e incubar en shaker a 37°C por 30
minutos. Lavar como en el paso 2.

4. Afadir 100 pl/pozo de anticuerpo de captura conjugado a biotina (TsW5-B) a
concentracion de 2 pg/ml en Leche Anchor 1% + PBS 1X-Tween 0,05% e
incubar en shaker a 37°C por 30 minutos. Lavar como en el paso 2.

5. Agregar 100 pl/pozo de estreptavidina-HRP (Dilucion 1/10000) en Leche
Anchor 2% + PBS 1X-Tween 0,05% e incubar en shaker a 37°C por 30 minutos.
Lavar como en el paso 2.

6. Utilizar 100 pl/pozo de OPD (Disolver 1 pastilla en 10 ml de buffer citrato),

cubrir la placa con papel aluminio e incubar en shaker a 37°C por 10 minutos.

7. Detener la reaccion con 50 pl/pozo de H2SO4 2N y leer la placa a 490/650 nm.

Revelador (H202 +OPD)

T % Estreptavidina - HRP

P mAc de deteccién biotinilado
¥ \ (TsW5-B)

Ag somatico de larva de

'Y \/ Y Taenko solliuss Fuente: Elaboracion

- =L = | | T —f—* mAc de captura (TsW8) propla

Placa Nunc Maxisorp
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ANEXO 3. Resultados de la determinacién de las condiciones éptimas del
ELISA tipo sandwich para la deteccion de antigenos de larvas de Taenia solium

en muestras de orina
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Graéfico 1. Determinacion inicial de las concentraciones de los anticuerpos TsW8

y TsW5-B segun ratio positivo/negativo



Tabla 1. Resultados de los ratios obtenidos en la evaluacion inicial de las
concentraciones de los anticuerpos monoclonales TsW8 (captura) y TsW5-B

(deteccion) mediante método checkerboard

Anticuerpo de captura (TsW8§)
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B. Sensibilizacién 23.144 29.851 25913 24.461
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Gréfico 2. Evaluacién comparativa de placas de poliestireno y soluciones de

recubrimiento mediante valores de ratio P/N
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Agentes bloqueantes

Graéfico 3. Evaluacion del agente bloqueante para la muestra y el conjugado en el

ELISA tipo sdndwich
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Sin paso de bloqueo 72872 81973 59135 26.262
Con paso de bloqueo 59.886 64.016 62.397 49.758
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Gréfico 4. Evaluacion de la dilucién 6ptima de la muestra y del impacto de incluir

o eliminar el paso de bloqueo en la reactividad del ensayo
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Graéfico 5. Evaluacion final de las concentraciones éptimas de los anticuerpos

TsW8 y TsW5-B mediante anélisis de ratio P/N

Tabla 2. Resultados de los ratios obtenidos en la evaluacion final de las
concentraciones Optimas de los anticuerpos monoclonales TsW8 y TsW5-B para el

ELISA tipo sandwich

Anticuerpo de captura (ITsW8)

1.00 ug/ml | 1.25 ug/ml | 1.50 ug/ml | 2.00 ug/ml | 2.25 ug/ml

£ 1.50 ug/ml 29994 30.366 30.490 25954 24350
g 1.75 ug/ml 30614 29628 28.405 26.568 24339
1)
[-F] 1
':' g 2.00 ug/ml 33.246 35133 31498 26343 23126
X
2 2.25 ug/ml 32.855 30.394 29363 24993 23.602
é 2.50 ug/ml 32272 30359 26528 24 364 22744




® PBS 1X PBS oxoid

Graéfico 6. Evaluacion del impacto del reemplazo de PBS-Oxoid por PBS 1X en la

reactividad del ELISA tipo sandwich
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Gréfico 7. Grafico de dispersién de las 40 muestras evaluadas.



Tabla 3. Tabla de contingencia utilizada para el calculo del valor predictivo

positivo y negativo del ELISA tipo sandwich

Diagnostico a neurocisticercosis

Enfermos Sanos
Resultado del Positivos 19 0
ELISA tipo
sandwich Negativos 1 20

VPP: (19/19 + 0) * 100 = 100%

VPN: (20 /20 + 1) * 100 = 95%



