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ORIGINAL BREVE

CARACTERIZACION Y OPTIMIZACION DEL ANTIGENO DEL LiQUIDO
HIDATIDICO DE OVINO Y SU APLICACION EN LA PRUEBA DE LATEX

Flor Fuentes'?, Nelly Incio'?, Juan Lévano'®, Yovanna Torres?¢

RESUMEN

Se caracterizé y optimizd el antigeno del liquido hidatidico de ovino y se aplicé en la prueba de latex como prueba
tamiz para el diagndstico seroldgico de pacientes con quistes de Echinococcus granulosus. Se evaluo 40 sueros, 15
de hidatidosis positivos por inmunoblot, 10 de pacientes con otras enfermedades parasitarias y 15 de personas sanas.
Tres de los 15 sueros de hidatidosis resultaron negativos y 0/25 sueros sin hidatidosis fueron reactivos. Se obtuvo una
sensibilidad de 80% (IC95%: 56,4 a 100%), especificidad de 100% (96,7 a 100%), valor predictivo positivo de 100%
(95,8 a 100%) y valor predictivo negativo de 83,3 (30,4 a 69,6%) y una concordancia del 100% al evaluar la repetibilidad
y reproducibilidad de la prueba. Se recomienda el uso de esta prueba para el diagnéstico de la hidatidosis por ser simple,
rapida y reproducible, como kit en laboratorio o en campo para estudios epidemioldgicos.

Palabras clave: Prueba de aglutinacion; Pruebas de fijacién de latex; Equinococosis (fuente: DeCS BIREME).

CHARACTERIZATION AND OPTIMIZATION OF SHEEP HYDATID FLUID
ANTIGEN AND ITS APPLICATION IN THE LATEX TEST

ABSTRACT

It was characterized and optimized sheep hydatid fluid antigen and applied in latex fixation tests as screening test for se-
rological diagnosis of patients with Echinococcus granulosus cysts. We evaluated 40 sera, 15 sera positive by immunob-
lot from patients with E. granulosus infection, 10 sera from patients with other parasitic diseases and 15 sera from healthy
subject. Three of the 15 hydatidosis sera were negative and 0 / 25 sera with hydatidosis were reactive. The sensitivity
was 80% (95%Cl: 56.4 to 100%), specificity was 100% (96.7 to 100%), positive predictive value of 100% (95.8 to 100%),
negative predictive value of 83.3 (30.4 to 69.6%), and repeatability and reproducibility of 100%. We recommended the
use of this test for the diagnosis of hydatid disease, because it is simple, fast and reproducible, as a kit in the laboratory

or in epidemiological field studies.

Key words: Echinococcosis, diagnosis, Latex Fixation Tests, Agglutination tests (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La hidatidosis es una zoonosis producida por el cesto-
do del género Echinococcus granulosus, que infecta al
hombre cuando éste ingiere, en forma accidental, los
huevos de dicho parasito; en el ciclo de este parasito el
perro es el hospedero definitivo y el ganado ovino, bovi-
no, caprino, porcino y otros herbivoros son hospederos
intermediarios (-

Esta zoonosis es de distribucion mundial y se encuentra
relacionada a la ganaderia con infraestructura sanitaria
deficiente, también es asociada generalmente con bajos

niveles socioeconémicos y a la ausencia de educacion
sanitaria. Alcanza una alta incidencia en paises como
Argentina, Uruguay, Chile, Argelia, Australia, Nueva
Zelandia y en Europa, fundamentalmente Grecia, Italia,
Portugal y Espafa @,

El Peru tiene areas ganaderas que constituyen zonas
endémicas, las cuales se encuentran en las regiones de
Junin, Apurimac, Huanuco, Ancash, Arequipa, Puno, y
Cajamarca ©9).

