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DETECCION DE PORTADORES ASINTOMATICOS DE QUISTES HIDAT"[DICOS: AUMENTO DE
LA ESPECIFICIDAD DEL ENSAYO INMUNOENZIMATICO

E. A. COLTORTI (1), E. FERNANDEZ (2), E. R. MARGUET (2), J. D. SCOZZINA (2) & E. A. GUARNERA (1)

RESUMEN

Una de las actividades que realizan los programas de control de hidatidosis

causada por Echinococcus granulosus en la Republica Argentina es la busqueda
de portadores asintomaticos de quistes hidatidicos entre la poblacién general que
habita las areas deriesgo, mediante un ensayo inmunoenzimatico (EIE) con antigeno
de liquido hidatidico total (EIE-ALHT) que selecciona los posibles portadores. En
base a la experiencia recogida se ha observado que dependiendo de la prevalencia
del area, entre el 10% y el 30% de las personas seleccionadas por el EIE con valores
de densidad 6ptica (DO = DO + 48 no presentan imagenes compatibles con quistes
hidatidicos. El propoésito del estudio fue mejorar la especificidad de la prueba. Con
ese fin, se evalué la influencia de la modificacion de la oferta antigénica y el efecto
de la absorcién de los anticuerpos anti-componentes séricos ovinos y anti-fosfo-
rilcolina de los sueros en estudios. 114 sueros no hidatidicos seleccionados por su
alto nivel dereacciones cruzadasen EIE-ALHT y 118 sueros hidatidicos se estudiaron
frente a 4 fracciones antigénicas de liquido hidatidico ovino. El EIE que empleo
la fraccion antigénica S2B conjuntamente con la absorcion previa de los sueros
(EIE-S2B/A) fue el sistema que mejor discriminé los sueros hidatidicos de los no
hidatidicos con altos niveles de anficuerpos no relacionados con la presencia de
quistes. Se propone el empleo del sistema EIE-S2B/A para la busqueda a campo
de portadores asintomaticos de quistes hidatidicos en reemplazo del EIE-ALHT
actualmente en uso. Las 4 fracciones antigénicas fueron analizadas por doble difusién
y SDS-PAGE. La fraccion S2B se care :terizé como enriguecida en componentes
parasitarios de menos de 30 Kd entre los cuales se encontrarian el antigeno B y
subunidades o fragmentos del antigeno 5.

UNITERMOS: Hidatidosis; E. granulosus; Seroepidemiologia; Inmunodiagndstico.

INTRODUCCION

En varias provincias de la Reptblica Argen-
tina se llevan a cabo programas de control de
la hidatidosis causada por Echinococcus granu-
losus!® !!. Estos programas incluyen un subpro-

gramade atencion a las personas que entre otras
actividades realizan la busqueda de pacientes
asintomaticos entre la problacion de alto riesgo
con la finalidad de tratarlos precozmente.

(1) Centro Panamericano de Zoonosis, Programa de Salud Publica Veterinaria, OPS/OMS, C.C. 3082, Correo Central, 1000 Buenos

Aires, Argentina.

(2) Departamento de Control de Patologias Prevalentes, Subsecretaria de Salud, 9103 Rawson, Chubut, Argentina.
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La estrategia de busqueda de portadores
asintomidticos se basa en encuestas serolégicas
entre la problacién general de las dreas deriesgo,
empleando un ensayo inmunoenzimatico (EIE).
Las personas cuyo suero presenta valores de
densidad é6ptica (DO) iguales o superiores a la
media aritmética de la poblaciéon mas 4 desvios
estandar(=DO + 48),son considerados posibles
portadores asintomaticos de quistes hidatidi-
cos. Este EIE fue originalmente disenado para
seleccionar un segmento de la poblacién dentro
del cual estuvieran incluidos todos los portado-
res de quistes hidatidicos que fuesen positivos
a la-prueba de doble difusién arco 5 (DD5)%. La
estrategia original de biisqueda estaba basada
solamente en serologia y consistia en tamiz con
EIE y confirmacién con DDS5; los portadores
asintomaticos con DD5 negativa no eran detec-
tados®.

