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INMUNODIAGNOSTICO DE HIDATIDOSIS: EVALUACION DE ANTIGENOS DE LiQUIDO
HIDATIDICO Y DE LiQUIDO VESICULAR DE CISTICERCO DE Taenia crassiceps

Emilio COLTORTI (1) & Graciela CAMMARIERI (2)

RESUMEN

Se compard la especificidad y sensibilidad del ensayo inmunoenzimatico (EIE) ac-
tualmente en uso en las 4reas de Sudamérica donde la hidatidosis causada por Echinococ-
cus granulosus es endémica, con dos versiones de EIE, una de las cuales emplea un
antigeno hidatidico de diferente preparacién y la otra liquido vesicular de cisticerco de
Taenia crassiceps (LVCC). Se estudié también para ambos antigenos el efecto de la
neutralizacién previa de los anticuerpos anticomponentes séricos ovinos o murinos, y
antifosforilcolina sobre la eficiencia diagnéstica de los EIE.

Se analiz6 la frecuencia de distribuci6n de los titulos obtenidos en los tres sistemas de
EIE frente a sueros normales, hidatidicos a la prueba de doble difusién arco 5 (DDS) €
hidatidicos DDS negativos. Los resultados mostraron una significativa disminucién de
sensibilidad del LVCC frente a los antigenos hidatidicos lo cual hace inconveniente su uso
para inmunodiagnéstico de hidatidosis.

No se observaron diferencias significativas entre los dos antigenos hidatidicos. El
analisis por SDS-PAGE mostré una marcada diferencia de composicién entre el LVCC y
los antigenos hidatidicos, y algunas diferencias entre estos Gltimos posiblemente debidas a
los procesos de preparacion.

UNITERMOS: Hidatidosis; Echinococcus granulosus; Taenia crassiceps;
Inmunodiagndstico.

INTRODUCCION

La doble difusion arco 5 (DD5) es la prueba
inmunodiagnéstica mis difundida y empleada en
los hospitales de las dreas de Sudamérica donde
la hidatidosis causada por Echinococcus
granulosus es endémica *’. La difusién que en
los dltimos afios han tenido los métodos
inmunoenzimadticos ha llevado a que en la actuali-
dad la mayoria de los hospitales de mayor com-
plejidad cuenten con equipamiento, insumos y
personal entrenado para su ejecucién. Esto ha he-
cho posible la implementacién de un ensayo
inmunoenzimitico (EIE) para diagnéstico de
hidatidosis humana **.

El uso conjunto de 1a prueba de doble difusion
arco 5 (DD5) y el EIE ha permitido aumentar la
sensibilidad del inmunodiagnéstico en pacientes
sintométicos con diagndstico presuntivo .

En el EIE actualmente en uso los sueros son

previamente neutralizados con suero normal ovino
y fosforilcolina %1° y se emplea el mismo antigeno
que en la DDS con la correspondiente adecuacién
de concentracién ’. Dados que originalmente este
antigeno fue desarrollado para pruebas de doble
difusién en gel, su proceso de elaboracién fue dise-
fiado para obtener un producto final de alta con-
centracién proteica acorde con las necesidades de
estas pruebas. Este proceso consiste en una didlisis
exhaustiva frente a aqua, concentracién por
liofilizacién y control mediante inmunoelectro-
foresis 2.

Dado que los antigenos que se emplean en EIE
no requieren una elevada concentracién, se disefié
un proceso de elaboracidn basado en concentracién
por ultrafiltracion, el cual preserva mejor las carac-
teristicas fisico-quimicas originales de los compo-
nentes, mejora el rendimiento y disminuye el tiem-
po de proceso.

(1) Instituto Panamericano de Proteccién de Alimentos y Zoonosis, Programa de Salud Piiblica Veterinaria, OPS/OMS, Casilla

3092, Correo Central, 1000 - Buenos Aires, Argentina.

