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ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ELISA PARA EL INMUNODIAGNOSTICO DE
HIDATIDOSIS HUMANA EMPLEANDO ANTIGENOS DE PRODUCCION LOCAL

* Amilcar A. Flores L.
*Patricia Rodriguez H.

Se describe una prueba cualitativa, Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) para el inmunodiagndstico de hida-
tidosis. El ELISA fue estandarizado usando liquido hidatidico proveniente de quistes desarrollados naturalmente en
higado de oveja. El ELISA -HID fue usado como test de screening para detectar anticuerpos especificos anti IgG en
muestras de sueros de 17 pacientes confirmados por cirugia; fueron empleadas como sueros controles positivos, 26
muestras de sueros de personas sanas y 9 sueros de pacientes con otras infecciones por cestodos u otras infecciones.
Los resultados del test de ELISA- HID mostraron que el test tiene una sensibilidad y especificidad del 100 % y 96 %
respectivamente. Nosotros observamos una relativa frecuencia de reacciones cruzadas con otras enfermedades para-
sitarias (cisticercosis). Estas reacciones cruzadas con otros céstodos pueden ser resueltos testando estos con pruebas
mas especificas complementarias como el Inmunobloting. No se encontro reacciones cruzadas con muestras de sue-
ros de pacientes con Hymenolepis nana, T. cruzi y T. gondii. La excelente sensibilidad y especificidad del ELISA- HID
hace que el test sea una importante herramienta de diagndstico para detectar anticuerpos especificos contra la equi-
nococosis, cuyos resultados positivos pueden ser valorados por test confirmatorios como el Inmunobloting.

Palabras claves: £. Cranulosus, Hidatidosis, Quiste Hidatidico, Reaccion Cruzada, ELISA, Antigeno (Ag).

A quatitative enzime-linked immunosorbent assay (ELISA) for the immunodiagnosis of hidatidosis is described. The
ELISA was standardized using Echinococcus granulosus cyst fluid antigen -ELISA obtained from Sheep Liver. (ELISA-
HID) were used to screen for cyst hidatic-specific IgG antibidies in serum samples from 17 patients with surgycally
confirmed hydatic disease, 26 serum samples of patients healthy and 9 samples of serum from patients whit other ces-
tode infections or with an another illess were used as controls. The sensitivity and specificity the ELISA -HID was 100%
and 96% respectivel y.We observed relatively frequent cross-reactions with other parasitic diseases (cysticecosis).
Cestode- related cross-reactivity can be resolved by the complementary use of Taenia solium cysticercosis-specific
immunoblotting. No cross reacction were noted in patients infected with Hymenolepis nana, T. cruzy and T. gondii.
The excellent sensitivity and specicificity of the ELISA-HID make the assay a potentially usefull tool in screening for anti-
bodies agains Equinococosis.
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La Equinococosis o enfermedad hidatidica, posible-
mente sea una de las enfermedades parasitarias mas
dificiles de entender debido a las peculiares formas
larvales quisticas que se desarrollan,'3 la hidatidosis
humana es una enfermedad producida por el estadio
larval de Echinococcus granulosus, la cual se pro-
duce cuando el hombre se convierte en huésped
intermediario accidental de dicho céstodo, al con-
sumir alimentos contaminados con huevos presentes
en las materias fecales de los huéspedes definitivos.
511,14,20 | a localizacion mas frecuente de estos quis-
tes se halla en higado, pulmones y en ocasiones
puede ubicarse en cualquier otro oOrgano'. La
Hidatidosis es una zoonosis que afecta principal-
mente a las zonas agricolas y ganaderas en América
Latina. Los paises que registran los mas altos indices
de infeccion son Argentina, Chile, Uruguay, Brasil,
Perd, y en menor escala, Colombia, Bolivia y Para-
guay.'8. 19 En Bolivia no se cuenta con datos sobre |a
distribucion de esta parasitosis, solo algunos reportes
de rutina a nivel de mataderos, que son considerados
incompletos, puesto que no incluyen casos de infes-
taciones humana, 1> aunque en nuestra casuistica se
encontré casos de hidatidosis humana. El diagnosti-
co temprano y subsecuente tratamiento puede redu-
cir la mortalidad, ya que la sintomatologia varia de
acuerdo a la tasa de desarrollo del parasito! 4. En la
gran mayoria de los casos el diagnostico esta estable-
cido sobre las caracteristicas clinicas de las lesiones,
sintomatologia y criterio epidemiologico. El diagnos-
tico frecuentemente es confirmado por técnicas de
imagen y métodos serologicos.'® Sin embargo la sin-
tomatologia clinica no aparece hasta que la estructu-
ra del parasito obtiene un cierto tamafo que normal-
mente recuiere varios anos después de la primera
infeccion.” Ciertos casos controversiales en el diag-
nostico de quistes hidatidicos se basa en el examen
microscopico del liquido hidatidico, demostrando la
presencia de protoescélices, ganchos o fragmentos
de la membrana laminar 9 19 El diagndstico serolo-
gico esta basado en la deteccion de anticuerpos,’
dicho diagnéstico se realiza por numerosas técnicas
como la Hemaglutinacion Indirecta (HAI), Enzime
linked immuno sorbent assay (ELISA), Inmuno-
fluorescencia  (IFl),  Inmunoelectroforesis e
Inmunoprecipitacion.> 12, 18, 19Estas  pruebas serolo-
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gicas son una alternativa diagnostica, ya que permi-
ten un diagnostico precoz de esta parasitosis. Sin
embargo pese a la alta sensibilidad, de estas técnicas
seroldgicas, tienen la desventaja de ser bastante ines-
pecificas por el nimero elevado de reacciones cru-
zadas que se presentan con otras infecciones parasi-
tarias,?2 tal el caso de que una reaccion serologica
para hidatidosis, tiene reacciones cruzadas con cisti-
cercosis y/o con T. saginata, lo que hace que ningu-
na de estas técnicas individualmente sea satisfacto-
ria, por lo que se recomienda usar combinaciones de
dos o mas test.4

