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Resumen

Objetivo: Determinar el valor diagndstico de la prueba de
inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico procedente de hu-
mano y compararlo con el antigeno bovino y ovino. Méto-
dos: Fueron estudiados 40 pacientes con enfermedad
hidatidica confirmada quirtrgicamente, 20 individuos con otras
enfermedades y 20 sujetos sanos. A cada paciente se le reali-
z6 la prueba de inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico
procedente de quiste hepatico humano, asi como con antigeno
hidatidico procedente de Pool bovino y de ovino. Resulta-
dos: La sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo de la prueba de inmunoblot, utili-
zando antigeno hidatidico humano con la banda de 38 KDa
fue, respectivamente, de 88, 75, 78 y 100%; antigeno bovino
con la banda de 38 KDa fue de 75, 100, 100, 100% y antigeno
ovino con la banda de 21-31 KDa fue de 95, 95, 95 y 100%.
Conclusién: La prueba de inmunoblot, usando antigeno
hidatidico procedente de humano, presenta menor valor diag-
nostico que aquélla con antigeno hidatidico bovino y ovino.

Introduccioén

La hidatidosis humana, zoonosis causada por el
estadio larval (metacestodo) del Echinococcus

E-mail:jcgomez@eudoramail.com

Summary

Objective: To determine the diagnostic value of the test of
Immunoblot using hydatid antigen coming from human and to
compare it with the bovine and ovine antigen. Methods: 40
patients were studied with hydatid disease confirmed surgi-
cally, 20 patients with other illnesses and 20 healthy patients.
To each patient they were carried out the test of Immunoblot
using hydatid antigen coming from human hepatic cyst, like-
wise with hydatid antigen coming from bovine and ovine pool.
Results: The sensibility, specificity, Positive Predictive Value
and Negative predictive value of the test of Immunoblot using
antigen from Human fluid with the band of 38 KDa was of 88,
75, 78 and 100%, bovine antigen with the band of 38 KDa
was of 75, 100, 100, 100% and ovine antigen with the band of
21-31 KDa was of 95, 95, 95 and 100% respectively. Conclu-
sion: The test of Immunoblot using hydatid antigen coming
from human presents smaller diagnostic value that using bo-
vine and ovine antigen.

granulosus, el cual se alberga principalmente en el
perro, es una enfermedad endémica en muchos
paises, siendo muy pocas las naciones que han lo-
grado erradicar esta zoonosis de sus tierras, den-
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tro de los cuales podemos mencionar a Nueva
Zelanda, Tasmania e Islandia.!

La hidatidosis en Sudamérica tiene gran preva-
lencia en paises como Argentina y Chile, repor-
tandose en este Ultimo tasas que alcanzan los 1,068
x 100,000 habitantes.?

En el Pert no existen datos epidemioldgicos ac-
tualizados sobre esta enfermedad. Sin embargo,
segun reportes de hace mas de una década, la inci-
dencia de la hidatidosis en el Peru alcanzaba cifras
de 1,780 x 100,000 habitantes (SAlIS-Pachacutec,
Junin),® lo cual significa gran pérdida de recursos
materiales. En Uruguay, pais en el que se aplica toda
una politica en contra de la hidatidosis, habiéndose
disminuido considerablemente la parasitosis ovina,
bovina y humana en la ultima década, las pérdidas
econdmicas en un afio fueron de 1'650,000 dola-
res, aproximadamente, considerando tan sélo la
pérdida por venta de visceras.! No serfa raro que
en el Per( estas cifras sean mayores.

Es lamentable decir que el Perd es uno de los
paises con mas prevalencia de hidatidosis en Ameé-
ricay que, a pesar de ello, no existe ninguna politi-
ca para controlar ni evaluar el impacto ocasionado
por la enfermedad.

Una vez ingeridos los huevos del Echinococcus
granulosus, éstos evolucionan a su estadio larval, el
cual migra a través del intestino al sistema porta;
las larvas pasan por los sinusoides hepéticos y lle-
gan hasta el pulmén, pudiendo pasar y albergarse
en cualquier 6rgano de la economia, en donde for-
man una estructura quistica. La mayoria de los quis-
tes se localizan en el higado, luego el pulmény en
menor cuantia los demas 6rganos.* La sintomato-
logia que produce la enfermedad hidatidica es muy
variada, pero es asintomaética en la mayoria de los
casos.® En algunas zonas endémicas de Argentina,
67% de portadores asintomaticos permanecen asi
durante toda su vida.® Son muchos los métodos
utilizados para el diagnostico de la enfermedad hi-
datidica, pudiéndose mencionar: radiografia, tomo-
grafia, resonancia magnética y ecografia, esta Ulti-
ma de gran utilidad en el diagnostico.’