(2) Hospital Central, Secretarfa de Salud Piblica, Municipalidad de San Isidro, 1642 - San Isidro, Buenos Aires, Argentina.
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El estudio por inmunoelectrotransferencia de
la reactividad de los sueros de pacientes
hidatidicos ha demostrado algunas similitudes
antigénicas entre el liquido hidatidico y el liquido
vesicular del cisticerco Taenia crassiceps
(LVCC). Este hecho y la facilidad de producir
cisticercos de T.crassiceps por infeccién experi-
mental de ratones en el laboratorio han llevado a
sugerir que €l LVCC podria ser una fuente alterna-
tiva de antigeno para inmunodiagnéstico de
hidatidosis®.

El presente trabajo compara la eficiencia
diagnéstica del EIE actualmente en uso, que em-
plea el antigeno hidatidico dializado (AHD), con
dos tipos de EIE, uno de los cuales emplea un
antigeno hidatidico concentrado por ultrafiltracién
(AHUF) vy el otro, liquido vesicular de cisticerco
de T.crassiceps (LVCC). En ambos casos se estu-
di6 también el efecto de 1a neutralizacién previa de
los anticuerpos anticomponentes séricos ovinos o
murinos y antifosforilcolina sobre la eficiencia
diagnéstica de los EIE.

MATERIALES Y METODOS
Antigenos hidatidicos:

Todos los antigenos hidatidicos se prepararon
con liquido hidatidico obtenido de quistes desarro-
llados naturalmente en ovinos (LHO). El antigeno
que se empled en la prueba de doble difusién arco
5 (DDS5) se prepard como se discribiera anterior-
mente?, el LHO se dializ6 exahustivamente contra
100 veces su volumen de agua destilada, se
liofiliz6 y se controld por inmunoelectroforesis.

Para sensibilizar las microplacas de EIE se em-
plearon dos antigenos hidatidicos. Uno de ellos se
preparé a partir del antigeno de DD5 (AHDDS).
Para ello el AHDDS liofilizado se disolvié en buffer
carbonato 0,1 M pH 9,6 a una concentracién de 500
1g peso seco/ml, se centrifugd a 55.000 g durante
30 minutos a 5°C, se identific6 como antigeno
hidatidico dializado (AHD) y se conservé a 35°C.

El otro antigeno hidatidico usado en EIE se
identificé como antigeno hidatidico ultrafiltrado
(AHUF). Para prepararlo el LHO se centrifugé a
55.000 g durante 30 minutos a 5°C y el
sobrenadante se concentrd por ultrafiltracion a tra-
vés de una membrana permeable a moléculas de
peso inferior a 5.000 daltons (Diaflo, YM 5.000,
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Amicon Co., MA,, U.S.A)) hasta una concentra-
cién de 10 mg/ml de proteina medida por el méto-
do de BRADFORD'.

El AHUF se conservé a -35°C. Durante el pro-
ceso de preparacién del AHUF, se usé como
inhibidor de proteasa, fluoruro de¢ fenil-metil-
sulfonilo (PMSF, Sigma, Chemical Co., St. Louis,
U.S.A.) a una concentracién final 5 mM.

Antigeno de cisticerco de T. crassiceps

Los cisticercos de T.crassiceps se obtuvieron
de ratones infectados experimentalmente. Ratones
Balb/c de 45 dias de edad, se infectaron con 10
cisticercos cada uno por via intraperitoneal, 80 dias
después se sacrificaron y se recogieron los
cisticercos desarrollados en la cavidad abdominal.
Los cistercercos se lavaron exhaustivamente en
PBS, se secaron sobre papel de filtro y se
centrifugaron a 55.000g durante 30 minutos a 5°C
para romperlos y separar el liquido vesicular de las
membranas y escolex. El sobrenadante se identifi-
¢6 como liquido vesicular de cisticerco de
T.crassiceps (LVCC). La concentracién de protei-
na de diferentes lo;qs de LVCC oscil6 entre 3,0 y
3,5 mg/ml. E1 LVCC se conservé a -35°C.

Sueros humanos:

Se estudiaron 397 sueros de personas adultas
de ambos sexos sin antecedentes de hidatidosis que
concurricron al examen de salud para gestionar su
libreta sanitaria y 151 sueros preoperatorios de pa-
cientes con hidatidosis confirmada de los cuales
120 habfan sido positivos a la prueba de doble di-
fusion arco 5 (DDS5) y 31 habfan sido negativos.