El proposito del presente trabajo fue el estandarizar
el test de ELISA empleando como antigeno, liquido
hidatidico obtenido de quistes desarrollados natural-
mente en visceras de ganado ovino, ya que es
imprescindible la necesidad de realizar pruebas
inmunologicas confiables que puedan dar resultados
inmediatos, que sean accesibles y tengan una buena
aceptacion por realizarse en periodos cortos de
tiempo.

Preparacion del Antigeno

Un unico lote de antigeno para el ELISA (Enzime
Linked Immuno Sorbent Assay) fue preparado a par-
tir liquido hidatidico obtenido de ganado ovino,
infectado naturalmente. Solo fueron seleccionados
los quistes Hidatidicos fértiles para el presente estu-
dio, obtenidos del matadero del municipio de
Quillacollo en el departamento de Cochabamba. La
preparacion del antigeno para hidatidosis se realizo
siguiendo el protocolo descrito por Caron, A. (2001).
El liquido hidatidico fue aspirado vy transferido a
tubos falcon de 50 ml y posterior centrifugado a
20.000 g. a 4 °C por 1 hora, el sobrenadante se dia-
liz6 frente a agua destilada a una relacion de 1:100
por 24 horas a 4 °C (con intervalos de cambio de
agua destilada cada 8 horas) con agitacion usando
membranas de didlisis. Después de la didlisis, el
liquido fue filtrado con filtros de porosidad de 0.45
y 0.22 pm (Millex filters, Millipore Corporation,
Betford, MA, USA). El filtrado de liquido hidatidico
fue dividido en alicuotas y almacenado en freezer de
-80°C antes y después de su liofilizacion. La concen-
tracion de proteinas del antigeno se determino
mediante el método de Bradford modificado descri-




to por Spector T. (1978), el cual empled la albdmina
Bovina Sérica (BSA) como proteina Standard. La
cuantificacion de proteinas antigénicas se realizo en
el paquete estadistico Slide Write ver. 5.0 el cual
tomo como curva estandar los valores de absorban-
cia del BSA expresados en Densidades 6pticas (DOs)
y leida en un espectrofotometro a 630 nm.

Sueros controles

Muestras de sueros fueron colectados de la seroteca
del Laboratorio de Inmunologia perteneciente a los
laboratorios de SEDILAB y del Laboratorio de
Parasitologia de la Universidad Libre de Bruselas -
Bélgica: 17 muestras de sueros de pacientes positi-
vos para Hidatidosis confirmados por la presencia
del quiste en tejidos y serologia, fueron empleados
como sueros controles positivos. 26 sueros de
pacientes sanos, 6 muestras de sueros de pacientes
con cisticercosis confirmados por serologia y clinica
y 3 sueros de pacientes con otras patologias (Chagas,
Toxoplasmosis y Hymenolepis nana) fueron emplea-
dos como sueros controles.