El tratamiento es quirdrgico en la mayoria de
los casos.? Sin embargo, se esta realizando aspira-
Cidn percutanea asociada a tratamiento médico, lo
que ha dado muy buenos resultados.®

El tratamiento médico esta indicado en ciertos
casos, pero la tasa de curacion completa en las di-
ferentes series no iguala a la quirdrgica ni a la de
aspiracion transcutanea.>®°

El quiste hidatidico desencadena una respuesta
inmune predominantemente Th2, con la produc-
cion de IgM, IgE e 1gG, destacandose a la IgG1 e
IgG4,'% las cuales estan dirigidas a diferentes com-
ponentes antigénicos del quiste hidatidico, siendo
los de mayor relevancia el antigeno 5 (Ag5) vy el
antigeno B(AgB),* los cuales tienen una relacion
de 1:10 en el liquido hidatidico. EI Ag5 es un com-
plejo de lipoproteina de gran peso molecular com-
puesto por fragmentos de 57 y 67 KD, los cuales
bajo condiciones de reduccion se disocian en subu-
nidades de 38 y 22 a 24 KD. Este antigeno es com-
partido por varios parasitos, incluso pacientes sa-
nos tienen anticuerpos que reconocen epitopes del
Ag5. El AgB, el cual constituye 10% del contenido
total del liquido hidatidico es una lipoproteina ter-
moestable de 160 KD, la cual produce tres subu-
nidades de ocho 0 12, 16 y 20 0 24 KD en electro-
foresis en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) en condiciones reductoras. Es-
tudios inmunohistoquimicos han demostrado que
esta proteina esté localizada en el tegumento del
protoescélex y membrana germinativa del meta-
cestodo de donde es secretada al liquido hidatidi-
c0.15 Esta es una de las proteinas que mas caracte-
rizan al quiste hidatidico, siendo un componente
antigénico de mucha especificidad para la equino-
cocosis; sin embargo, es compartida entre las di-
ferentes especies de Echinococcus.®

Son muchos los métodos desarrollados para el
diagndstico inmunoldgico de la hidatidosis huma-
na, pudiéndose mencionar a la prueba de dermo-
rreaccién de Cassoni (historia), inmunoelectrofo-
resis, doble difusién arco V,'” hemaglutinacion
indirecta,'® aglutinacion con particulas de latex,
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coaglutinacion con Staphylococcus aureus portado-
res de proteina A,*° respuesta linfoproliferativa a
antigeno hidatidico (LPA),%* inmunoensayo ligado
a enzima (ELISA)?2® e inmunoblot.’® Estas Ulti-
mas de gran importancia, ya que todos los esfuer-
z0s actuales estan puestos en determinar o sinte-
tizar una proteina, la cual sea reconocida sélo en la
enfermedad hidatidica.?>% Es asi que los diferen-
tes investigadores encuentran distintas sensibilida-
des a las pruebas de ELISA e inmunoblot, ya que
éstas dependen no sélo de la localizacion y estadio
del quiste, sino también del antigeno y de los pa-
cientes utilizados para la investigacion.527-31 E|
Echinococcus granulosus no esta exento de variabi-
lidad genética en su especie, es por eso que la res-
puesta inmune de una poblacién no sera la misma
gue otra, siendo el responsable de eso el propio
quiste hidatidico, razén por la cual se pueden evi-
denciar diferentes patrones de reactividad en los
diferentes estudios.®?32

Por otro lado, en un trabajo realizado anterior-
mente en el que se utilizé antigeno hidatidico pro-
veniente de humano y ovino para sensibilizar pla-
cas de ELISA con el fin de evaluar la sensibilidad y
especificidad de éstas en el diagndstico de hidati-
dosis humana (datos no publicados), se pudo evi-
denciar que cuando se sensibilizaban las placas con
antigeno humano, las densidades 6pticas de la re-
acciéon enzimatica de los sueros de los pacientes
con hidatidosis eran muy superiores a las encon-
tradas con antigeno ovino, no sucediendo lo mis-
mo en los pacientes sanos, lo cual hace pensar que
el antigeno humano es mejor para el diagnéstico
de la hidatidosis humana.

Son estas caracteristicas las que hacen supo-
ner que utilizando quiste hidatidico humano, pro-
veniente de pacientes de nuestra region, para la
prueba de inmunoblot, se puede encontrar un
valor diagnostico mas alto que con antigenos de
ovino o bovino.

Existen varios métodos de diagnéstico para la
hidatidosis humana; sin embargo, la sensibilidad y
especificidad de éstos depende de la localizacién

del quiste, el estadio evolutivo, los pacientes estu-
diados y las cepas de los quistes, pudiendo variar
de localidad en localidad; es por esto que, utilizan-
do antigeno hidatidico proveniente de pacientes
infectados en el Per(, se puede conseguir un valor
diagndstico superior a las pruebas que utilizan quis-
tes de ovino o bovino.

El objetivo general de este estudio fue determi-
nar el valor diagnostico de la prueba de inmuno-
blot, utilizando antigeno hidatidico procedente de
humano. Mientras que los objetivos especificos fue-
ron: 1) Caracterizar el contenido proteico del liqui-
do hidatidico de quistes provenientes de humanos,
bovinos y ovinos infectados en el Peru, segun el pa-
trén de migracién electroforética. 2) Determinar la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
y negativo de la prueba de inmunoblot, utilizando
antigenos provenientes de humanos, bovinos y ovi-
nos para el diagnostico de hidatidosis humana y 3)
Comparar el valor diagnéstico de la prueba de in-
munoblot, también utilizando antigeno provenien-
te de humanos, bovinos y ovinos para el diagnosti-
co de hidatidosis humana.