Todos los sueros se estudiaron en series de
diluciones dobles desde 1:25 hasta 1:51.200. Se
empled como diluyente una solucién salina
tamponada con fosfatos (NaC1 0,15 M; KH,PO /
K,HPO, 0,01 M) pH 7.2 con 0,5% de Tween 20
(SSF/T 0,5). Con la finalidad de evidenciar posi-
bles reacciones inespecificas con los antigenos
AHUF y LVCC ,usados en el EIE los sueros
tambiém se estudiaron previa neutralizacién de los
anticuerpos anti-componentes séricos ovinos o
murinos y anti-fosforilcolina. La neutralizacién se
realizd empleando como diluyente una solucién
salina tamponada con Tris (NaCl 0,15 M; tris
0,01M) pH 7,2 con 0,5% de Tween 20,1% de sue- -
ro normal ovino o murino y 10 mM de
fosforilcolina.
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Ensayo Inmunoenzimitico (EIE):

Se disefiaron 4 sistemas a fin de evaluar los
dos antigenos en estudio (AHUF y LVCC) y la
conveniencia o no de neutralizar los sueros previa-
mente. Estos sistemas se compararon con el que se
usa actualmente el cudl emplea AHD con sueros
neutralizados (EIE-AHD/N) y cuya optimizacién
se describié anteriormente’. Las condiciones de
trabajo para los antigenos AHUF y LVCC que se
detallan a continuacién se optimizaron mediante
curvas dosis-respuesta.

Las microplacas de 96 pocillos de fondo plano
se sensibilizaron colocando en cada pocillo 50 pl
de antigeno diluido en buffer carbonato 0,1 M;pH
9,6 durante 18 horas a 4°C en camara himeda. El
AHD y el AHUF se usaron a 20 pg/ml, ambos en
placas Immulon I, mientras que el LVCC se us6 a
20 pg/ml en placas Immulon II (Dynatech Lab
Inc., Virginia, U.S.A.).

El exceso de antigeno se eliminé invirtiendo las
placas y haciendo 3 lavados sucesivos de 4 minutos
cada uno con 200 pl de solucién salina tamponada
con fosfatos (NaCl 0,15 M, K, HPO4/KH,PO4 0,01
M) pH 7,2 con 0,5% de Tween 20 (SSF/T 0,5). A
continuacién de los lavados se colocd en las placas
50 pl/pocillo de la dilucién correspondiente de los
sueros en estudio y del suero control. Los pocillos
correspondientes al blanco de reactivos se cargaron
con 50 pl de SSF/T 0,5. Las placas se incubaron en
cdmara himeda 37°C durante 30 minutos. Se elimi-
né el contenido y se lavaron con SSF/T 0,5 como se
indicara anteriormente. A continuacién se cargaron
los pocillos con 50 pl de conjugado (suero anti-IgG,
IgA, IgM humanas (H+L) conjugado con
peroxidasa, Dako Co., CA, U.S.A)) diluido con
SSF/T 0.5 a la concentracién clegida. La dilucién de
trabajo del conjugado se selecciond en base a curvas
dosis-respuesta y fueron del orden de 1/800 a 1/
1200 segfin el sistema.

En el caso del sistema que usa AHUF el con-
jugado se neutraliz6 previamente agregando al
diluyente 0,5% de suero normal ovino para elimi-
nar el fondo observado en los blancos debido a la
reaccién del conjugado con componentes SE€ricos
ovinos contenidos en ¢l antigeno.

Las placas se incubaron nuevamente en cima-
ra himeda a 37°C durante 30 minutos, se eliminé
luego el contenido y se lavaron como se indicé
anteriormente. Se distribuyd luego en cada pocillo

