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Sensibilidad y especificidad de la prueba de
inmunoelectrotransferencia blot (EITB) para el diagndstico de
hidatidosis en ovinos

Sensitivity and specificity of the enzyme-linked immunoelectrotransfer blot test
(EITB) for the diagnosis of hydatidosis in sheep

Karina Bardales-Ortiz"*#, Rail Enriquez L.?, Cesar Sedano H.?, Saul J. Santivaiiez
S.23, Armando Gonzalez Z.!

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la prueba de inmunoelectrotransferencia blot
(EITB) en el diagnostico serologico de la hidatidosis ovina. Se trabajo con 80 ovinos
Corriedale de la SAIS Pachacutec, Junin, Perti y se comparo los resultados con la necrop-
sia (Gold estandar). La presencia simultanea de tres bandas antigénicas (8, 16 y 21 kDa)
en el EITB fueron consideradas como un resultado positivo, en tanto que el resultado a
la necropsia fue positivo si existia al menos un quiste a nivel del higado o de los pulmo-
nes. E1 EITB evidencio6 una baja sensibilidad (31.2%) y una alta especificidad (100%). Asi
mismo, se obtuvieron valores predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) de 100 y 5.4%,
respectivamente, pero sin asociacion significativa (p=0.55) entre el resultado de la prue-
ba y la presencia de quistes. Para determinar la utilidad del EITB en la deteccion de
quistes activos, se considerd como positivo la presencia de al menos una banda antigénica
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y como quiste activo (infeccion activa) a aquella estructura que por sus condiciones
macroscopicas podria contener células capaces de proliferar en condiciones adecuadas.
Los resultados mostraron una alta sensibilidad (93.6%) de la prueba para identificar
lesiones quisticas activas con VPP de 60.3% y VPN de 57.1%, aunque los resultados no
fueron estadisticamente significativos (p=0.439). Los hallazgos evidencian que la reac-
cion de la prueba de EITB no necesariamente es mas sensible cuando hay presencia de
quistes activos.

Palabras clave: hidatidosis ovina, prueba de EITB, quiste activo, sensibilidad, especifi-
cidad

ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the enzyme-linked immunoelectrotransfer blot
test (EITB) in the serological diagnosis of ovine hydatidosis. In total, 80 Corriedale sheep
from SAIS Pachacttec, Junin, Peru, were used and the results compared with the necropsy
(gold standard). The simultaneous presence of three antigenic bands (8, 16 and 21 kDa)
in the EITB was considered a positive result, while the necropsy result was positive if
there was at least one cyst in the liver or lungs. The EITB showed a low sensitivity
(31.2%) and a high specificity (100%). Likewise, positive (PPV) and negative (NPV)
predictive values of 100 and 5.4%, respectively, but without significant association (p=0.55)
between the test result and the presence of cysts. To determine the usefulness of EITB in
the detection of active cysts, the presence of at least one antigenic band was considered
as positive and as an active cyst (active infection) the structure that, due to its macroscopic
conditions, could contain cells capable of proliferating under adequate conditions. The
results showed a high sensitivity (93.6%) of the test to identify active cystic lesions with
PPV 0f 60.3% and NPV of 57.1%, although the results were not statistically significant
(p=0.439). The findings show that the EITB test reaction is not necessarily more sensitive
when active cysts are present.
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INTRODUCCION

En Pert, los programas de control y pre-
vencion de la hidatidosis basados en la ins-
peccidn del proceso de beneficio del ganado
y la desparasitacion de perros no han logrado
el éxito esperado debido a la constante
reinfeccion que presentan los perros, ya que
aun se mantiene la costumbre de alimentar-
los con visceras de animales infectados (Moro
et al., 1994, 1997; Santivaiiez et al., 2010).
Si bien, la desparasitacion de los perros evita
la infeccidn de los ovinos, esto no logra redu-

cir la infeccion en ovinos previamente infec-
tados; sin embargo, la desparasitacion de es-
tos puede disminuir la carga parasitaria
calcificando algunos quistes (Blanton et al.,
1998). En ambos casos, los ovinos contintian
actuando como reservorio de quistes activos,
facilitando la propagacion de la enfermedad
(Dueger y Gilman, 2001).