Con la difusion y el aumento de la disponi-
bilidad del diagnéstico por imagenes la estra-
tegia de busqueda se modifico y en la actualidad
las personas seleccionadas por EIE son deriva-
das a los hospitales regionales para realizar un
examen clinico y complementarlos estudios me-
diante DD5, y un examen béasico por imagenes:
Rayos X de Térax y ecografia abdominal. Cuan-
do hay sospecha clinica de la presencia de un
quiste en otra localizacion se realizan los estu-
dios por imagenes complementarios®. En base
a estos estudios posteriores las personas selec-
cionadas por EIE pueden generalmente agrupar-
se en: a) DD5 positivo e imagenes compatibles,
b) DD5 negativo e imagenes compatibles y c)
DD5 negativa y ausencia de imdgenes compa-
tibles. kn 10s 2 primeros grupos se continua con
las conductas diagnésticas y terapeuticas que
correspondan a cada caso, mientras que las per-
sonas DD5 negativas y sin imagenes compati-
bles son consideradas como no portadoras de
quistes hidatidicos y por lo tanto no se toma
ninguna otra accién. En base a la experiencia
recogidaenla aplicacion de este esquema se esti-
ma dque las personas con EIE positivo (= DO
+ 4S), DD5 negativo y sin imagenes compati-
bles, constituyen aproximadamente entre el
10% y el 30% del total seleccionado por EIE se-
gun la prevalencia del drea estudiada. Para los
programas seria conveniente que en la seleccién
de posibles portadores asintomaticos se usara
un EIE que no seleccionara a personas DD5 ne-
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gativos en las cuales no se detectan imagenes
compatibles en estudios bdsicos, ya que ello au-
menta los costos operativos sin incrementar la
deteccidn de casos.

El prop6sito del presente trabajo, fue estu-
diarla posibilidad de eliminar o disminuirla par-
ticipacion en el EIE de aquellos anticuerpos que
positivizan la prueba y no estan relacionados
a la presencia de quistes hidatidicos. El estudio
se realiz6 en sueros de personas con altos niveles
de anticuerpos anti-antigeno hidatidico, en las
cuales no fue posible detectar la presencia de
quistes hidatidicos y en sueros de pacientes con
hidatidosis confirmada. Se evalud la influencia
delamodificacién de la oferta antigénica compa-
rando 4 fracciones de liquido hidatidico ovino
con el antigeno hidatidico total usado actual-
mente y el efecto de la absorciéon previa de anti-
cuerpos anticomponentes sericos ovinos y anti-
fosforil colina en los valores de DO del EIE.

MATERIALES Y METODOS
Sueros Humanos

Se escogieron para el estudio los sueros de
232 personas que habian sido seleccionadas co-
mo posibles portadoras asintomaticas de quis-
tes hidatidicos en las encuestas de poblacién ge-
neral, que realizé el programa de la Provincia
de Chubut, durante los anos 1987-1988. Los 232
sueros habian mostrado valores de DO iguales
omayores a la DO media méds 5 desvios estandar
(= DO + 58) respecto dela problacién de 1a cual
formaban parte cuando se estudiaron mediante
el EIE descrito anteriormente® % De acuerdo al
esquema seguido por el programa estas 232 per-
sonas se sometieron a un examen clinico y a
estudios complementarioscon DD5, Rx de torax
y ecografia abdominal. Eventualmente, cuando
habia sospecha clinica de un quiste en otra loca-
lizacidn, se hicieron otros estudios por imagenes.
Como resultado de estos estudios 118 personas
presentaron imagenes compatibles con quistes
hidatidicos, 92 de ellas fueron DD5 positivas y
98 recibieron tratamiento quirurgico. A los fines
del estudio los sueros de todas estas personas
seran considerados hidatidicos. Las 114 perso-
nas restantes fueron DD5 negativas y no presen-
taron imagenes compatibles con quistes hidati-
dicos, a los fines del estudio los sueros de estas
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personas seran considerados no hidatidicos se-
leccionados por sus altos niveles de reactividad
cruzada. Todos los sueros se estudiaron por EIE
absorbidos simultaneamente con suero normal
ovino y fésforil colina, y sin absorber.

Antigenos Hidatidicos

Para la preparacion de los antigenos se em-
pleé liquido hidatidico total (LHT) obtenido de
quistes desarrollados naturalmente en ovinos®.

El antigeno de liquido hidatidico total
(ALHT) se prepar6 y controldé como se descri-
biera anteriormente® 7.