100 pl de reactivo sustrato-indicador (12 ml de 4ci-
do citrico 0,05 M;pH 3,5 + 50 ul HO, 0,5M + 50
ul ABTS 40 mM) (ABTS: 2,2 azino-di(3-
ethylbenzthiazoline sulfonic acid), Sigma
Chemical Co., St. Louis, U.S.A.) previamente
termostatizado a 37°C y se incub6 en cdmara hi-
meda a 37°C durante exactamente 5 minutos, se
homogeneizé por agitacién y se continué incuban-
do otros 5 minutos. Concluido el tiempo, la reac-
cién se detuvo agregando 100 pl de 4cido
fluorhidrico 0,1 M pH 3,3 a cada pocillo. Las pla-
cas s¢ leyeron a 410 nm en un fotocolorimetro
vertical para lectura de microplacas (MR-600
Dynatech Lab. Inc., Virginia, U.S.A.), el cual des-
cuenta automdticamente el valor del banco de
reactivos en cada una de las mediciones. El titulo
de los sueros en estudio se definié como la inversa
de la mayor dilucén que presentd una lectura de
densidad Optica (DO) igual o mayor a 0,15. La
reproducibilidad de la prueba se monitoreé me-
diante nn suero control de titulo conocido. Dado
que los valores de DO para un mismo suero pue-
den presentar diferencias de placa a placa (dentro
del dia) y dia a dia, cuando fue necesario se corri-
gieron para hacerlos comparables entre si. Para
ello se usé el suero control el cual se preparé para
que presentara en la dilucién 1:400, un valor de
DO de 0,25. Este valor de DO para esa dilucién del
suero control se considerd constante y permitié ha-
cer las correciones de la DO de los sueros en estu-
dio cuando fue necesario. Las correcciones se
hiceron con la seguiente ecuacién: DO corregida
del suero en estudio = DO obtenida para el suero
en estudio a corregir x DO constante del suero
control DO obtenida para el suero control,

Doble difusién arco 5 (DD5):

La prueba se realizé e interpreté como se des-
cribiera anteriormente 2*,

Electroforesis en gel de poliacrilamida con
docecil sulfato de sodio (SDS-PAGE):

El andlisis cualitativo de los tres antigenos
(AHD, AHUF y LVCC) se hizo por SDS-PAGE vy
se revel6 con coloracién de plata.

Las muestras conteniendo entre 3 y 10 pg/ul
de proteina se trataron 100°C durante 2 minutos en
buffer tris/HCl 0,05 M pH 8,0 con 2,0% de SDS,
5% de 2-mercaptoetanol, 20% de glicerinay 0,1%
de azul de bromofenol (ABF). Como marcadores
de peso molecular se usaron los estandares de alto
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y bajo peso molecular (Pharmacia LKB
Biotechnology Inc., N. Jersey, U.S.A.) segiin las
instrucciones del fabricante.

El SDS-PAGE se realiz6 de acuerdo al proce-
dimiento de LAEMMLI con modificaciones'?. Se
usaron geles de Imm de espesor y 20 cm de largo
con un gel de concentracién de 3,0% y un gel de
separacién en gradiente de 3,3 a 20%. La
electroforesis se realizé a 40mA/300v durante
aproximadamente 4 a 5 horas, la corrida se detuvo
cuando el frente de ABF sali6 del gel. Los geles se
tifiieron con coloracién de plata siguiendo el pro-
cedimiento de TSANG et al."!

RESULTADOS

Al igual que se demostrara anteriormente para ¢l
EIE con antigeno AHD (EIE-AHD/NY’, los titulos en
el EIE empleando el AHUF (EIE-AHUF) presenta-
ron diferencias cuando los sueros se usaron sin neu-
tralizar y neutralizados con sueros normal ovino y
fosforilcolina. Los resultados que se presentan corres-
ponden a los valores obtenidos con los sueros neutra-
lizados (EIE-AHUF/N). No se observaron diferencias
entre los sueros no neutralizados y neutralizados con
suero normal murino y fosforilcolina en el EIE con
antigeno LVCC; los resultados que se presentan co-
rresponden a los valores obtenidos con los sueros sin
neutralizar (EIE-LVCC).

La frecuencia de la distribucién de los titulos
obtenidos en los tres sistemas de EIE: EIE-AHD/
N, EIE-AHUF/N y EIE-LVCC; al estudiar los 397
sueros no hidatidicos, los 120 sueros hidatidicos
positivos a 1a DDS5 y los 31 sueros hidatidicos ne-
gativos a la DDS se presenta en la tabla 1.