En el afan de encontrar una herramien-
ta serologica util que permita diagnosticar la
hidatidosis ovina, se establecio que la prueba
de electroinmuno transferencia enzimatica
(EITB) o Western blot presenta una buena
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sensibilidad (69-73%), especificidad (98.7%)
y ausencia de reacciones cruzadas (Moro et
al., 1997; Dueger et al., 2003), aunque se
desconoce su efectividad para identificar una
infeccion activa (presencia de quistes acti-
vos). Es por ello que, el presente estudio tuvo
como objetivo evaluar la prueba de EITB en
el diagnostico serologico de la hidatidosis ovina
en campo, dentro de una zona endémica, asi
como evaluar la utilidad de la prueba para
detectar quistes activos con base a la pre-
sencia de al menos una banda antigénica.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Ejecucion

El andlisis de las muestras se llevo a
cabo en las instalaciones del laboratorio de la
Unidad de Cisticercosis del Instituto Nacio-
nal de Ciencias Neuroldgicas, en Lima. La
necropsia de los animales tuvo lugar en las
instalaciones del Laboratorio de Epide-
miologia y Economia Veterinaria de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM) y en el Complejo Cientifico
Ecologico Académico Santa Maria del Mar
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(UPCH).

Material Experimental

Se trabajo con 84 ovinos Corriedale dis-
tribuidos en dos grupos. El Grupo I, confor-
mado por 80 animales mayores de 3 aios,
adquiridos en la SAIS Pachacttec, Junin y
trasladados a la ciudad de Lima, y el Grupo
II conformado por cuatro ovinos menores de
1 afo, nacidos en Lima bajo condiciones de
laboratorio. A todos los animales se les tomo
una muestra de sangre (8 ml) mediante pun-
cion de la vena yugular en tubos al vacio con
gel separador y sin anticoagulante (Vacu-
tainer®. Las muestras fueron centrifugadas
a 635 g durante 10 min y el sobrenadante fue
transferido a un microvial, preservandose en
cadena de frio (I/ce pack) a 4 °C durante su
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transporte hacia el Instituto Nacional de Cien-
cias Neurologicas.

Electroinmuno Transferencia Enzimatica
(EITB)

Preparacion del antigeno

El antigeno hidatidico fue preparado
segun lo descrito por Verastegui et al. (1992),
utilizando el fluido de quiste hidatidico bovino
crudo obtenido de animales provenientes de
un matadero de la ciudad de Lima. Breve-
mente, el liquido se tratd con 0.5M de fluoruro
de fenil metil sulfonilo a 4 °C en proporcion
de 1/100 y se centrifugo a 3000 rpm durante
10 min. El sobrenadante se filtro y dividi6 en
alicuotas, congelandolas a -70 °C, para
liofilizarlas y almacenarlas a -20 °C. La re-
constitucion del antigeno fue con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS), diluyen-
do al antigeno con 0.1% de dodecilsulfato de
s0dio-0.025 (peso/volumen) de azul de
bromofenol-Tris-HC1 0.0025 M (pH 8.0). Para
obtener una concentracion final de 100 pg/ml
de proteina, se agregd glicerol al 6% y se
calentd a 65 °C durante 10-20 min. El
antigeno bovino identifica tres bandas de
glicoproteinas (8, 16 y 21 kDa).

Procesamiento de la muestra

- Electrotransferencia. Corrida electro-
forética en gel de poliacrilamida para se-
parar proteinas de la muestra. Se preparo
un SDS-PAGE en base aun gel de 15 y
25%. Se sembraron las muestras de los
84 animales (75 ul por gel de la dilucion
del antigeno), colocandolas en una cama-
ra de electroforesis durante 40 a 60 min.
Este proceso permitio la distribucion del
antigeno en el gel.

