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Resumen

Introduccion. La aparicion de algunas zoonosis en varias provincias de la region Lima en el afio 2015, motivo
una investigacion de diversas zoonosis por la Direccion de Salud de la Region Lima Provincias. Objetivo.
Determinar la seroprevalencia de hidatidosis (equinococosis) mediante el test de ELISA IgE comparado con
el Western Blot en cinco provincias de la Region Lima. Métodos. Se recolecto un total de 560 muestras de
suero de pobladores de cinco provincias de la Region Lima: Canta (n=180), Huaral (n=55), Yauyos (n=133),
Cajatambo (n=32), y Huaura (n=160). Se detectaron anticuerpos IgE y anticuerpos IgG mediante el test de
ELISA y Western-Blot respectivamente. Resultados. Un total de 39 muestras procedentes de pobladores de
las provincias de Canta, Yauyos y Huaura, fueron positivas al test de ELISA IgE (seroprevalencia de 6,96%)
y 33 fueron positivas al Western Blot IgG (seroprevalencia de 5,89%), con presencia de bandas débiles
de 8 y 16 kDa. Se determind una concordancia del 99% entre ambos tests, (indice kappa =0,91). El 50%
(20/39) de los sujetos seropositivos tuvieron entre 25 y 60 afios de edad, mientras que la menor proporcion
de seropositivos (1/39) fueron nifios menores de cinco afios. Conclusiones: El test de ELISA IgE puede ser
utilizado para la deteccion de individuos seropositivos a anticuerpos anti Echinoccocus spp., mostrando
alta concordancia con el Western Blot IgG. Podria utilizarse esta técnica en estudios seroepidemiologicos
de campo.

Palabras clave: Zoonosis; Equinococosis; Estudios seroepidemiolégicos (fuente: DeCS BIREME).

Abstract

Introduction. Diagnosis of some zoonosis in different provinces from the Lima region, motivated on
epidemiological investigation. Objective. To determine the prevalence of hydatidosis (echinococosis) in
population from Lima region by ELISA IgE test compared with Western Blot. Methods. 560 sera samples were
collected from people living in five provinces of Lima region: Canta (n=180), Huaral (n=55), Yauyos (n=133),
Cajatambo (n=32) and Huaura (n=160). Antibodies IgE and IgG were detected by ELISA test and Western Blot
respectively. Results. 39 samples were positives to ELISA IgE test (seroprevalence 6,96%) and 33 samples
were positives to Western Blot IgG test (seroprevalence 5,89%), with light bands of 8 and 16 kDa. Positive
samples proceeded from people of provinces of Canta, Yauyos and Huaura. Concordancy were determined
between both tests (kappa index = 0,91). 50% (20/39) of positive subjects are from 25 to 60 years old, while
less proportion of positives (1/39) were children under 5 years. Conclusions. ELISA IgE test can be used for
the detection of positive person to anti Echinococcus spp. antibody, showing very high concordance with
Westrn Blot IgG. Could be used in seroepidemiologic studies.

Keywords: Zoonoses; Echinococosis; Seroepidemiologic Studies (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La hidatidosis o equinococosis cons-
tituye un serio problema de salud pu-
blica en muchas regiones del mundo y
es usualmente diagnosticada mediante
examenes clinicos, técnicas de imagen y
pruebas inmunoldgicas. La sensibilidad y
especificidad de estas pruebas dependen
de la etapa de la enfermedad, la locali-
zacién de los parasitos, disponibilidad de

los antigenos y de las técnicas utilizadas
(1-2)