ELISA

La concentracion éptima de los reactivos incluidos,
la concentracion del antigeno vy la dilucion éptima
de sueros controles, fueron determinados por curvas
de titulacion (curvas dosis respuesta). Policubetas
Inmunolon de Poliestireno (Maxi Sorb) fueron
cubiertas con parafill en cada etapa del desarrollo
de la técnica de ELISA. Entre cada etapa de la reac-
cion, las placas fueron lavadas 5 veces con interva-
los de T minuto con PBS conteniendo 0,05% de
Tween 20(PBS-T). Microplacas fueron incubadas
toda la noche a 4°C con 50 pl de antigeno (diluidos
en buffer Carbonato pH. 9.6 a una concentracion de
8 pg/ml de proteinas solubles). Luego de la
Saturacion con 100 pl PBS - BSA al 1% por dos horas
a 37 °C, muestras de sueros diluidos 1:400 en PBS
Tween 0.05%, BSA 03% (50pl) fueron incubados por
2 horas, sueros controles positivos, negativos y blan-
co de la reaccion, fueron incluidos en cada ensayo
de la placa. El conjugado (Ac anti - IgG, M, A (H + L
) humana marcada a la peroxidasa Bio-Rad
Laboratorios fue diluido 1/1000 en PBS-Tween
0.05%, BSA 0.3 % e incubado por 1 hora a 37 °C.
El ensayo fue revelado adicionando 100 pl de enzi-
ma substrato consistiendo de ABTS (2.2 - Azino-di-
(3-athyl-benzthiazolinsulfonat (6)) (solucion A) vy

110 Original

peroxido de hidrogeno (solucion B) vol. 1:1 por 15
minutos a temperatura ambiente y oscuridad. Las
placas inmediatamente fueron leidas a 405 nm en un
espectrofotometro. El Cut - Off fue establecido usan-
do la media de tres muestras no reactivas mas tres
desvios estandar (Ds). La interpretacion de los resul-
tados se realizo en funcion al valor del Cut - Off
donde muestras de sueros con valores inferiores al
Cut - Off se consideraron como negativas y por el
contrario muestras de sueros con valores superiores
se consideraron Positivas. La evaluacion de la sensi-
bilidad y especificidad de la técnica de ELISA para
ambas parasitosis se realizo empleando la tabla de
cuatro casillas descrita por Gonzales, G. (1986).

Dosificacion de Proteinas Antigénicas

El calculo de la dosificacion de proteinas antigénicas
a partir de liquido hidatidico total, se realiz6 con el
paquete estadistico Slide Write ver. 5.0, el cual tomd
como curva estandar los valores de absorbancia del
BSA expresados en Densidades opticas (DO), la
cual linealizé aplicando la curva de regresion sig-
moidal con un coeficiente de correlacion de 0.937.
Se determind que la concentracién de proteinas anti-
génicas solubles de liquido hidatidico proveniente
de ganado ovino (oveja) fue de 16,213 mg/ml. La
confirmacion de los quistes hidatidicos se realizo
por medio de la observacion directa al microscopio
del sedimento del liquido hidatidico donde se pudo
observar los elementos caracteristicos de esta espe-
cie de parasito (ganchos y protoescolices).

Estandarizacion de la técnica de ELISA -HID

La concentracion del antigeno soluble y la dilucion
optima de los sueros controles se realiz6 mediante
curvas dosis respuesta.

La Grafica 1 muestra el comportamiento de las dife-
rentes concentraciones del antigeno (8pg/ml-0,0625
pg/ml) frente a una dilucion de1/200 de los sueros
controles positivos y negativos, donde podemos
observar que la mejor concentracion de antigeno fue
de 8pg/ml.

Con respecto a la dilucién de los sueros controles la
grafica 2 muestra que la dilucion optima para el
empleo en la técnica de ELISA-HID fue de 1/400.
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Evaluacion de la técnica de ELISA - HID

La evaluacion de la Técnica de ELISA estandarizada
en nuestros laboratorios se realiz6 empleando 17
sueros controles positivos y 26 sueros controles
negativos.

La grafica 3 muestra el comportamiento de los sue-
ros controles.

El calculo del Cut Off se determin6 con la media de
3 controles negativos mas 3 desviaciones estandar.

paralelamente a estas determinaciones se determino:
La precision, valor predictivo positivo y valor predic-
tivo negativo de la técnica.

La tabla 1 muestra los resultados del andlisis de la
tabla de cuatro casillas, donde el ELISA-HID mostro:
una sensibilidad del 100 %, especificidad del 96 %,
precision del 97%, valor predictivo positivo del 94 %
y valor predictivo negativo del 100 %.