En la tabla 2 se presentan los valores de
especificidad y sensibilidad calculados para los po-
sibles titulos de corte de los tres EIE estudiados en
base a los resultados obtenidos con los 397 sueros
no hidatidicos y los 151 sueros hidatidicos.

Los valores de sensibilidad calculados separa-
damente para los 120 sueros hidatidicos positivos a
1a DDS5 y los 31 sueros hidatidicos negativos a la
DDS5 se presentan ¢n 1a tabla 3.

Se analizaron estadisticamente por el método
del Chi cuadrado (P<0,05) las diferencias de sensi-
bilidad observadas entre el método actualmente en
uso, EIE-AHD/N vy las dos alternativas estudiadas,
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EIE-AHUE/N y EIE-LVCC. El analisis se realizd
tomando como titulo diagnéstico de cada prueba a
aquel que le adjudicara una especificidad entre el
99,0-99,9%, EIE-AHD/N; 1:400, ETE-AHUF/N,
1:50 y EIE-LVCC, 1:800. Se estudiaron separada-
mente los resultados obtenidos con el grupo de
sueros hidatidicos positivos a la DDS5, el grupo de
sueros hidatidicos negativos a 1a DD5 y el conjun-
to de todos los sueros hidatidicos. Las diferencias
de sensibilidad entre el EIE-AHD/N vy el EIE-
AHUF/N no son significativas para ninguno de los
tres grupos de sueros hidatidicos, en cambio, si son
significativas para los 3 grupos cuando se compara
el EIE-AHD/N con el EIE-LVCC.

El andlisis cualitativo por SDS-PAGE de los
tres antigenos estudiados, AHD, AHUF y LVCC
se presenta en la Fig.1.

DISCUSION

A fin de comparar la eficiencia diagndstica de
los tres procedimientos estudiados es necesario defi-
nir el titulo diagn6stico de cada uno de ellos en base
a un criterio comin. Si adoptamos como condicién
que ninguna de las pruebas tenga una especificidad
menor al 99,0%, los titulos diagndsticos seran: EIE-
AHD/N, 1:400; EIE-AHUF/N, 1:50 y EIE-LVCC,
1:800. Analizando los resultados de las Tablas 1y 2
en base a esos titylos:diagnésticos se observa que
frente a la totalidad de-sueros hidatidicos el AHD/N
tiene una sensibilidad de 0,927, el AHUF/N de
0,894 y el LVCC de 0,815.

Cuando los sueros hidatidicos se diferencian en
positivos y negativos a la DDS5 (Tabla 3); la sensibi-
lidad del AHD/N para el grupo de sueros hidatidicos
positivos a la DD5 es 1,000, la del AHUF/N es
1,000 y la del LVCC es 0,950. Respecto al grupo de
sueros hidatidicos negativos a 1a DD5 la sensibili-
dad del AHD/N es de 0,645, la del AHUF/N es de
0,484 yladel LVCC es 0,290 (Tabla 3).

Se considera que, para adoptarse como prucba
diagnéstica a nivel de laboratorios hospitalarios ade-
més de las condiciones de especificidad fijadas ante-
riormente, €l EIE debe identificar como hidatidicos a
todos los pacientes DDS positivos y a algunos de los
pacientes DD35 negativos’. Cumplen esta condicién el
EIE-AHD/N y el EIE-AHUFN. El EIE-LVCC no
cumplen esta c()pdicién, ya que para una
especificidad no menor del 99,0% sélo califica como
hidatidicos al 95% de los pacientes hidatidicos DD5
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positivos y es el procedimiento que detecta menos
pacientes hidatidicos DD5 negativos (Tabla 3). Esta
significativa disminucién de sensibilidad del LVCC
frente al antigeno hidatidico homdlogo, hace incon-
veniente su uso para inmunodiagndstico de
hidatidosis. El andlisis por SDS-PAGE muestra una
marcada diferencia de composicién entre el LVCC y
los antigenos hidatidicos. Sin embargo, dada la posi-
bilidad de producirlo por infeccién experimental en
ratones, el LVCC podria ser una fuente alternativa de
material parasitario para la purificacién de moléculas
con determinantes antigénicos comunes con ¢l liqui-
do hidatidico que hayan mostrado buenas condicio-
nes para uso diagndstico'®.