El fluido del quiste hidatidico (HCF
por sus siglas en inglés Hydatid cyst
fluid) constituye una rica fuente de an-
tigenos para el desarrollo de pruebas
inmunoldgicas para el serodiagndstico
de la hidatidosis. Este fluido contiene al
antigeno 5 (Ag5) y el antigeno B (AgB)
gue son relevantes para el serodiagnds-
tico, debido a los altos valores de sen-
sibilidad o especificidad * ¥, asi como
también para la realizacién de encuestas
epidemioldgicas en poblaciones de zonas
endémicas o con factores de riesgo. Con
el uso de estos antigenos, se ha podido
desarrollar el test de ELISA para detec-
cién de anticuerpos contra el parasito en
pacientes con sospecha clinica de la en-
fermedad, pudiendo ser confirmada con
el test de Western Blot con la aparicion
de bandas diagndsticas de 8, 16 y 21 kDa
4 Una serie de recientes estudios han
demostrado el valor potencial que posee
la deteccién de los anticuerpos 1gG vy el
analisis de sus subclases, el dosaje de
la IgE total sérica y la deteccion de anti-
cuerpos IgE en el serodiagnodstico y en el
tratamiento ®®7). En nuestro medio, se ha
estandarizado un test de ELISA para la de-
teccion de anticuerpos IgE en pacientes
con diferentes formas de hidatidosis, con
una alta sensibilidad y especificidad para
el serodiagnéstico, ademas mostrando
una buena correlacion con la respuesta
al tratamiento con albendazol®.

La regidon Lima estda conformada por
nueve provincias del departamento de
Lima, a excepcion de Lima Metropolita-
na. En todas las provincias existen zonas
rurales donde la actividad principal de la
poblacion es la ganaderia y, donde pa-
raddjicamente, existen escasos registros
de las zoonosis asociadas a esta activi-
dad como hidatidosis y que tienen im-

portante repercusién econdémica. En el
afio 2012, el Ministerio de Salud reportd
aproximadamente 1600 casos de hidati-
dosis que fueron detectados en todo el
departamento de Lima, mientras que la
Direccién Regional de Salud Lima reporté
en el mismo periodo solamente 9 casos
de hidatidosis.

Por lo descrito, el objetivo del presen-
te estudio fue determinar la seropreva-
lencia de anticuerpos anti Echinococcus
spp. en la poblaciéon general de cinco
provincias de la regién Lima mediante el
test de ELISA IgE y comparar sus resulta-
dos con el test de Western-Blot.

METODOS

Se realizd un estudio transversal co-
rrelacional. Se considerd como poblacion
de estudio a todos los pobladores de cin-
co provincias de la regiéon Lima mayores
de 10 meses, que segln estimacion del
Instituto Nacional de Estadistica e Infor-
matica para el afio 2014 fue de 450,783
habitantes. Considerando un nivel de
confianza del 95% y una precision del
5%, esperando que el 10% de los parti-
cipantes tenga resultado positivo y con
la expectativa de un 10% de pérdidas, el
tamafio de muestra necesario fue de 146
personas. Esta muestra fue estratificada
por provincias, edades y sexos. Previa
informacion de los objetivos del estudio,
todos los participantes dieron su consen-
timiento informado para ser incluidos en
el estudio realizado el afio 2015.

Para la preparacion de los antigenos
utilizados en la serologia, se utilizé el flui-
do hidatidico de Echinococcus granulosus
obtenido a partir de quistes hidatidicos
hepdticos o pulmonares de origen ovino
procedentes de un camal local. El fluido
fue centrifugado a 5,000 rpm por cinco
minutos, fue dializado contra solucién sa-
lina y concentrado 100 veces por osmosis
inversa. Los antigenos 5 y B fueron semi
purificados a partir del fluido hidatidico
siguiendo la metodologia descrita por
Oriol et al. ©. El contenido proteico de los
antigenos fue realizado segun el método
de Lowry (19,