- Transferencia. Aplicacion de corriente
eléctrica para llevar las proteinas desde el
gel a la membrana de nitrocelulosa. Se
formaron cassettes apilando tapa negra,
esponja, papel de filtro, membrana, gel,
papel de nitrocelulosa, esponja, tapa trans-
parente; los cuales fueron colocados en la
cuba con transfer buffer y refrigerante,
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Figura 1. Tiras diagnodsticas del EITB con
bandas especificas de 8, 16 y 21kDa. Tira 1;
las tres bandas se encuentran tefiidas - posi-
tivo a hidatidosis. Las tiras 2 y 3 no reaccio-
naron a la tincion — resultado negativo

corriéndolos a 37mA durante 3 h en agita-
cion. Luego se extrajo el papel de nitroce-
lulosa y se lavo con PBS-Tween. El pale
fue cortado en tiras de 3 mm de ancho.

- Incubacion o Blot. Las tiras de nitrocelu-
losa se sumergieron en las canaletas de
incubacidn con solucion bloqueadora (le-
che descremada al 5%) y la muestra de
suero del animal, dejandolas incubar toda
la noche en refrigeracion y en agitacion.
Al dia siguiente se realizaron cinco lava-
dos con PBS-Tween, se agrego el conju-
gado 1:10000, incubando en movimiento por
2 h a temperatura ambiente. Se volvid a
lavar y se agregd 500 ul de solucion de
coloracion en PBS con peroxido de sodio
y diaminobencidina (DAB), dejando reac-
cionar por 10 min para volver a lavar tres
veces con agua. Las tiras fueron secadas
para proceder a su lectura.

Los resultados de la prueba de EITB se
determinaron mediante la observacion del
numero de bandas coloreadas en las tiras de
nitrocelulosa. La tincion simultanea de las tres
bandas antigénicas asociadas (8, 16,21 KDa)
indicaron un resultado positivo a hidatidosis
(Figura 1), en tanto que la presencia de dos
bandas o menos indic6 un resultado negativo.

Necropsia

Se estableci6 a la necropsia como Gold
estandar para el diagnostico confirmatorio de
la hidatidosis ovina. Todos los ovinos fueron
anestesiados mediante inyeccidn intramus-
cular de xilacina (0.2 mg/kg) y ketamina (20
mg/kg) y sacrificados con pentobarbital sodico
intravenosos (60 mg/kg). El higado y los pul-
mones fueron aislados para determinar la pre-
sencia de larvas de Taenia ovis y metaces-
todes de Taenia hydatigena (Cysticercus
tenuicollis); asimismo, se inspeccionaron los
organos abdominales en busca de tenias o
lesiones por estas. Se examinaron todos los
quistes encontrados, registrando el nimero,
ubicacion, didmetro y tipo. Los animales con
al menos una lesion quistica a nivel del higa-
do o de los pulmones fueron considerados
como positivos (Cuadro 1).

Basados en las caracteristicas macros-
copicas descritas por Dueger et al. (2013)
con algunas modificaciones, los quistes se
clasificaron en activos e inactivos. Los quis-
tes activos presentaban forma ovoide, llenos
de liquido transparente y contenian protoes-
colex liberados, que formaban la «arenilla
hidatidica» (Figura 2) (Dueger y Gilman,
2001; Dueger et al., 2003). Los quistes inac-
tivos eran de tipo degenerado si presentaban
capas adventicias ennegrecidas con una o
multiples camaras llenas o no de material
purulento y con o sin una membrana degra-
dada (Figura 3) o de tipo calcificado si pre-
sentaban una consistencia dura al corte con
depositos calcificados calcareos en la pared
(Figura 4) (Dueger y Gilman, 2001; Dueger
et al., 2003).
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Cuadro 1. Criterio diagnostico para hidatidosis ovina