Material y métodos

1. Participantes. Se recolectaron 40 sueros de
pacientes con confirmacién quirurgica de hidati-
dosis humana de distintas ubicaciones, 20 suje-
tos con otras enfermedades dentro de las cuales
figuran: cisticercosis, fascioliasis, toxoplasmosis,
malaria, hepatocarcinoma, etcétera, incluyendo
un grupo de 20 individuos clinica y radiolégica-
mente (torax) sanos. Ningun paciente fue porta-
dor de alguna enfermedad que comprometiera
su sistema inmune.

2. Antigenos. Se extrajo liquido de visceras infes-
tadas con quiste hidatidico de ganado ovino y
bovino de la Sierra Central del Peru, ademas de
liquido hidatidico de una mujer con hidatidosis
hepética que fue intervenida en un nosocomio
de la ciudad de Lima, siendo condicion de ésta
que no hubiese salido del Pert en los Gltimos 10
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afios para asegurar que la infeccion fue adquiri-
da en el Per(, ademas de no haber recibido tra-
tamiento médico para hidatidosis. Los liquidos
hidatidicos fueron centrifugados a 2,000 g por
20 minutos en centrifuga refrigerada; luego se
colocaron en membranas de nitrocelulosa y se
les dializé con 100 veces su volumen en agua
destilada, realizando cambios de agua cuatro
veces en cuatro dias y a una temperatura de 4°
C. Terminada la didlisis, se coloc6 en frascos de
25 mL para su liofilizacion, previo el cultivo res-
pectivo en agar chocolate y a la realizacién de la
prueba de DD5 con suero hiperinmune para
comprobar la presencia de antigeno hidatidico.
. Preparacién del suero hiperinmune anti-
hidatidico. Se tomé 2 mg de polvo del antige-
no hidatidico liofilizado diluido en 2 mL de PBS
pH 7.4; de la dilucién se tom6 2 mL y se mezclo
con 2 mL de coadyuvante completo de Freund,
inoculandole 1 mL en cada pata (entre el ten-
dén del semimembranoso y el del semitendi-
noso) a dos conejos blancos de 3 kg de peso
cada uno. Treinta dias después se inoculd la mis-
ma cantidad de antigeno, pero con coadyuvan-
te incompleto de Freund, de la misma manera
que la primera vez. Diez dias méas tarde se rea-
liz6 sangria total a los dos conejos, amarrando-
los de las cuatro patas en una mesa de disec-
cion, con la ayuda de una bomba de vacio se
prepar6 dos vias dirigidas a un frasco y los ex-
tremos a labombayy el otro a una aguja # 18, la
cual se introdujo al corazon del conejo, previa
palpacién del latido cardiaco con el dedo pul-
gar. Una vez introducida la aguja al corazon, se
prende la bomba de vacio y se consigue la san-
gre necesaria.

4. Técnica de inmunoblot . A. Separacion de las

proteinas del antigeno por electroforesis en un
gel de poliacrilamida que contenia dodecil sul-
fato de sodio (SDS-PAGE).

a) Preparacion del antigeno. Se tomé 15 mg de pol-

vo liofilizado y se mezcl6 con 300 pL de buffer

Tris/HCL 0.05 M, pH 8.0, con el fin de conse-
guir una concentracién de 50 mg/mL y se
centrifugd a 3,500 rpm por 30 minutos. El
sobrenadante se conservé a -80 grados centi-
grados hasta el momento de su uso.

b) Tratamiento del antigeno. El antigeno preparado

se diluy6 volumen a volumen con una solucion
de tratamiento de muestra. Luego se colocé en
bafio Maria a 100° C por cinco minutos. Des-
pués se adiciond un colorante marcador de co-
rrida a razon de 1 pL por cada 30 yL de mues-
tra pretratada.

c) Tratamiento del patron de masas moleculares re-

lativas.

d) Preparacién del gel de separacion o de corrida. Se

utilizaron dos placas de vidrio de 73 x 102 x 1
mm y otras dos de 70 x 102 x 1 mm, ademas de
cuatro espaciadores de plastico de 0.75 mm de
espesor. Se limpiaron las placas de vidrio con
alcohol y luego se secaron con gasa estéril. Una
vez limpiadas las placas, se montaron una con
otra, colocando los espaciadores en medio y con
la ayuda de vaselina untada en dichos espacia-
dores. Seguidamente, se preparé el gel de se-
paracion a una concentracion de 15%, y con una
jeringa de aguja 22 y con punta circular se rocio
el gel, evitando la formacién de burbujas entre
las dos placas hasta aproximadamente 1 cm de
la parte superior de la placa de menor tamafio;
en el espacio que quedé se colocd agua destila-
da. Se dejo polimerizando por 30 minutos a tem-
peratura ambiente.

e) Preparacion del gel de empaquetamiento. Se eli-

mind el agua destilada y se prepar6 el gel de
empaquetamiento; el cual se colocd de la mis-
ma manera gue el anterior hasta la parte supe-
rior de la placa. Inmediatamente después se
colocaron los peines separadores de especime-
nes de 0.75 mm de espesor, segun fuese el pro-
posito de la electroforesis, dejando un espacio
entre el gel de separacion y el de empaqueta-
miento. Se dej6 polimerizando por 30 minutos
a temperatura ambiente.
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f) Preparacion de la electroforesis. Finalizada la
polimerizacidn, se extrajeron los peines y se lava-
ron las cavidades con buffer Tris-glicina-SDS o tam-
pon de corrida. Luego, en el orificio de la derecha,
se aplicaron 5 L de la solucion de peso molecular
patrén y 3 L de la solucion de peso molecular
patron coloreado (pretefiido); en los demés orifi-
cios se colocaron las soluciones de antigenos. Se
colocaron, aproximadamente, 200 mL de tampon
de corrida en el recipiente superior (preparado el
dia de la corrida electroforética) y 300 mL del
mismo tampdn en el recipiente inferior de la cu-
beta (también preparado el mismo dia o no de la
corrida electroforética). Después de esto, se ini-
cio la corrida.