Las cuatro fracciones antigénicas restantes
se prepararon siguiendo en parte el procedimien-
to descrito por ORIOL et al.'* con modificacio-
nes (Fig. 1). El LHT se centrifugo a 2000 g, el
sobrenadante se concentrd por liofilizacién, se
rehidrato con buffer dcido acético/acetato de so-
dio, 0.005 M, pH 5.5, en un volumen correspon-
dienteaundécimodel original y se dializé contra
el mismo buffer durante 24 horas a4°C con agita-
cion. El liquido de didlisis se cambio 4 veces,
el volumen total de liguido de didlisis respecto
al producto dializado fue de 100 a 1. Finalizada
la didlisis, se observé un fino precipitado que
enturbiaba la solucién. El producto dializado se
centrifugé a 160.000 g durante 30 minutos a 4°C.
Se denominé S1A al sobrenadante de la centrifu-
gacién y P1B al precipitado. El S1A se dializ6
contra solucion salina tamponada con fosfatos
(C1Na 0,15 M, PO HK,/POH,K 0,01 M) pH 74
(SSF) y se precipité con sulfato de amonio a una
concentraciéon final del 40% durante 2 horas a
4°C. El precipitado, denominado P2A se separo6
por centrifugacién del sobrenadante que se de-
nominé S2A. S2A se dializé exhaustivamente
frente a SSF. P2A se disolvié con agua destilada
y se dializé exhaustivamente contra SSF.E1 P1B
se resuspendié en buffer acido acético/acetato
de s6dio 0.005 M pH 5.5 y se centrifugd nueva-
mente a 160.000 g 30 minutos, 4°C. E1P1B lavado
se resuspendié en SSF pH 8,8 y se centrifugd
a 160.000 g durante 30 minutos a 4°C, el precipi-
tado insoluble se descartd y el sobrenadante se
precipité con sulfato de amonio a una concen-
tracion final del 40% durante 2 horas a 4°C. El
precipitado separado por centrifugacion se de-
nomindé P2B y el sobrenadante se denominé

S2B. El S2B se dializ6 exhaustivamente contra
SSF. El P2B se disolvié con agua destilada y
se dializ6 exhaustivamente contra SSF.

El contenido en proteina de las diferentes
preparaciones se cuantificé por el método de
Lowry y el analisis cualitativo se hizo por SDS-
PAGE con coloracién de plata.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con do-
decil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

Las muestras, conteniendo entre 1y 4 ug/ul,
se trataron a 65°C durante 15 minutos en buffer
Tris/HCl 0.01 M pH 6.8 con 2,5% de SDS; 5%
de 2 mercaptoetanol, 10% de glicerina y 0.1%
de Azul de bromofenol (ABF). Como marcadores
de peso molecular se usaron los estandares de
alto y bajo peso molecular de Pharmacia segun
las instrucciones del fabricante.

E1 SDS-PAGE se realizo de acuerdo al proce-
dimiento de LAEMMLI con modificaciones® 2.
Se usaron geles de 1 mm de espesor, y 20 cm
de largo con un gel de concentracion de 3,5%
y un gel de separacién en gradiente de 5 a 20%.
La electroforesis se realizé a 40 mA/300 V durante
aproximadamente 4,5 horas, la corrida se detuvo
cuando el frente de ABF sali6 del gel. Los geles
se tifteron con coloracién de plata siguiendo el
procedimiento de TSANG et al?.

Doble difusién arco 5 (DD5)

La prueba se realizé e interpreté como se
describiera anteriormente’.

Anticuerpos Monoclonales (AcMo)

Las diferentes preparaciones antigénicas
fueron analizadas por doble difusidén para tratar
de identificar uno de los epitopes del arco 5 me-
diante el AcMo 3ES gentilmente cedido por el
Dr. Giuseppe Vicari®. Las fracciones se estudia-
ron a concentraciones que oscilaron entre 1 y
10 mg/ml.