Criterio Analisis general Analisis estratificado
diagnostico  pryeba EITB Necropsia ~ Prueba EITB Necropsia
Positivo Presencia de 3 Presencia de Al menosuna  Quistes activos:
bandas (8, 16 y  lesiones banda (16021 - unacamara
21 kDa) quisticas kDa) - liquido
- membrana blanco-
nacarado
- arenilla hidatidica
Negativo Presenciade 2 0  Ausencia de Ausencia de Quistes inactivos:
menos bandas lesiones bandas - Degenerados
quisticas - Calcificados

- Ausencia de quistes

EITB: electroinmuno transferencia enzimatica

Figura 2. Caracteristicas de un quiste hidatidico hepatico activo: quiste de 4 cm de diametro. (a)
Vista externa: forma esférica, lleno de contenido liquido. (b): Vista interna: membrana
de color blanco nacarado, presencia de una sola camara
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Figura 3. Caracteristicas de un quiste hidatidico hepatico inactivo degenerado. (a): Quiste he-
patico con varias camaras, membrana de coloracion amarillenta y escaso contenido
liquido. (b): Quiste hepatico con multiples camaras, no contiene liquido, camaras for-
mando trabéculas

Figura4. Caracteristicas de un quiste hidatidico hepatico inactivo calcificado. (a): Quiste hepa-
tico con una sola camara, membrana engrosada con depositos calcareos. (b): Quiste
hepatico con varias camaras, membrana engrosada
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Cuadro 2. Resultado de la prueba de
electroinmuno transferencia (EITB) en
muestras sanguineas de ovinos para detec-
cion de hidatidosis ovina segun el tipo de
banda encontrada

Bandas Observaciones
Bandas EITB o
(kDa) n /o
3 21-16-8 24 30.0
16y 8 2 2.5
2 21y8 10 12.5
21y16 8 10.0
Solo 8 2 2.5
1 Solo 16 3 3.8
Solo 21 24 30.0
0 Ninguna 7 8.8
Total 80 100.0

Cuadro 3. Ovinos positivos en la necropsia a
quistes hidatidicos (n=80), Junin, Pera

- Tipo de Ovinos
Organo .
quiste n %
Pulms Activo 41 54.7
mon Inactivo 34 453
Acti 26 36.6
Higado cuvo

Inactivo 45 634

Por otro lado, a fin de conocer la rela-
cion entre las bandas de la prueba de EITB y
los hallazgos a la necropsia, se considero el
EITB positivo con la presencia de al menos
una de las bandas de glicoproteinas y la ne-
cropsia positiva con la presencia al menos
una lesion quistica activa (en higado o pul-
mones) (Cuadro 1).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Bandas en la Prueba de EITB

La prueba de EITB indicé que, de los
80 sueros ovinos del Grupo I, 24 (30%) mar-
caron positivo a tres bandas, 20 (25%) a dos
bandas, 29 (36.25%) aunabanday 7 (8.75%)
a cero bandas (Cuadro 2). La mayor frecuen-
cia de reaccion fue ejercida por la banda de
21 kDa, que segln Verastegui et al. (1992),
es altamente especifica para hidatidosis. En
este sentido, Miranda et al. (2010) considero
como especificas a las bandas 25 y 31 kDa,
pero Moro et al. (1997) y Jeyathilakan et al.
(2011) consideran como mas especifica a la
banda 8 kDa.

La diferencia en la presentacion de las
bandas puede deberse al tipo de antigeno
empleado (ovino, bovino, porcino, etc.), ya que
el mismo parasito puede expresar proteinas
distintas segun el hospedero; ademas, existe
la posibilidad de presentarse diversas cepas
de Echinococcus granulosus (Gomez,
2004). Tal es el caso que Miranda et al. (2010,
2013) identificaron seis bandas en antigeno
porcino (8, 16,21, 25,31 y45 KDa) y cuatro
en antigeno de alpaca (8, 16, 32 y 38 KDa).
En forma similar, al usar antigeno bovino,
Verastegui et al. (1992) identificaron las ban-
das 8,16 y 21 KDa, mientras que Miranda et
al. (2010) identificaron las bandas 8, 16,32 y
35 KDa.