g) Corrida electroforética. Se conectaron las termi-
nales eléctricas a la fuente de poder con 80 vol-
tios, 0.02 amperios y durante 10 minutos, hasta
que los marcadores de corrida se nivelaron de
manera uniforme. Inmediatamente después, se
duplicd el voltaje, y con un amperaje de 0.06, se
dio inicio a la corrida hasta el momento en que
los marcadores de corrida llegaron a la base de
los geles. Se esperd 10 minutos y se desconec-
t6 el sistema.

B. Transferencia de proteinas del gel de
poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa

Las proteinas fueron transferidas electroforética-
mente del gel a la membrana de nitrocelulosa con
poros de 0.22 um, para lo cual se emple6 un reci-
piente de electroforesis.

a) Preparacion de la transferencia. En un recipiente
gue contenia buffer de transferencia, se coloco
el gel sobre una membrana de nitrocelulosa. A
su vez, ésta se colocé entre dos hojas de papel
filtro embebido en el mismo buffer. El conjunto
de gel, nitrocelulosa y papel filtro, se colocaron
entre dos esponjas de 3 mm de espesor, embe-
bidas en el tampon de transferencia de igual
manera que el complejo anterior; luego se co-

locé todo en una pieza de plastico con orificios
en ambos lados, asegurandose que el gel que-
dase frente al catodo (color negro de la pieza) y
la nitrocelulosa frente al anodo (transparente).
Seguidamente la pieza se encaj6 en la cdmara
de transferencia, la cual contenia una base plas-
tica para poner agua congelada.

b) Electrotransferencia. La electrotransferencia se
efectud a una corriente, variando de 1.5 Aa 10°
C hasta 2.05 A a 35° C al final del proceso, man-
teniendo un voltaje de 55 voltios por una hora.
Una vez finalizada la electrotransferencia, se
retiraron las membranas de nitrocelulosa y se
lavaron cinco veces durante cinco minutos cada
una, con buffer fosfato salino (PBS) 0.01 m pH
7.2 conteniendo 0.3% de tween 20(PBS/T) y se
lavé una vez mas con PBS sin Tween. Luego se
cortaron las tiras de nitrocelulosa que conte-
nian los antigenos en didmetros de 3 a4 mm, y
la tira de los pesos moleculares se tifieron con
tinta china al 1%. Se cortaron las tiras de nitro-
celulosa que contenian las proteinas del antigeno,
en didmetros de 3 mm, y se guardaron a -20° C
entre hojas de papel filtro humedecidas en PBS
hasta el momento de su uso.

C. Tercera etapa: reaccion inmunoenzimatica

Se emplearon placas de plastico divididas en com-
partimentos. Se colocaron tiras de nitrocelulosa
que contenian antigeno hidatidico en los compar-
timentos de las placas. Se incubaron las tiras con
PBS-TL y se colocaron los sueros problema dilui-
dos 1:100 en PBS-TL e incubaron por una hora. Se
lavaron las placas cinco veces durante cinco minu-
tos cada una con PBS-T y una vez mas con PBS
solo. Se adiciono la solucion de anti IgG humano
marcado con peroxidasa diluido a 1:1000 en PBS-
TL e incub6 por una hora. Se lavaron las placas
cinco veces durante cinco minutos cada una con
PBS-T y una vez mas con PBS solo. Se reveld la
reaccién adicionando una solucién que contenia 5
mg de diamino bencina (DAB) 10 pL de H,O,
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(30%0) para cada 10 mL de PBS. Luego de visuali-
zar las bandas, se lavaron las tiras varias veces con
agua deionizadas. Se dejaron secar las tiras a tem-
peratura ambiente en oscuro.

5. Procedimientos. Luego de la liofilizacién de los
liquidos hidatidicos, éstos se enfrentaron al sue-
ro hiperinmune para confirmar la presencia de
antigeno hidatidico. Después se realiz6 la
electroforesis en gel de poliacrilamida de los di-
ferentes antigenos y fueron coloreados con tin-
ta china para caracterizar los componentes
proteicos de cada uno de los antigenos. Esto se
realiz6 por comparacion de bandas con el pa-
trén utilizado.

Luego de una segunda corrida electroforética,
se realizo la electrotransferencia a las membra-
nas de nitrocelulosa para realizar el inmunoen-
sayo a todos los pacientes mencionados, utili-
zando antigeno hidatidico humano, bovino y
ovino. De esta manera se evaluo la reactividad
de bandas de los diferentes antigenos.

Una vez determinada la banda éptima, se calcu-
16 la sensibilidad, especificidad y valores predic-
tivos de la prueba para los diferentes antigenos
utilizando el teorema de Bayes.

Resultados

En el cuadro | se observa que la banda de 38 KDa
se presento en la mayoria de pacientes con hidati-
dosis. El resto de bandas también se observaron
en los otros pacientes.