La deteccion de anticuerpos IgE por
el test de ELISA se desarrolld segun lo

descrito por Vildozola et al. utilizando los
antigenos 5y B ®. Luego se sensibilizaron
placas de poliestireno con los antigenos 5
y B a una concentracion de 1 ug/mL du-
rante 18 horas a 4°C y luego bloqueadas
con albdmina sérica bovina al 1% en bu-
ffer fosfato salino por dos horas a 37°C.
Las muestras de suero fueron tratadas
con anticuerpos anti IgG humano a una
dilucién 1/20 y luego centrifugadas para
la eliminacion de las IgG. Con el objetivo
de eliminar los anticuerpos IgG, las mues-
tras de suero fueron incubadas en los po-
cillos de las placas de poliestireno por 18
horas a 37°C y luego fueron lavados tres
veces con PBS Tween 20. A continuacion,
los anticuerpos IgE fueron detectados
con anticuerpos anti IgE humano conju-
gado con peroxidasa diluidos 1/1000 e
incubados por una hora a 37°C. Las pla-
cas fueron lavadas como ya fue descrito
y luego se adiciond una solucion de subs-
trato cromogeno (OPD Fast, Sigma Al-
drich, USA) y se incubd por 30 minutos a
37°C. La reaccidn enzimatica fue deteni-
da con la adicion de &cido sulfurico 2.5 N.
Las placas fueron leidas en un lector de
ELISA a una longitud de onda de 492nm.

Para aplicar el test de Western Blot
IgG, los antigenos del fluido hidatidico
fueron separados de acuerdo a su peso
molecular mediante electroforesis en ge-
les de poliacrilamida en una gradiente de
8 a 20% y luego fueron electro transferi-
dos a membranas de nitrocelulosa, segin
el procedimiento descrito por Verdstegui
et al.*¥. Las membranas de nitrocelulosa
fueron cortadas en tiras de 3 mm e inme-
diatamente utilizadas o almacenadas a
20°C hasta el momento de su uso. Para
la deteccion de anticuerpos IgG, cada tira
fue incubada con la muestra de suero
diluida 1/50 con PBS Tween 20 conte-
niendo 5% de leche descremada y fueron
incubados por dos horas a temperatura
ambiente. Las tiras fueron lavadas tres
veces con PBS Tween 20 y luego fueron
incubadas con anticuerpos anti 1gG hu-
mano conjugados con peroxidasa dilui-
dos 1/1000 e incubados por una hora a
temperatura ambiente. Las tiras fueron
lavadas tres veces con PBS Tween 20y
luego incubadas por tres minutos con
una solucién cromogeno substrato (DAB
en PBS conteniendo perdxido de hidroge-
no al 0,01%). La reaccidén enzimatica fue
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bloqueada con varios lavados con agua
destilada. La presencia de por lo menos
dos de las tres bandas diagnodsticas en la
muestra de suero fue considerada confir-
matoria de hidatidosis .

Para realizar el analisis estadistico,
los resultados fueron colectados en una
base de datos en el programa Microsoft
Excel® 2013 (Microsoft Redmond WA) y
el calculo de la sensibilidad, especifici-
dad fue realizado en una tabla de 2 x 2
ademas del valor kappa para evaluar la
concordancia entre el test de ELISA IgE
y el test de Western Blot 1gG. Todos los
calculos fueron realizados con programa
SPSS Statistics for windows, version 15.0.

RESULTADOS

Se recolectaron 560 muestras de sue-
ro de pobladores de cinco provincias
de la regién Lima: Canta (n=180), Hua-
ral (n=55), Yauyos (n=133), Cajatambo
(n=32), y Huaura (n=160), representan-
do el 23,1%, 9,82%, 23,75%, 5,71% vy
28,57% de la poblacion estudiada (Tabla
1). En cuanto al género de la poblacion, el
38,4% correspondio al sexo masculino y
el 61,6% al femenino. En cuanto al géne-
ro de los individuos seropositivos a anti-
cuerpos IgE, se observo que 15 muestras
fueron de pobladores del sexo masculino
(38,5%) y 24 del femenino (61,5%), con
una diferencia no significativa (Tabla 2).

La edad promedio de la poblacién es-
tudiada fue 38,97 afios, siendo la edad
minima de diez meses y una edad maxi-
ma de 95 afios. La distribucién de la po-
blacion estudiada segun las edades se
muestra en la Tabla 3. Un anélisis de la
seropositividad con respecto a la edad,
muestra que el 51,2% (20/39) de los su-
jetos seropositivos se encontraban entre
los 25 y 60 afios, mientras que la menor
proporcion de seropositivos (1/39) se en-
cuentran entre nifios menores de cinco
afios (Tabla 3).