Necropsia

Un total de 77 ovejas del Grupo I pre-
sentaron al menos una lesion quistica, ya sea
anivel del higado o de los pulmones (96.3%),
cifra similar al 98.9% reportada por Villarreal
(2007) en el la SAIS Tupac Amaru en Junin.
Este resultado evidencia que a pesar de los
afios y de las medidas preventivas adopta-
das, las cifras de ovinos infectados se man-
tienen elevadas, colocando al departamento
de Junin como uno de los mas endémicos a
hidatidosis, poniendo en riesgo la salud de las
personas.
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Cuadro 4. Sensibilidad y especificidad de la prueba de electroinmuno transferencia (EITB)
para el diagndstico de hidatidosis ovina en comparacion con los hallazgos de

quistes hidatidicos en la necropsia

Resultado a la necropsia

Resultado EITB — - Total
Positivo Negativo
Positivo 24 (31.2%) 0 (0%) 24 (30.0%)
Negativo 53 (68.8%) 3 (100.0%) 56 (70.0%)
Total 77 3 80

Fisher’s exact = 0.550
1-sided Fisher’s exact = 0.337

Enlos 77 animales se contabilizaron 859
quistes hidatidicos, siendo 241 activos. De
este grupo de animales, 75 presentaron quis-
tes a nivel del pulmon, siendo 41 (54.7%) y
26 (36.6%) con quistes activos en pulmon e
higado, respectivamente (Cuadro 3). No se
encontraron larvas de Taenia hydatigena
(Cysticercus tenuicollis) o Taenia ovis, ni
lesiones ocasionadas por estos parasitos en
los 6rganos del sistema digestivo.

El niimero de quistes fue mayor en los
pulmones que en el higado. Lo cual concuer-
da por otros estudios ((Dueger y Gilman,
2001; Urquart et al., 2001; Martinez et al.,
2003); sin embargo, Garcia et al. (1997) re-
portaron una ligera diferencia a favor de le-
siones quisticas en higado (46.2%) que en
pulmones (43%). La presencia de un mayor
numero de animales con lesiones quisticas y
quistes activos en pulmén podria deberse a la
menor respuesta inmune de este drgano en
comparacion con el higado ((Hariri et al.,
1965; Musiani ef al., 1978). También podria
relacionarse a una variacion del genotipo de
E. granulosus con predisposicion por los
pulmones, asociado al incremento en la dila-

tacion capilar y volumen sanguineo de los
pulmones como resultado a la adaptacion a
grandes altitudes (Lahiri, 1977; Guerra y Bre-
fia, 2015) o a una variacion morfométrica del
parasito, si se considera que los ganchos de
los protoescolices en pulmones de ovinos y
bovinos son mas largos que de aquellos en el
higado (Almeida et al., 2007).

Sensibilidad y Especificidad del EITB

Se elabor6 una tabla de doble entrada
para comparar los resultados obtenidos en la
prueba de EITB con los resultados de la ne-
cropsia para los 80 animales del Grupo I
(Cuadro 4). La validez interna de la EITB
evidencio6 una sensibilidad de 31.2%, valor
bajo comparado con los rangos de 69y 92.5%
obtenidos en estudios similares (Moro et al.,
1997; Dueger et al., 2003; Simsek y Koroglu,
2004; Miranda, 2010; Jeyathilakan et al.,
2011) y una especificidad del 100% en la
prueba. Los valores predictivos positivo y
negativos fueron de 100 y 5.4%, respectiva-
mente; sin embargo, los resultados no mos-
traron una asociacion significativa (p=0.337).
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Cuadro 5. Sensibilidad y especificidad de la prueba de electroinmuno transferencia
enzimatica (EITB) con relacion a la presencia de al menos un quiste hidatidico

activo en ovinos (Junin, Pert)

Resultado EITB

Quistes activos

Quistes inactivos Total

Positivo
(al menos una banda)
Negativo
(ausencia de bandas)

44 (93.6%)

3 (6.4%)

29 (87.9%) 73 (91.2%)