El cuadro Il muestra que la banda de 38 KDa se
presentd en la minoria de sujetos sin hidatidosis.
Las demaés bandas también se observan en los otros
individuos.

En el cuadro Il se aprecia que la banda de 38
KDa se present6 en la mayoria de enfermos con
hidatidosis. El resto de bandas también se regis-
traron en los otros pacientes.

El cuadro IV manifiesta que la banda de 38 KDa
se presento en la minoria de personas sin hidati-

dosis. Las bandas restantes también se observa-
ron en los otros sujetos.

En el cuadro V se observa que la banda que se
encuentra entre 21-31 KDa se presentd en la ma-
yoria de enfermos con hidatidosis. El resto de ban-
das también se registraron en los otros pacientes.

En el cuadro VI se observa que la banda que se
encuentra entre 21-31 38 KDa se presento en la
minoria de sujetos sin hidatidosis, el resto de ban-
das también se observan en los otros individuos.

Discusion

En las figuras 1, 2 y 3 se muestran las diferentes
corridas electroforéticas en geles de poliacrila-
mida de los antigenos hidatidicos procedentes
de quistes humano, bovino y ovino respectiva-
mente. Los tres antigenos presentan distintas
bandas, lo que significa que por mas que se tra-
te del mismo parasito, las proteinas que se en-
cuentran en distintos hospederos son diferen-
tes, pudiendo ademas existir la posibilidad de ser
de diversas cepas de Echinococcus granulosus. La
respuesta inmune se da contra determinadas
fracciones proteicas,? siendo en un buen por-
centaje de casos contra el antigeno B*? y el anti-
geno 5;% los que a la vez se encuentran distri-
buidos en diferentes fracciones proteicas dentro
del liquido hidatidico, pudiendo identificarse con
diferentes patrones moleculares, dependiendo
del antigeno utilizado.

En las figuras 4 a 9 se muestran las tiras de ni-
trocelulosa, las cuales presentan las bandas de reac-
tividad en los diferentes pacientes con antigeno
hidatidico humano (figuras 4 y 5), antigeno hidati-
dico bovino (figuras 6 y 7) y antigeno hidatidico
ovino (figuras 8 y 9); mientras que en los cuadros |
y Il se presentan los patrones de reactividad segin
el patrén de masas moleculares utilizado en los
pacientes hidatidicos y no hidatidicos respectiva-
mente; asimismo, en los cuadros Ill y IV se observa
el patron de reactividad con antigeno bovino y en
los cuadros V' y VI con antigeno ovino.
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Cuadro I. Patrén de reactividad de bandas detectadas por inmunablot, utilizando antigeno hidatidico humano de los
pacientes con hidatidosis.
Muestra Masas moleculares (KDa) Diagnéstico
93 95 97 97-66 66 45 43 41 40 38 31 21-31 21

1 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis

2 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis

3 X X X X X Hidatidosis

4 X X X X X X X X X X X Hidatidosis

5 X X X X X X X Hidatidosis

6 X X X X X X X X X X X Hidatidosis

7 X X X X X X X X X X Hidatidosis

8 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis

9 X X X X X X X X X Hidatidosis
10 X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
11 X X X X X X X X X X X Hidatidosis
12 X X X X X X X X X X X Hidatidosis
13 X X X X X X X X X Hidatidosis
14 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
15 X X X X X X X X X X X Hidatidosis
16 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
17 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
18 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
19 X X X X X X X Hidatidosis
20 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
21 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
22 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
23 X X X X X X X Hidatidosis
24 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
25 X X X X X X X X X Hidatidosis
26 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
27 X X X X X X X X X X Hidatidosis
28 X X X X X X X X X X Hidatidosis
29 X X X X X X X X X X Hidatidosis
30 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
31 X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
32 X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
33 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
34 X X X X X X Hidatidosis
35 X X X X X X Hidatidosis
36 X X X X X X Hidatidosis
37 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
38 X X X X X X X X X X X X X Hidatidosis
39 X X X X X X X X X Hidatidosis
40 X X X X X X X X X Hidatidosis

En las figuras y cuadros mencionadas anterior-
mente se puede observar que, cuando se utiliza
antigeno hidatidico humano, la cantidad de bandas
de reactividad en los pacientes con hidatidosis son

hasta 13; mientras que con antigeno bovino son
hasta nueve y con antigeno ovino son ocho. Sin
embargo, en los pacientes no hidatidicos se puede
observar que existe mayor reactividad de bandas
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Cuadro Il. Patrén de reactividad de bandas detectadas por inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico humano de los
pacientes no hidatidicos.