Ensayo inmunoenzimatico (EIE)
El EIE empleando ALHT se realiz6 segun

se describiera previamente® ® Las condiciones
de trabajo del EIE cuando se usaron los antige-
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nos P2A, S2A,P2B y S2B se optimizaron y estan-
darizaron previamente mediante curvas dosis res-
puesta en las cuales se ensayaron placas Immu-
lon I y II (Dynatech Lab. Inc.), y se estudio la
concentracion optima de cada antigeno, conju-
gado, sistemas indicadores, tiempo de incuba-
cion y el comportamiento delos sueroscontroles
para cada caso. Las condiciones de trabajo que
se describen a continuacion son las que resulta-
ron 6ptimas para cada sistema.

Las placas se sensibilizaron colocando en ca-
da pocillo 50 ul de antigeno diluido en buffer
carbonato 0.1 M pH 9.6 durante 18 horas a 4°C
en camara humeda. Los antigenos P2A, P2B se
usaron a 1 ug/ml y el S2B a 5 ug/ml en placas
Immulon I. El antigeno S2A se uso a 10 ug/ml
en placas Immulon 2. El exceso de antigeno se
eliminé invirtiendo las placas y haciendo tres
lavados sucesivos de 3 minutos cada uno con
200 ul de SSF pH 7,2 con 0,5% de Tween 20 (SST/
T 0.5). En el caso de los antigenos P2A y P2B
fue necesario saturar las placas con 50 ul por
pocillo de una solucién de albimina bovina a
20 ug/ml durante 1 hora a 37°C. Ello no fue nece-
sario cuando se uso el antigeno S2B o0 S2A.

A continuacion de los lavados se colocd en
las placas 50 ul de una dilucién 1:100 de los sue-
ros en estudio y controles. Los sueros controles
siempre se diluyeron con SSF/T 0.5. Los sueros
en estudio se diluyeron con SSF/T 0.5 (sueros
no absorbidos) o con una solucién de CINa 0,15
M tamponada con Tris 0,01 M pH 7,2, con 0,5%
de Tween 20 (SST/T 0.5), con 1% de suero normal

4vino y 10 mM de fosforil colina (sueros absor-
bidos).

Los pocillos correspondientes al blanco de
reactivos se cargaron con 50 ul de SSF/T 0.5.
Las placas se incubaron en camara humeda a
37°C durante 30 minutos. Se eliminé el contenido
yselavaron con SSF/T 0.5 como se indicara ante-
riormente. A continuacion se cargaron los poci-
llos con 50 ul de conjugado (suero anti IgG, IgA,
IgM humanas (H + L) conjugadas con peroxi-
dase) diluido con SSF/T 0.5 a la concentracion
elegida en cada caso.

Las placas se incubaron nuevamente en ca-
mara humeda a 37°C durante 30 minutos, se eli-
minoé luego el contenido y se lavaron como se
indic6 anteriormente. Se distribuyé luego en ca-
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da pocillo 100 ul de reactivo sustrato-indicador
(12 ml de acido citrico 0,05 M, pH 3,5 + 50 ul
H,0, 0,5 M + 50 ul ABTS 40 mM) (ABTS: 2,2’
azino-di (3-ethylbenzthiazoline sulfonic acid,
Sigma) previamente termostatizado a 37°C y se
incubo en camara humeda a 37°C durante exac-
tamente 5 minutos, se homogeniz6 por agitacion
y se continud incubando otros 5 minutos. Con-
cluido el tiempo, la reaccion se detuvo agregan-
do 100 ul de acido fluorhidrico 0.1 M pH 3.3 a
cada pocillo. Las placas se leyeron a 410 nm en
un fotocolorimetro vertical para lecturas de mi-
croplacas (MR-600 Dynatech Lab. Inc.) el cual
descuenta automaticamente el valor del blanco
de reactivos en cada una de las mediciones. En
cada placa de 96 pocillos se emplearon 4 para
el blanco control, 4 para cada uno de los tres
sueros controlesy en los 80 restantesse ubicaron
40 sueros en estudio por duplicado. Los 3 sueros
controles: SC1, SC2 y SC3, se preparon como
se describiera previamente® y en EIE frente a
ALHT presentaron valores de DO de 0.19, 0.41
y 1.10 respectivamente. Dado que los valores de
DO para un mismo suero pueden presentar dife-
rencias de placa a placa (dentro del dia) y dia
a dia, se corrigieron para hacerlos comparables
entre si. Para ello, se usaron los sueros controles
SC1,SC2ySC3aquienesseles adjudicaron valo-
res constantes de DO para cada antigeno emplea-
do. Las correcciones se realizaron con la siguien-
te ecuacion: DO corregida del suero en estudio
= DO obtenida para el suero en estudio a corre-
gir (DO constante del suero control elegido/DO
obtenida para el mismo suero control)®. El suero
control elegido en cada caso, fue el de valor de
DO mas cercano al suero en estudio a corregir.
Todos los valores de DO presentados estan cor-
regidos.