Tabla 1
Tabla de cuatro casillas
ELISA en Pacientes con |Pacientes Total
Suero Hidatidosis control Sanos [No (%)
Positivo 17 (A) 1(B) 18 (100)
Negativo 0 (C) 25 (D) 25 (96)
Total No (%) 17 26 43

La evaluacion de la técnica de ELISA empleando
extractos totales de liquido hidatidico mostro una sen-
sibilidad del 100 % (A /A +C); especificidad del 96 %
(D /B +D); precision del 97 % (A+D)/ (A+ B+ C+ D);
valor predictivo positivo del 94 % (A/A + B) y un valor
predictivo negativo del 100 % (D / C + D).

Estudio de las reacciones cruzadas

La tabla 2 muestra la evaluacion del test de ELISA -
HID frente a un panel de 9 sueros (6 de pacientes
con Cisticercosis, 1 de paciente con Chagas, 1
paciente con Toxoplasmosis y 1 paciente con
Hymenolepis nana), empleando como antigeno
liquido Hidatidico. Dos de 6 muestras de sueros de
pacientes con cisticercosis, dieron riesgo de reaccio-
nes cruzadas. No se encontro resultados falsos posi-
tivos con ninguna otra muestra de sueros testados
por el test de ELISA - HID.

Grafica 3
Compottamiento de los sueros contioles
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Determinacion de la Sensibilidad y Especificidad del
ELISA -HID

Se empleo la Tabla de Cuatro casillas para determi-
nar la sensibilidad y especificidad del ELISA-HID,
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n= Positivos [Negativos [% Reac.
Cruzadas
Cisticercosis |6 2 4 33
Chagas 1 0 1 0
Toxoplasmo |1 0 1 0
sis
H. nana 1 0 1 0