Muestra Masas moleculares (KDa) Diagndstico
93 95 097 97-66 66 45 43 41 40 38 31 21-31 21
41 X X X X X X X X LES. Anti DNA+
42 X X X X X X X X Carcinoma
hepatocelular
43 X X X X X X X X Quiste seroso
44 X X X X X X X X Quiste simple
45 X X X X X X X X X Quiste simple
46 X X X X X X X X Quiste simple
47 X X X X X X X X Cisticercosis
48 X X X X X X X X Cisticercosis
49 X X X X X X X X X Cisticercosis
50 X X X X X X X X Toxoplasmosis
51 X X X X X X X X Toxoplasmosis
52 X X X X X X X X Toxoplasmosis
53 X X X X X X X X X Leishmaniasis
54 X X X X X X X X Leishmaniasis
55 X X X X X X X X Chagas
56 X X X X X X X X Chagas
57 X X X X X X X X Fascioliasis
58 X X X X X X X X Fascioliasis
59 X X X X X X X X Malaria vivax
60 X X X X X X X X Malaria falciparum
61 X X X X X X X X Sano
62 X X X X X X X X Sano
63 X X X X X X X X Sano
64 X X X X X X X X X Sano
65 X X X X X X X X Sano
66 X X X X X X X X X Sano
67 X X X X X X X X Sano
68 X X X X X X X X Sano
69 X X X X X X X X X Sano
70 X X X X X X X X X X Sano
71 X X X X X X X X X Sano
72 X X X X X X X X Sano
73 X X X X X X X X Sano
74 X X X X X X X X Sano
75 X X X X X X X X Sano
76 X X X X X X X X X X Sano
77 X X X X X X X X X X Sano
78 X X X X X X X X X Sano
79 X X X X X X X X X Sano
80 X X X X X X X X X Sano
con antigeno humano, que con antigeno bovino y los pacientes sin hidatidosis también muestran al-
ovino. Hallazgos que indican que, si bien el antige- gunas de esas bandas, lo que resta la posibilidad
no hidatidico humano presenta mayor cantidad de de poder encontrar una banda diagnostica con
bandas con posibilidad de ser bandas diagnosticas, buena sensibilidad y especificidad.
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Cuadro lll. Patrdn de reactividad de bandas detectadas
por inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico bovino de
los pacientes con hidatidosis.

Cuadro V. Patron de reactividad de bandas detectadas
por inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico bovino de
los pacientes no hidatidicos.

Muestra  Masas moleculares (KDa) Diagnéstico

Muestra  Masas moleculares (KDa) Diagndstico

97 97-66 66 45 43403835 21-31

97 97-66 66 45 43403835 21-31

1 x X X X X X X Hidatidosis
2 X X X X X X X Hidatidosis
3 X Hidatidosis
4 X X X X X X X Hidatidosis
5 X X X X X X Hidatidosis
6 X X X X X X X Hidatidosis
7 X X X X X X X Hidatidosis
8 X X X X X X X Hidatidosis
9 X X X X X X X X Hidatidosis
10 x X X X X X X X Hidatidosis
11 x X X X X X X X Hidatidosis
12 x X X X X X X X Hidatidosis
13 x X X X X X X Hidatidosis
14 x X X X X X X X X Hidatidosis
15 x X X X X X X X X Hidatidosis
16 x X X X Hidatidosis
17 x X X X X X X Hidatidosis
18 x X X X X X X X X Hidatidosis
19 X Hidatidosis
20 x X X X X X X X Hidatidosis
21 x X X X X X X X Hidatidosis
22 X X X X X X X X Hidatidosis
23 X X X X X X X Hidatidosis
24 X X X X X Hidatidosis
25 X X X Hidatidosis
26 x X X X X X X X X Hidatidosis
27 X X X X X X X X Hidatidosis
28 X X X X X X X Hidatidosis
29 x X X X X X X Hidatidosis
30 x X X X X X X Hidatidosis
31 x X X X X X X X Hidatidosis
32 x X X X X Hidatidosis
33 x X X X X X X X Hidatidosis
34 X Hidatidosis
35 X Hidatidosis
36 X Hidatidosis
37 x X X X X X X X Hidatidosis
38 x X X X X X X X Hidatidosis
39 Hidatidosis
40 Hidatidosis

Lo ideal de una prueba de inmunoblot seria que
presentase muchas bandas en los pacientes con la
enfermedad y ninguna banda en los sujetos sanos
o con otras enfermedades; hecho que préctica-

41 x X X X X X LES. Anti
DNA+
42 X X Carcinoma
hepatocelular
43 x X Quiste seroso
4 x X X X X X Quiste simple
45 x X X X X X Quiste simple
46 x X X X Quiste simple
47 X X X X Cisticercosis
48 x X X X X x  Cisticercosis
49 x X X X Cisticercosis
50 x X X X Toxoplasmosis
51 x x X X Toxoplasmosis
52 x X X X X X Toxoplasmosis
53 X X X X Leishmaniasis
54 x X X X Leishmaniasis
5 x X X X Chagas
5 x X X X X Chagas
57 Xx X X X X X X Fascioliasis
58 x X X X Fascioliasis
59 x X Malaria vivax
60 x X Malaria
falciparum
61 X Sano
62 X X Sano
63 X Sano
64 X Sano
65 X Sano
66 X X Sano
67 X Sano
68 X Sano
69 X Sano
70 X Sano
71 X Sano
72 X X X Sano
73 X X X X X X Sano
74 X X X X X X Sano
75 X Sano
76 X Sano
77 X Sano
78 X Sano
79 X X Sano
80 X Sano

mente no se ve y menos aun en nuestro medio en
el que la prevalencia de otras parasitosis es alta,
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Cuadro VI. Patrdn de reactividad de bandas detectadas
por inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico ovino de
los pacientes no hidatidicos.

Cuadro V. Patrén de reactividad de bandas detectadas
por inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico ovino de
los pacientes con hidatidosis.