La importancia de la hidatidosis en la salud publica esta
relacionada con el alto indice de morbilidad humana,
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pues cerca del 70% de los casos ocurre en personas
en plena actividad productiva, afectando el rendimiento
laboral y causando gastos por hospitalizacion, interven-
ciones e incapacidades (4.

En el hombre, las localizaciones mas frecuentes son
el higado (55-70%), el pulmon (30%) y mas raramente
otros 6rganos (cerebro y rifiones), los quistes hidatidi-
cos tienen una tasa de crecimiento lento y no provocar
sintomas durante 10 afios o mas ©.

El cuadro clinico de la hidatidosis y la respuesta inmu-
noldgica del portador, esta relacionada con el estado
fisico del quiste y la integridad de sus membranas, la
formacion de microfisuras libera su contenido e induce
la formacion de anticuerpos por el sistema inmunolégico
del individuo ©.

La cirugia sigue siendo el tratamiento de eleccién para
la mayoria de los casos, por esta razon, las pruebas se-
rolégicas deben contribuir en forma oportuna al diagnds-
tico de la enfermedad 69,

En el diagnostico por estudios seroldgicos destacan
la hemaglutinacion indirecta (HAI), la doble difusién
arco 5 (DD5), la inmunoelectroforesis arco 5 (IEF), el
inmunoensayo (ELISA), la inmunoflorescencia indirecta
(IF1) y el inmunoblots (Western blot); mientras que en
el diagnostico por imagenes se tiene a la radiologia,
la tomografia, la resonancia magnética y la ecografia,
cuya desventaja es requerir equipos y materiales de alto
costo asi como un laboratorio acondicionado y personal
especializado 6210,

El antigeno mas usado para la preparacion de reactivos
de diagnostico es el liquido hidatidico de ovino, debido
a su fertilidad y propiedades antigénicas. Las sustancias
existentes en el quiste hidatidico son variables y
complejas entre ellaslahistamina, que es unaglutindégeno
con actividad anafilactica y un ingrediente citotdxico
termoestable de bajo peso molecular que penetra a
través de la pared del quiste e interfiere localmente la
accion de las células inmunocompetentes, facilitando
la supervivencia del parasito, también hay anticuerpos
inespecificos, inmunoglobulinas especificas (IgG2a e
IgG2b), una poliexamina y tres poliaminas (putresinas,
espermidina y ornitina descarboxilasa) “.

La prueba de aglutinacion de latex (AL) para el diagnos-
tico de hidatidosis, es una suspensiéon de particulas de
latex de poliestireno sobre el cual el antigeno (Ag) es
adsorbido a fin magnificar o ampliar la reaccion antigeno
- anticuerpo frente a un suero positivo, esta suspension
es de aspecto uniforme lechoso, si es observado sobre
una lamina de vidrio de fondo oscuro .
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La unién de moléculas de inmunoglobulinas G son an-
ticuerpos multivalentes que se acoplan a multiples anti-
genos adheridos a particulas de latex, produciendo un
entramado que da como resultado una aglutinacion o
agrupamiento visible de las particulas de latex (2.

La reaccion de aglutinacion se ve influenciada por fac-
tores como el exceso o escasez antigeno hidatidico,
particulas de latex muy diluidas o concentradas, exceso
de anticuerpos y el uso de tampones o buffers a pH ade-
cuados, a fin de estabilizar el sistema latex-antigeno-
anticuerpo, logrando la equivalencia cuyo efecto es una
reaccion de aglutinacion éptima (1314,

Las pruebas que actualmente se usan en nuestro medio
son poco practicas, demoran en dar resultados, requie-
ren equipos y materiales de alto costo y personal espe-
cializado; por ello, se planted como objetivo caracterizar
y optimizar el antigeno del liquido hidatidico de ovino y
su aplicacioén en la prueba de latex.