El andlisis por SDS-PAGE del AHD y el
AHUF (Fig. 1) muestra diferencias en la zona de
altos pesos moleculares, en la zona de 28 a40 Kd y
en la inferior a 18 Kd. El AHD presenta un fondo a
lo largo de casi toda la corrida debido posiblemente
a procesos de proteolisis durante la preparacion. Es
probable que la prolongada dialisis frente a agua
durante la preparacién del AHD facilite la actividad
proteolitica, produzca la desnaturalizacién a veces

irreversible de algunos componentes y modifique
en algunos casos sus propiedades fisico-quimicas.
La consecuente modificacién de las proporciones
relativas de los componentes especificos y no es-
pecificos contenidos en el liquido hidatidico podria
ser la causa de la diferente reactividad del grupo de
sueros no hidatidicos reflejada en los titulos diag-
nosticos y de las diferencias observadas en el gru-
po de pacientes hidatidicos DDS negativos en las
condiciones de especificidad fijadas. A pesar de
esas diferencias, ambos antigenos, el AHD vy el
AHUF pueden ser considerados adecuados para
inmunodiagnéstico de hidatidosis mediante EIE y
la adopcidn y uso de uno de ellos dependera de las
facilidades de los laboratorios productores.

Los valores de sensibilidad obtenidos frente al
grupo de sueros hidatidicos estudiados solo son vi-
lidos a los fines de comparar las diferentes prue-
bas. No debe asumirse que esos valores son una
medida de la sensibilidad diagnéstica de estas
pruebas dado que una considerable proporcién de
portadores de quistes hidatidicos no presentan
anticuerpos detectables anti-antigenos hidatidicos®.

Tabla 1
Distribucién de los titulos obtenidos en EIE con los tres tipos de antigeno evaluados al estudiar 397 sueros
no hidatidicos, 120 sueros hidatidicos positivos a la DD5 y 31 sueros hidatidicos negativos a la DD5.

TIPO DE EIE
EIE-AHD/N EIE-AHUF/N EIE-LVCC
Sueros Sueros - Sueros

TITULOS NoH H-DD5+ H-DD5- NoH H-DD5+ H-DD5- NoH H-DD5+ H-DDS-
>51200 13(10,8) 4( 3,3)
51200 11( 9,2) 2( 1,7) 4( 33)
25600 21(17,5) 4( 3,3) 14(11,6)
12800 17(14,2) 7( 5,8) 22(18,3)

6400 15(12,5) 11( 9,2) 15(12,5)

3200 22(18,3) 2( 6.4) 17(14,2) 22(18,3)

1600 15(12,5) 8(25.8) 11( 9,2) 11( 9,2) 2( 64)
800 4( 3,3) 8(25.8) 19(15,8) 1( 3,2) 3(0,8) 22(18,3) 7(22,6)
400 4(1,0) 20,7y 2( 6,4) 23(19,2) 1( 3,2) 4(1,0) 6( 50) 8(25.8)
200 28(7,0) 3( 97 12(10,0) 2( 6,4) 23(5.8) 1( 3,2)
100 72(18,1) 3(9,7) 11( 9,2) 4(12,9) 66(16,6) 6(19,4)

50 117(29,5) 2(64) 2005 3(25 7(22,6) 108(27,2) 4(12,9)

25 123(31,0) 2( 6,4) 11( 2,8 3( 9,7) 140(35.3) 1( 3,2)
<25 53(13,4) 1( 3,2) 384(96,7) 13(41,9) 53(13,4) 2( 6,4)
TOTAL 397 120 31 397 120 31 397 120 31

EIE-AHD/N: liquido hidatidico dializado, neutralizacién previa de los anticuerpos anti-SNO y anti-FC.
EIE-AHUF/N: liquido hidatidico ultrafiltrado, neutralizacién previa de los anticuerpos anti-SNO y anti-FC.

EIE-LVCC: liquido vesicular de cisticerco de T.crassiceps.