Muestra  Masas moleculares (KDa) Diagnéstico

97 97-66 66 45 434038 21-3121
1 x X X X X X X X X Hidatidosis
2 X X X X X X X X Hidatidosis
3 X X X X Hidatidosis
4 X X X X X X X X X Hidatidosis
5 X X X X X X X X X Hidatidosis
6 X X X X X X X X X Hidatidosis
7 X X X X X X X X X Hidatidosis
8 X X X X X X X X X Hidatidosis
9 X X X X X X X X X Hidatidosis
10 x X X X X X X X X Hidatidosis
11 x X X X X X X X X Hidatidosis
12 x X X X X X X X X Hidatidosis
13 x X X X X X X X X Hidatidosis
14 x X X X X X X X X Hidatidosis
15 x X X X X X X X X Hidatidosis
16 x X X X X Hidatidosis
17 x X X X X X X X X Hidatidosis
18 x X X X X X X X X Hidatidosis
19 x X X X X X X X Hidatidosis
20 x X X X X X X X X Hidatidosis
21 x X X X X X X X X Hidatidosis
22 X X X X X X X X X Hidatidosis
23 X X X X X X X X Hidatidosis
24 X X X X X X X X Hidatidosis
25 X X Hidatidosis
26 X X X X X X X X X Hidatidosis
27 X X X X X X X X X Hidatidosis
28 X X X X X X X X X Hidatidosis
29 x X X X X X X Hidatidosis
30 x X X X X X X X X Hidatidosis
31 x X X X X X X X X Hidatidosis
32 x X X X X X X X Hidatidosis
33 x X X X X X X X X Hidatidosis
34 x X X X X X X X Hidatidosis
35 X X Hidatidosis
36 X X X X X X X X Hidatidosis
37 x X X X X X X X X Hidatidosis
38 x X X X X X X X X Hidatidosis
39 x X X X X X X Hidatidosis
40 X X X X X X X X Hidatidosis

sobre todo la cisticercosis, parasito que comparte
varios componentes antigénicos con el quiste hi-
datidico.*

Muestra Masas moleculares (KDa)  Diagnostico
97 97-66 66 45 434038 21-31 21
41 X X X LES. Anti
DNA+
42 X Carcinoma
hepatocelular
43 X Quiste seroso
44 X X X Quiste simple
45 X Quiste simple
46 X Quiste simple
47 x X Cisticercosis
48 X X X x Cisticercosis
49 X Cisticercosis
50 x X X X X X Toxoplasmosis
51 X Toxoplasmosis
52 X X Toxoplasmosis
53 X X X Leishmaniasis
54 X X Leishmaniasis
55 X Chagas
56 X X X X Chagas
57 X X X x  Fascioliasis
58 X Fascioliasis
59 X Malaria vivax
60 X X Malaria
falciparum
61 X X Sano
62 X X Sano
63 X X Sano
64 x X X X X X X X Sano
65 X X X Sano
66 X X Sano
67 Sano
68 X X Sano
69 X X Sano
70 X X Sano
71 X X X X Sano
72 X X X X Sano
73 X X X Sano
74 X X X Sano
75 X X X Sano
76 X X Sano
77 X X X Sano
78 X X Sano
79 X X Sano
80 X X X Sano

La banda diagndstica se obtiene al observar el
grupo de enfermos hidatidicos y el grupo de pa-
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Figura 1. Ca-
racterizacion
proteica del an-
tigeno hidatidi-
co humano con
diferentes con-
centraciones en
relacién al pa-
tron de masas
moleculares.

Figura 2. Carac-
terizacion protei-
ca del antigeno
hidatidico ovino
con diferentes
concentraciones
en relacion al pa-
trén de masas
moleculares.

Figura 3. Carac-

Gbmez de la Torre PJC. Valor diagnéstico de inmunoblot con liquido hidatidico humano

cientes no hidatidicos. Se debe buscar una ban-
da que esté presente en los sujetos hidatidicos y
que no lo esté en el grupo de no hidatidicos, lo
cual no fue posible en el caso del antigeno hu-
mano. Por ello, se buscd una banda que se en-
contrase en la mayoria de pacientes hidatidicos
y en la minoria de pacientes no hidatidicos; la
banda de 38 KDa reunié esas condiciones, como
se muestra en la figura 10, confiriéndole una sen-
sibilidad de 88% y una especificidad de 75%.

Sin embargo, cuando se observan las figuras
y cuadros de reactividad de bandas del antigeno
ovino, se puede apreciar que la mayoria de pa-
cientes hidatidicos muestran reactividad de la
banda localizada entre 21-31 KDa y que s6lo dos
pacientes del grupo no hidatidico muestran reac-
tividad en esta banda, lo que le confiere una sen-
sibilidad y especificidad de 95%.

Con respecto al antigeno hidatidico bovino,
la intensidad de las bandas fue menor que en los
anteriores; ademas, no se encontrd una banda
que tuviera alta sensibilidad, pero si se detectd
una con buena especificidad. Se trata de la ban-
da de 38 KDa con la que se obtiene una sensibi-
lidad de 75% y una especificidad de 100%.