EL ESTUDIO

Durante el afio 2005 se realizé un estudio observacional
transversal en tres etapas: caracterizacion y optimizacién
del antigeno hidatidico, sensibilizacion de las particulas
de latex y determinacion de la eficiencia diagnostica de
la prueba de latex 219,

SUEROS ESTUDIADOS

Se selecciond 40 muestras de suero, procedentes
de Junin y Huancavelica asi como de la seroteca del
Laboratorio de Zoonosis del Instituto Nacional de Salud
(INS) en Lima, Peru; quince de ellas pertenecientes a
pacientes diagnosticados con hidatidosis por el método
de inmunoblot, diez de pacientes con otras enfermedades
parasitarias (cisticercosis, toxoplasmosis) y quince de
personas sanas procedentes.
CARACTERIZACION Y  OPTIMIZACION  DEL
ANTIGENO HIDATIDICO

Obtencién de los quistes hidatidicos infectados con
larvas de Echinococcus granulosus. Se extrajo el
liquido hidatidico de los pulmones y el higado de ovinos
recién faenados en camales de Lima, mediante puncién
- aspiracién con jeringa o con una bomba de vacio
conectada a un matraz Kitazato, a fin de recolectar
el liquido hidatidico en menor tiempo. Se descart6
los quistes calcificados, supurados o infectados.
Al microscopio se observd abundantes elementos
formados, tales como escolex, protoescolex envainados
de morfologia ovoidea, protoescoélex desenvainados,
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presencia de ganchos rostelares intactos, abundantes
corpusculos calcareos de los protoescélex, capsulas
incubatrices y quistes hijos enddgenos.

Dialisis y liofilizacién del liquido hidatidico. Al liquido
hidatidico obtenido se adicion6 azida de sodio 1g/L y
EDTA 10 mM, se sedimentd y decanto, el sobrenadante
se centrifugd a 1000 rpm por treinta minutos, se dializé
con una membrana (MWCO: 6000 — 8000) por cuatro
dias en camara fria de 2 a 8 °C, frente a varios cambio de
agua destilada, luego se concentré mediante el proceso
de liofilizacion, de acuerdo con el protocolo establecido,
para lo cual se utilizo tres bandejas con 500 mL c/u por
cada proceso de liofilizacién de 96 horas en promedio,
luego fue almacenado entre 2 a 8 °C.

Determinacion de las proteinas del antigeno hidati-
dico. El antigeno hidatidico liofilizado fue reconstituido
con tampon de glicina de pH 8,2; se centrifugd por trein-
ta minutos a 2000 rpm, del sobrenadante se determind
el contenido de proteinas totales por el método Lowry,
luego fue conservado a -20 °C hasta su uso.

Control del antigeno hidatidico. El antigeno hidatidico
liofilizado se controlé mediante la prueba de immunoelec-
troforesis (IEF) a fin de verificar la presencia del arco 5
utilizando agarosa al 0,9%, en solucién tampén de vero-
nal pH 8,2. Para visualizar el perfil de bandas antigénicas
frente a suero positivo de hidatidosis, se realizé la prueba
de Western Blot en gel de poliacrilamida 12 % (SDS-PA-
GE) en condiciones reductoras.

REACTIVO DE AGLUTINACION EN LATEX

Preparacion de la suspension stock de particulas
de latex y concentracion del antigeno hidatidico lio-
filizado 6ptimo. Se usé particulas de latex comercial
(Bangs Laboratories, Inc. USA) de poliestireno, de 0,19
Mm de diametro, se sensibilizoé diferentes concentracio-
nes de suspensiones de particulas de latex al 9,7%, 9%
y 5% en una dilucion 1:4 V/V con tampon fosfato salino a
pH 7 y concentraciones de antigeno hidatidico liofilizado
12 mg/mL; 8 mg/mL; 4 mg/mL; 2 mg/mL con tampdn
glicina a pH 8,2 y para estabilizar el sistema latex - anti-
geno se dejo en reposo por 15 dias a temperatura de 2
a 8 °C. La concentracion de 12 mg/mL de antigeno hida-
tidico liofilizado y la preparacion al 9,7 % de particulas
de latex fue la 6ptima ya que se logré la equivalencia del
sistema latex-antigeno-anticuerpo, logrando una buena
sensibilidad, especificidad y una reaccién de aglutina-
cion a los treinta segundos.