No H: sueros no hidatidicos; H-DDS+: sueros hidatidicos positivos a la DDS; H-DDS5-: sueros hidatidicos negativos a la DDs.
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, Tabla 2

Valores de especificidad y sensibilidad calculados para los posibles titulos de corte de los tres tipos de
EIE estudiados para diagnéstico de hidatidosis, sobre 397 sueros no hidatidicos y 151 sueros hidatidicos
(120 sueros DDS positivos y 31 sueros DD5 negativos).

LIMITE ENSAYO INMUNOENZIMATICO (EIE)
DE
REACTIVIDAD
(TITULO) AHD/N AHUF/N LVCC
Esp. Sen. Esp. Sen. Esp. Sen.
1600 1,000 0,622
800 1,000 0,901 0,992 0,815
400 0,990 0,927 0,982 0,907
200
100 1,000 0,828
50 0,995 0,894

AHD/N: Liquido hidatidico dializado, neutralizacién previa de los anticuerpos anti-SNO y anti-FC.
AHUF/N: Liquido hidatidico ultrafiltrado, neutralizacién previa de los anticuerpos anti-SNO y anti-FC.
LVCC: Liquido vesicular de cisticercos de T.crassiceps.

Tabla 3
Valores de sensibilidad calculados para los posibles titulos de corte de los 3 tipos de EIE estudiados para
diagnéstico de hidatidosis frente a los 120 sueros hidatidicos positivos a la DD5 y los 31 sueros
hidatidicos negativos a la DDS.

LIMITE ENSAYO INMUNOENZIMATICO (EIE)
DE
REACTIVIDAD
(TITULO) AHD/N AHUF/N LVCC
H-DD5+  H-DDS5- H-DD5+ H-DDS- H-DD5+ H-DDS5-
1600 : 0,777 0,064
800 0,983 0,581 0,950 0,290
400 1,000 0,645 0,100 0,548
200
100 0,975 0,258
50 0,100 0,484

AHD/N: Liquido hidatidico dializado, neutralizacién previa de los anticuerpos anti-SNO y anti-FC.
AHUF/N: Liquido hidatidico ultrafiltrado, neutralizacién previa de los anticuerpos anti-SNO y anti-FC.
LVCC: Liquido vesicular de cisticercos de T.crassiceps

H-DDS5+: Sueros hidatidicos positivos a 1a DDS.

H-DD5-: Sueros hidatidicos negativos a la DDS.

4

SUMMARY

Immunodiagnosis of hydatid disease: evaluation
of antigens from hydatid cyst fluid and the vesi-
cularfluid of Taenia crassiceps metacestode.

The specificity and sensitivity of the enzyme

immunoassay (EIA), presently used in South
America areas where hydatidosis caused by Echi-
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nococcus granulosus is endemic, was compared
to two alternative EIA. One of these uses an hy-
datid antigen of different prepraration and the
other vesicular fluid of Taenia crassiceps
cisticerci (VFCC). The effect of previous neutral-
ization in the serum sample of antibodies anti-
normal ovine or murine sera and anti-
phosphorylcholine on the diagnostic efficiency of
these EIA was studied.
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Fig.1. Anédlisis por SDS-PAGE del antigeno AHD, AHUF y
LVCC. La cutidad de muestra aplicada fue de 2 pg de
proteina por mm de ancho del pocillo de gel. Las muestras
se reduieron previaii. te, se separaron en un gel en
gradiente de 5 a 20% y se revelaron con coloracién de plata.
Las lineas sobre la derecha indican la ubicacién de los
estdndares de peso molecular identificados en kilodaltons.

The frequency of distribution of the titers ob-
tained with normal sera, hydatid sera positive to
DD5 test and hydatid sera negative to DD5 test in
three EIA systems was analyzed.

Results showed a significant decrease of
sensitivity of the EIA using VFCC when com-
pared to these EIA using hydatid antigens. This
makes inconvenient the use of VFCC for the
immunodiagnosis of hydatid disease. No sig-
nificant differences between the two EIA using
hydatid antigens were observed. SDS-PAGE
analysis showed remarkable differences be-
tween the VFCC and the hydatid antigens com-
position and some differences among these
latters probably due to manufacturing proce-
dures.
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