Tabla 2: Reacciones cruzadas




La Hidatidosis humana esta catalogada entre una de
las mas peligrosas enfermedades producidas por ces-
todos por lo cual su investigacion es importante. Se
realizo un gran esfuerzo para la identificacion del
pardsito, como la purificacién del antigeno para la
aplicacion en el ELISA. Sin embargo pese a estos fac-
tores es dificil obtener suficiente cantidad de este
antigeno para su uso extensivo, este mismo hecho lo
menciona Liance M. (2000). El inmunodiagnostico
es una importante herramienta en el diagnéstico de
la infeccion con quistes hidatidicos, ya que juega un
papel importante en la confirmacion del diagndstico
clinico y en estudios epidemiologicos.3 En adicion a
las técnicas de imagen, un confiable serodiagnosti-
co, mejora el diagndstico clinico del paciente en
cuestion. Las técnicas seroldgicas convencionales
estdn basadas primeramente sobre test de screenig
tal como un ELISA y una subsecuente confirmacion
por test como el Arco - 5 o el Immunobloting para
el 8 Kd antigen.3. 14 17El presente estudio se realizo
para determinar el valor diagnéstico de la técnica de
ELISA-HID estandarizada en nuestro laboratorio,
empleando antigenos propios, para este objetivo
sueros controles negativos y sueros controles positi-
vos confirmados por test serologicos (ARCO-5 vy
ELISA) y la presencia del quiste en los tejidos, fueron
testados por el ELISA-HID. Nuestras estrategia de
evaluacion incluia determinar la sensibilidad, espe-
cificidad, Valor predictivo positivo y negativo, asi
como la precision del ELISA-HID. Nosotros mostra-
mos que la sensibilidad y especificidad de la técnica
de ELISA fue del 100% y 96% respectivamente, lo
que demuestra su buena sensibilidad y especifici-
dad. Otros autores obtuvieron similares resultados
como Poretti et. al. (1999) quien obtuvo una sensibi-
lidad del 91 % y especificidad del 82 % del ELISA o
Verastegui, M. et. al. (1992) que hall6 una sensibili-
dad y especificidad del 80 %, empleando liquido
hidatidico como antigeno. Estas variaciones de sen-
sibilidad y especificidad estan relacionadas con la
calidad, naturaleza, (preparacion y purificacion del
extracto antigénico), inmovilizacion del antigeno,
como también de la metodologia seleccionada para
la actividad enzimatica, conjugado, substrato, dilu-
cién empleada en los sueros o el criterio empleado
para el calculo del Cut - Off.9.17 El empleo de extrac-
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tos totales como antigeno incrementa la sensibilidad
de las pruebas de ELISA, sin embargo la gran desven-
taja es que provee un elevado porcentaje de reaccio-
nes cruzadas especialmente con cisticercosis y otras
infecciones helminticas.’# Es evidente que el empleo
de antigenos purificados mejora la especificidad del
ensayo pero conduce a una baja sensibilidad 14, pese
a esto, varios autores mencionan que trabajar con
antigenos purificados provee un confiable serodiag-
nostico diferencial entre hidatidosis, cisticercosis y
teniasis.2 Sin embargo la sensibilidad y especificidad
no solo dependen de la estandarizacion de las técni-
cas, también depende de la respuesta inmune del
hospedero, localizacion, nimero y estado evolutivo
del parasito.# Con respecto a este hecho Verastegui
(1992) menciona que los pacientes con quistes hida-
tidicos hepaticos son los que mejor respuesta inmu-
nologica presentan en comparacion con pacientes
con quistes pulmonares o en otras localizaciones.
Las reacciones cruzadas halladas con cisticercosis
empleando el ELISA-HID fue de 33%, este porcenta-
je hallado era de esperarse ya que varios estudios
muestran que una mayoria de los test serolégicos
exhiben algo de reacciones cruzadas con sueros de
pacientes con otras helmintiasis particularmente con
cisticercosis causada por Taenia solium o hidatidosis
causada por E. multilocularis, mas aun si se emplea
extractos totales de liquido hidatidico como antige-
no.12, 14, 16,17 Con respecto a este hecho Poretti D.
encontré un 58% de reacciones cruzadas con sueros
de pacientes con cisticercosis empleando su EgHF-
ELISA Sin embargo estas dos infecciones son clinica-
mente muy diferentes, en aquellos pacientes que
presentan desordenes neurolégicos, tumores o lesio-
nes en el cerebro quienes presentan una serologia
positiva para hidatidosis, el problema puede estar
descartado testando el suero del paciente con un test
para cisticercosis.'* En este estudio no se pudo deter-
minar el porcentaje de reacciones cruzadas con
otras helmintiasis ya que no se encontré resultados
falsos positivos con ninguna de las muestras de sue-
ros testados, sin embargo segln los reportes citados
en este trabajo, existe reacciones cruzadas con H.
nana, strongyloidiasis, toxocariasis, onchocercosis, y
angiotrongyloidiasis o infecciones causados por
nematodos. 6. Con respecto a este hecho, podemos
indicar que nuestro nimero de muestras testadas
para estas infecciones es muy bajo lo que no nos
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permite realizar una comparacion mas real con otros
reportes. Con referencia a este hecho Coltorti et. al.
(1990) mencionan que macromoléculas de diversos
pesos moleculares portadoras de haptenos fosforil-
colina (FC) han sido detectadas tanto en extractos
como en productos de excrecion de origen parasita-
rio. Este hapteno esta ampliamente distribuido en la
naturaleza y se lo considera como una de las causas
de las reacciones cruzadas que se observa en el
inmunodiagnostico de enfermedades parasitarias.
Shepheerd y Mcmanus identificaron el hapteno FC
asociado a macromoléculas del liquido hidatidico y
sugirieron su presencia en el Arco 5. El liquido hida-
tidico empleado contiene componentes séricos de la
especie de la cual se obtuvieron los quistes y se ha
sugerido que estos componentes podrian ser causa
de las reacciones cruzadas.

Este estudio reveld el considerable potencial del
ELISA -HID para el diagndstico de la Hidatidosis, sin
embargo no podemos comparar su sensibilidad vy
especificidad con los del Inmunoblot, pero el ELISA
es mas barato y facil de desarrollar cuando varios
sueros necesitan ser testados, por lo cual el ELISA-
HID estandarizado en laboratorio puede ser emple-
ado como test seroldgico de screening, donde todos
los casos positivos por el ELISA deberian entonces
necesitar ser confirmados por el DD5 y EITB test.
Con referencia a las reacciones cruzadas que pre-
senta con muestras con cisticercosis, se puede supe-
rar testando un suero con un ELISA-HID positivo,
con un segundo test confirmatorio, para esto nos-
otros recomendamos usar el Inmunobloting o la téc-
nica del ARCO-5, ya que al combinar el ELISA con
los test confirmatorios respectivos se asegura el
hecho de discriminar entre hidatidosis y cisticercosis
o descartar las reacciones falso positivas que ocurren
con otras helmintiasis.
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