Un total de 39 de las 560 muestras de
suero recolectadas resultaron positivas al
test de ELISA IgE, obteniéndose una sero-
prevalencia del 6,96% (39/560) para an-
ticuerpos IgE. De estas 39 muestras posi-
tivas al test de ELISA IgE, el 84% (33/39)
resultaron ser positivas al test de Wes-
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tern Blot 1gG (presencia de bandas débi-
les de 8 y 16 kDa), obteniéndose una se-
roprevalencia de 5,89% para anticuerpos
IgG (33/560) (Tabla 4). Todas estas mues-
tras seropositivas procedian de poblado-
res de las provincias de Canta, Yauyos y
Huaura. El andlisis estadistico mostré que
existe una concordancia observada del
99% entre ambas pruebas con un indice
kappa de 0,91 (IC95% de 0,84 —0,98). Sin
embargo, el test de ELISA IgE mostrd ser
mas sensible al catalogar a seis individuos
como positivos que fueron catalogados
como negativos por el test de Western
Blot 1gG (Tabla 4).

DISCUSION

La hidatidosis constituye un serio pro-
blema de salud publica en el Peru, asi como
en muchas regiones del mundo donde exis-
te actividad ganadera. Esta enfermedad es
usualmente diagnosticada mediante exa-
menes clinicos, técnicas de imagen y prue-
bas seroldgicas #%). Considerandose que
la deteccidon de anticuerpos es mas sensi-
ble que la deteccion de antigenos para el
diagndstico de la enfermedad 9. Asi, los
resultados del presente estudio muestran
que existe exposicion al parasito en las dife-
rentes provincias de la regién Lima.

Tabla 1. Serologia para hidatidosis en pobladores de cinco provincias de la regién Lima mediante
el test ELISA IgE y Western Blot IgGpecto de la poblacién con algun problema de salud que no

consultd a un establecimiento de salud).

. N° de ELISA IgE Western Blot IgG

Provincia

muestras Positivo % Positivo %
Canta 180 14 7,7 11 6,11
Huaral 55 0 0 0 0
Yauyos 133 15 11,28 12 9,02
Cajatambo 32 0 0 0 0
Huaura 160 10 6,25 10 6,25
Total 560 39 6,96 33 5,89

Tabla 2. Serologia para hidatidosis segun el género de pobladores de cinco provincias de la region
Lima mediante el test de ELISA IgE y Western Blot IgG.

) N° de ELISA IgE Western Blot IgG
Género 0 .
muestras Positivo % Positivo %
Masculino 215 15 6,98 14 6,51
Femenino 345 24 6,96 19 5,51
Total 560 39 6,96 33 5,89

Tabla 3. Serologia para hidatidosis segun la edad mediante el test de ELISA IgE y Western Blot IgG
en pobladores de cinco provincias de la region Lima.

ELISA IgE Western Blot I1gG

Edad N° muestras ., ..

Positividad % Positividad %
1 a4 afios 14 1 7,14 1 7,14
5a 14 afios 92 8 8,69 8 8,69
15 a 24 afios 70 5 7,14 4 571
25 a 59 afios 265 20 7,55 15 5,66
60 a mas 113 5 4,42 5 4,42
Sin datos 6 0 0 0
Total 560 39 6,96 33 5,89

Tabla 4. Concordancia de resultados del test de ELISA IgE respecto a Western Blot IgG en
pobladores de cinco provincias de la region Lima (n=560).