Indudablemente, la sensibilidad y especifici-

terizacion protei- dad de las diferentes bandas depende de la cepa
ca del antigeno seleccionada y del grupo de pacientes estudia-
L‘fst'gﬁg:’é’xl’;z dos, ya que, si no colocamos pacientes con otras
concentraciones parasitosis o sin cisticercosis, es posible encon-

en relacion al pa-
tron de masas

trar bandas con muy buena especificidad, pero
no se ajustaria a la realidad.

moleculares.
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Figura 5. Patron de reactivi-
dad de la prueba de inmuno-
blot, utilizando antigeno hida-
tidico humano de los pacien-
tes no hidatidicos.

Figura 6. Patron de reactivi-
dad de la prueba de inmuno-
blot, utilizando antigeno hida-
tidico bovino de los pacien-
tes con hidatidosis.

Figura 7. Patrén de reactivi-
dad de la prueba de inmuno-
blot, utilizando antigeno hida-
tidico bovino de los pacien-
tes no hidatidicos.

Figura 8. Patron de reactivi-
dad de la prueba de inmuno-
blot, utilizando antigeno hida-
tidico ovino de los pacientes
con hidatidosis.
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Figura 9. Patron de reactivi-
dad de la prueba de inmuno-
blot, utilizando antigeno hida-
tidico ovino de los pacientes
no hidatidicos.

Diferentes autores como Gonzalez,?” Sham-
besh,* Leggatt®'*? y Siracusano™ sefialan otras ban-
das diagndsticas que difieren de las encontradas en
el presente estudio. Esto indica que cada pobla-
cién debe tener sus propios estudios para deter-
minar sus bandas diagnésticas en relacién a sus an-
tigenos y las diferentes prevalencias de otras
enfermedades, ya que ésta es la Unica manera de
evaluar una prueba para una determinada realidad.

Los hallazgos del presente estudio confirman las
observaciones realizadas en el pasado,*® ya que se
pudo observar que, cuando las placas de ELISA se
sensibilizaban con antigeno de quiste hidatidico hu-
mano, las reacciones eran muy fuertes dando densi-
dades Gpticas muy elevadas, correlacionandose con
la mayor reactividad de bandas en la prueba de in-
munoblot con el antigeno humano. Sin embargo,
cuando se corrian sueros de pacientes con otras
enfermedades o personas sanas, las densidades 6p-
ticas no eran tan elevadas, permitiendo dar un mar-
gen muy amplio para el Cutt-off de la prueba, lo que
no sucedia con el antigeno ovino. No obstante, en el
presente estudio no se ha podido demostrar que la
prueba de inmunoblot con antigeno hidatidico hu-
mano sea mejor que la prueba de inmunoblot con
antigeno hidatidico ovino o bovino.

En los cuadros 7, 8 y 9 se presentan los datos
obtenidos del teorema de Bayes para las bandas
de los diferentes antigenos. Se puede observar que
la prueba con antigeno humano presenta menor
valor diagnéstico que las pruebas con antigeno ovi-
no y bovino.

80 -
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Figura 10. Frecuencia de reactividad de bandas detectadas
por la prueba de inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico
humano en pacientes con y sin hidatidosis.
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Figura 11. Frecuencia de reactividad de bandas detectadas
por la prueba de inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico
bovino en pacientes con y sin hidatidosis.
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Figura 12. Frecuencia de reactividad de bandas detectadas
por la prueba de inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico
ovino en pacientes con y sin hidatidosis.

Cuadro VII. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de la prueba de
inmunoblot con la banda de 38 KDa del antigeno
hidatidico humano.
Enfermedad No
hidatidica hidatidicos

Prueba positiva 35 10
Prueba negativa 5 30
Sensibilidad 88%
Especificidad 75%
Valor predictivo positivo 78%
Valor predictivo negativo 100%

Conclusiones

La sensibilidad, especificidad, valor predictivo po-
sitivo y valor predictivo negativo de la prueba de
inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico huma-
no con la banda de 38 KDa, es de 88, 75, 78 y
100%, respectivamente.

La sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de la prueba

Cuadro VIII. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de la prueba de
inmunoblot con la banda de 38 KDa del antigeno
hidatidico bovino.

Enfermedad No
hidatidica hidatidicos

Prueba positiva 30 0
Prueba negativa 10 40
Sensibilidad 75%
Especificidad 100%
Valor predictivo positivo 100%
Valor predictivo negativo 100%

Cuadro IX. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de la prueba de
Inmunoblot con la banda de 21-31 KDa del antigeno

hidatidico ovino.

Enfermedad No
hidatidica hidatidicos

Prueba positiva 38 2
Prueba negativa 2 38
Sensibilidad 95%
Especificidad 95%
Valor predictivo positivo 95%
Valor predictivo negativo 100%

de inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico bo-
vino con la banda de 38 KDa, es de 75, 100, 100 y
100%, respectivamente.

La sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de la prueba
de inmunoblot, utilizando antigeno hidatidico ovi-
no con la banda de 21-31 KDa, es de 95, 95, 95y
100%, respectivamente,

El valor diagnostico de la prueba de inmuno-
blot, utilizando antigeno hidatidico humano, es
menor que empleando antigeno hidatidico ovinoy
bovino.

Recomendaciones. 1) No utilizar el antigeno
hidatidico humano como antigeno para el diagnds-
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tico seroldgico de hidatidosis. 2) Continuar usando
el antigeno hidatidico ovino para realizar la prueba
de inmunoblot para el diagndstico de hidatidosis.
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