Sensibilizacion de las particulas de latex con el
antigeno hidatidico preparado. A 3 mL de tampon de
glicina pH 8,2 se agreg6 1 mL de la solucion de antigeno

de liquido hidatidico de una concentracion de 12 mg/mL
y 0,6 mL de la suspension 9,7 % stock de particulas de
latex, se agité e incubd la mezcla durante treinta minutos
a 37 °C y luego por 15 dias de 2 a 8 °C.

Preparacion del control de particulas de latex sin
sensibilizar. Se prepardé el control de las particulas de
latex sin sensibilizar tomando 0,3 mL de la suspension
stock de particulas de latex, mas 2 mL de tampon de
glicina. Los sueros positivos no aglutinaron con el
reactivo de latex sin sensibilizar.

ENSAYO DE AGLUTINACION DE LATEX

Para iniciar la prueba, los sueros sin diluir deben
inactivarse a 56 °C en bafio Maria por treinta minutos,
la prueba se realiza con 20 uL del suero, mas 20 uL
del reactivo de latex sensibilizado sobre una placa
de vidrio de fondo oscuro, se mezclan ambas con un
palillo aplicando un movimiento circular, se balancea
continuamente durante treinta segundos y se realiza la
lectura visualmente.

Lectura de resultados. Un suero positivo mostrara
grumos de particulas latex. El suero negativo y el control
de particulas de latex sin sensibilizar se mantendran
uniformemente turbios o permanecen en suspension.

ASPECTOS ETICOS

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion
del Instituto Nacional de Salud, con Resolucién Jefatural
N.° 0133-2002-J-OPD/INS. Todos los sueros fueron
manejados de manera anénima.

ANALISIS ESTADISTICO

Se calculd la sensibilidad y especificidad de la prueba
con un intervalo de confianza de 95% (IC95%) usando
el paquete estadistico Epidat v.3.1. Para medir la
reproducibilidad de la prueba se realizd cinco ensayos
por duplicado usando sueros positivos y negativos.
La reproducibilidad fue realizada en el laboratorio
de control de calidad interno del Centro Nacional de
Productos Biolégicos (CNPB) usando el mismo panel de
sueros positivos y negativos usados en la prueba inicial.
La concordancia de la repetibilidad y reproducibilidad
de la prueba de aglutinacion de latex fue calculada en
porcentajes.

HALLAZGOS
De acuerdo con estos resultados, la prueba de latex

detecta anticuerpos en los sueros hidatidicos con una
sensibilidad de 80% (IC 95%: 56,4 a 100%), especifi-
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Tabla 1. Resultados de la prueba de aglutinacion de
Latex con sueros de hidatidosis y de no hidatidosis.

Sueros de  Sueros de no
Prueba hidatidosis hidatidosis * 1°t
Aglutinacion positiva 12 0 12
Aglutinacioén
negativa 3 25 28
Total 15 25 40

* Incluye controles sanos (15) y sueros de pacientes con otras
parasitosis (10). No se presento reaccion cruzada.

cidad de 100% (96,7 a 100%), con valor predictivo po-
sitivo de 100 % (95,8 a 100%) y valor predictivo nega-
tivo de 83,3 (30,4 a 69,6%). No se evidencié reaccién
cruzada con sueros de pacientes con cisticercosis ni
toxoplasmosis.

DISCUSION

En los ultimos afos, el diagnostico seroldgico de la hi-
datidosis se enfocé en mejorar las técnicas de diagnos-
tico, tanto en su sensibilidad como en su especificidad,
los cuales varian de acuerdo con la naturaleza, pureza,
calidad de los antigenos empleados y la sensibilidad y
especificidad intrinseca de las técnicas serologicas fren-
te a las respuestas del huésped ©.