Western Blot I1gG

ELISA-IgE - . Total
Positivo Negativo

Positivo 33 6 39

Negativo 0 521 521

Total 33 527 560

{ndice kappa = 0,91 (IC 95% de 0,84 — 0,98)
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La seroprevalencia general para anti-
cuerpos IgE fue del 6,96%, mientras que
para anticuerpos IgG fue del 5,89%, que
concuerda con lo encontrado por diversos
estudios %1718 Con respecto a la sero-
positividad en cada una de las provincias
estudiadas de la Regidn Lima, se pudo ob-
servar que practicamente todos los sueros
positivos para anticuerpos IgE e 1gG pro-
ceden de las provincias de Canta, Yauyos
y Huaura, donde se ha observado que las
dos primeras provincias mencionadas se
caracterizan por ser zonas rurales y tener
a la ganaderia como actividad econdmica
predominante®®, lo cual podria explicar
los hallazgos al considerarse estas carac-
teristicas como potenciales factores de
riesgo para la enfermedad 8.

Respecto a la seropositividad de las
muestras y su relacion con los diferentes
rangos de edad, se pudo observar que
la mayor proporcion de seropositivos se
encuentra en individuos de la poblacién
econdmicamente activa, que en el caso
de las zonas rurales se caracterizan por
mayor contacto con ganado y con perros
infectados o de suelo contaminados con
huevos del parasito 19,

En relacion a las diferencias encon-
tradas en la frecuencia de anticuerpos
IgE (6,96%) e 1gG (5,89%) en el presente
estudio, una posible explicacion es que
se utilizaron antigenos en estado nativo
para sensibilizar las placas de ELISA IgE,
no han sufrido variacién de estructura
a diferencia de los antigenos utilizados
para la prueba de Western Blot IgG, que
son previamente tratados con el deter-
gente SDS a altas temperaturas (95°C)
que desconfigura la estructura tridi-
mensional de las proteinas antigénicas
eliminando potencialmente los epitopes
conformacionales que normalmente
estan presentes en el estado nativo del
antigeno, quedando expuestos solo los
epitopes lineales%20),

Una concordancia del 99% entre la
ocurrencia de anticuerpos IgG e IgE de-
muestra que la mayoria de estos indivi-
duos expuestos producen en alguna medi-
da ambos tipos de anticuerpos contra los
antigenos del parasito. Sin embargo, hasta
el momento se tiene la gran limitacién de
gue en el caso de quistes integros o hiali-
nos donde no hay liberacion de antigenos

@1 va sea de membrana o del fluido hida-
tidico, no es posible encontrar anticuer-
pos debido a la pobre o nula estimulacion
del sistema inmune y a que el diagndstico
confirmatorio finalmente se realiza con la
valoracién clinica de las imagenes como la
ecografia o la resonancia magnética, que a
nivel del higado tiene caracteristicas muy
bien definidas de actividad segun la clasifi-
cacion de la OMS @2,

Por otra parte, la sensibilidad de
95,6% vy la especificidad de 100% para
identificar anticuerpos anti IgE de hidati-
dosis de la prueba de ELISA estandariza-
da en un estudio anterior® se convierte
en una alternativa al Western Blot, ya
que la positividad es similar, pero la ven-
taja es que la prueba de ELISA es menos
costosa; considerando que en este tipo
de enfermedad el precio de las pruebas
diagndsticas es elevado y la mayoria de
los pacientes que la sufren suelen ser de
bajos recursos econémicos.

Una limitacion del presente estudio
fue que no se pudo obtener una cantidad
similar de muestras por cada provincia y
esto podria ser motivo de sesgo al mo-
mento del andlisis estadistico.

Se concluye que el test de ELISA IgE
puede ser utilizado para la deteccion
de individuos seropositivos a anticuer-
pos anti Echinococcus spp., mostrando
alta concordancia con el Western Blot
lgG. Adicionalmente, es posible utilizar
esta técnica en estudios de campo para
la identificacién de sujetos expuestos y
probablemente infectados con el parasi-
to. Estos resultados alientan a programar
una nueva evaluacién para identificar
mejor las caracteristicas clinicas y serolo-
gicas, explorando el contenido genético
que permita identificar si existen dife-
rencias como el test de Western Blot IgG
mostrando una alta concordancia para la
deteccion de individuos seropositivos a
anticuerpos anti Echinococcus spp. entre
serotipos del parasito en las zonas estu-
diadas.
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