4(12.1%) 7 (8.8%)

Total 47

33 80

Fisher’s exact = 0.439
1-sided Fisher’s exact = 0.307

La sensibilidad estimada de la prueba a
nivel de los pulmones (32%) y del higado
(33.8%) fue similar. Estos resultados se ase-
mejan a lo reportado por Moro ef al. (1997)
anivel del pulmoén (33%), pero difieren para
la sensibilidad a nivel de higado (52%). Al
respecto, las diferencias encontradas podrian
estar relacionadas al tamafio de la muestra o
a la presencia de falsos negativos (Dueger et
al., 2003). La especificidad encontrada fue
de 100%, tanto en higado como en pulmones,
valor similar a otros reportes con valores que
varian entre 95.3 y 99.3% (Moro et al., 1997;
Miranda, 2010; Jeyathilakan et al., 2011; sin
embargo, se tienen reportes con sensibilida-
des menores, tales como de 38% (Dueger et
al.,2003; Simsek y Koroglu, 2004) en mues-
tras de areas endémicas de caracteristicas
similares a la zona de estudio.

Sensibilidad del EITB con Quistes Acti-
VoS

El criterio empleado para detectar quis-
tes activos mediante la prueba de EITB ba-
sado en la identificacion de al menos una de
las tres bandas antigénicas (8, 16 0 21 kDa)
resultd con una sensibilidad de 93.6% (Cua-
dro 5). Este valor se asemeja al obtenido en
otros estudios en ovinos con 91.4% de sensi-
bilidad (Dueger et al., 2003) y en humanos
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de 95.7% (Gadea et al., 2000). Los valores
predictivos positivo y negativo fueron de 60.3
y 57.14%, respectivamente; pero sin llegar a

mostrar una asociacion significativa
(p=0.307).

Evaluar el efecto de la ubicacion del
quiste activo en la sensibilidad de la prueba
fue dificil, ya que los animales presentaban
lesiones quisticas activas a nivel del higado y
pulmones de manera simultanea. Asi, para
realizar este analisis los quistes se estrati-
ficaron segln el 6rgano, encontrandose una
sensibilidad en higado de 96.2% y en pulmo-
nes de 92.7%. Estos valores se asemejan a
la sensibilidad estimada de 95.7% reportada
por Gadea et al. (2000). No obstante, la prue-
ba de Fisher evidencid que no existe asocia-
cion significativa entre la presencia de lesio-
nes quisticas activas a nivel del higado
(p=0.533) o de pulmones (p=0.569) con el
resultado en la prueba de EITB.

Es importante tener en cuenta que la
eficacia de las pruebas seroldgicas depende
de muchos factores, algunos de ellos asocia-
dos a la procedencia y pureza del antigeno
empleado, al suero seleccionado, al 6rgano
afectado (higado o pulmones), al nimero de
quistes, al tipo de quiste, a la respuesta
inmunitaria del hospedero y al hospedero pro-
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piamente dicho (Virginio et al., 2003;
Carmena et al., 2007). Asi mismo, los
antigenos extraidos del liquido hidatidico pre-
sentan una naturaleza bioquimica compleja
que genera problemas en su estandarizacion
debido a la baja sensibilidad y especificidad
(Irabuena et al., 2000; Liance et al., 2000).

CONCLUSIONES

e Laprueba de electroinmuno transferen-
cia enzimatica (EITB) para el diagndsti-
co serologico de hidatidosis ovina pre-
sentd baja sensibilidad (31.2%) y alta
especificidad (100%).

e Lasensibilidad de la pruecba EITB ala pre-
sencia de al menos una banda para detec-
tar animales con lesiones quisticas activas
evidenci6 una alta sensibilidad (93.6%).

e La sensibilidad de la prueba de EITB
para detectar lesiones quisticas en el hi-
gado (96.2%) y en pulmones (92.7%)
fue relativamente similar.

e Enlaprueba de EITB, la banda 21 kDa
fue mas especifica en el diagndstico
serologico de la hidatidosis ovina.
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