La obtencion de liquido hidatidico de pulmones e higado
deovinosreciénfaenados; previo estudio de su viabilidad,
con la adicion de preservantes y estabilizadores,
purificado y concentrado por liofilizacion (un volumen de
1,5 L durante 96 horas), permitié obtener un antigeno
de buena calidad, que se evidencid por la pruebas de
inmunoelectroforesis e inmunoblots.

Las cantidades de antigeno, anticuerpo, particulas de
latex y los sistemas buffer permiten una equivalencia
antigeno-anticuerpo cuyo efecto es una reaccion de
aglutinacién éptima (34 Es asi que la concentracion 12
mg/mL de antigeno hidatidico liofilizado, la preparacién
al 9,7 % de particulas de latex y el reposo de 15 dias
de 2 a 8 °C para estabilizar el sistema latex-antigeno,
fue la Optima ya que permitié obtener la equivalencia del
sistema latex-antigeno-anticuerpo logrando una buena
reaccion de aglutinacion a los treinta segundos.

La prueba tiene muy buena sensibilidad y especificidad
para detectar anticuerpos en los sueros hidatidicos ade-
mas de valores predictivos altos. Sélo tres pacientes hi-
datidicos dieron resultado negativo a la prueba de latex.
Esto es posible ya que el cuadro clinico de la hidatidosis
esta relacionado con el estado fisico del quiste, la inte-
gridad de sus membranas y la respuesta inmunoldgica
del huésped .
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De los 15 sueros positivos de hidatidosis, el reactivo de
aglutinacién de latex preparado ha detectado 12 sueros.
No se observé reacciéon cruzada con los sueros utiliza-
dos de cisticercosis, toxoplasmosis y el suero control
negativo.

Szyfres y Kagan evaluaron un conjunto de 60 sueros de
pacientes con hidatidosis, mediante la prueba de latex
impregnado con liquido hidatidico, obteniendo una sen-
sibilidad de 93% ('®. Barbieri et al. trabajaron con par-
ticulas de latex de poliestireno sensibilizadas con una
fraccion lipoprotéica purificada por cromatografia de afi-
nidad con Acrylic-heparina a partir de liquido hidatidico
fértil de bovino, ellos demostraron 88% de sensibilidad y
87% de especificidad (7.

Miranda et al. encontraron que de 40 sueros de pacientes
con hidatidosis uno dio resultado negativo y de los 40
sueros de pacientes sin hidatidosis cuatro resultaron
positivos obteniéndose una sensibilidad de 97,5% y una
especificidad de 90% (19

Si bien la sensibilidad hallada en el presente estudio
esta muy cercana a lo encontrado por los autores
mencionados, la especificidad es superior a ellos,
creemos que esto fue posible ya que se logrd la
equivalencia del sistema latex-antigeno-anticuerpo
obteniendo una reaccion de aglutinacion en ftreinta
segundos.

En la repetibilidad y reproducibilidad hubo 100% de
concordancia, evidencia que la prueba puede ser
realizada sin mayores problemas; asi mismo, hubiera
sido posible evaluar la prueba de latex con un niumero
mayor de sueros a fin de tener un resultado mas
representativo. No se llegd a evaluar el costo de la
produccién de un kit para diagnostico de hidatidosis.

Se recomienda el uso de la prueba de aglutinacién en
latex como prueba tamiz para el diagnéstico de hidatido-
sis por ser simple, rapida y reproducible, a nivel de la-
boratorio o en campo para estudios epidemiolégicos de
zonas endémicas. Ademas, se recomienda que el Centro
Nacional de Productos Bioldgicos realice la produccion
del mencionado reactivo en forma de kit y se ponga a
disposicion de hospitales y centros de salud del pais.
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