Absorcion de los sueros

Los sueros se absorbieron llevandolos a la
dilucién de trabajo 1:100 con SST/T 0.5 que con-
tenia 1% de suero normal ovino y 10 mM de fésfo-
ril colina (Sigma).

RESULTADOS

El andlisis cualitativo por SDS-PAGE del
antigeno hidatidico total y de lascuatro prepara-
ciones antigénicas obtenidas siguiendo el esque-
ma de fraccionamiento de lafigura 1, se presenta
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LIQUIDO HIDATIDICO TOTAL

Liofilizacion
.Dialisis buffer 0.005M pH 5.5
.Centrifugacion

Sobrenadante Precipitado
S1A Pi1B

Precipitacion con sulfato de amonio
.Centritugacion

Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadante
P2A S52A Pz2B 52B
Fig. 1— Esquema de fraccionamiento empleado para obtener

a partir de liguido hidatidico total, las preparaciones antige
nicas estudiadas.
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Fig. 2 — Analisis por SDS PAGE del antigeno hidatidico total
1A) ¥ las fracciones P2A (Bi: 82A (Cy: P2B (D) ¥y S2B (E) La
cantidad de muestra aplicada fue de 1.5: 1.0: 1,0: 1.0 ¥ 1.0 pg
pormmade anchodel pocillodel gel respectivamente. Las mues
tras se redujeron previamente, se separaron en un gel en gra
diente de 5 a 207 y se revelaron con coloracion de plata. Las
lineas sobre la derecha indican la ubicacion de los estandares
de peso molecular identificados en kilodaltons.

enla figura 2. La comparacion de la composicion
de cada una de las cuatro fracciones respecto
del ALHT permite hacer las siguientes observa
ciones. P2A esta enriquecida en la mayoria de
los componentes de mas de 25 Kd y es deficitaria
en los de menor peso molecular. Los componen
tes de S2A se ubican fundamentalmente en dos
zonas, una entre 55 y 80 Kd y otra de menos
de 20 Kd. P2B contiene principalmente compo-
nentes de alto peso molecular y menores de 20
Kd y presenta una cantidad de componentes in
termedios a baja concentracion. S2B presenta
fundamentalmente componentes de peso mole-
cular menor de 30 Kd.

El analisis de las diferentes preparaciones
antigénicas por doble difusion, empleando el Ac-
Mo 3ES® demostro la presencia de este epitope
del antigeno 5 en las fracciones P2A, P2B y S2B
¥ su ausencia en la fraccion S2A.

Los Cuadros 1 y 2 presentan la frecuencia
de distribucion de los valores de densidad opti-
ca, obtenidos cuando los 118 sueros hidatidicos
y los 114 sueros no hidatidicos seleccionados por
sus altos niveles de reactividad cruzada, absor-
bidos y no absorbidos, se estudiaron por EIE
frente a las cinco preparaciones antigénicas.

La ubicacion y el comportamiento de la cur-
va de distribucion de los valores de DO del gru-
po de los 118 sueros hidatidicos y el de los 114
sueros no hidatidicos, en los 10 sistemas estudia-
dos se presenta en la figura 3.

Cuando se comparo para cada uno de los
10 sistemas la distribucion de los valores de den-
sidad optica en el grupo de sueros hidatidicos
v no hidatidicos, mediante el método de Kolmo-
gorov-Smirnov: el analisis mostro diferencias al-
tamente significativas en todos los casos (P >
0.01). Cuando se tomaron los valores de x* obte
nidos en esas comparaciones para cada uno de
los sistemas. como un indice del grado de disecri-
minacion entre los grupos de sueros hidatidicos
yno hidatidicos se observoque: a)enlos 5antige-
nos empleados la absorcion previa del suero me-
jora la discriminacion entre ambos grupos; b)
elantigeno S2B es el que mejor discrimina, tanto
en la serie de sueros absorbidos como no absor
bidos (Cuadro 3).
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CUADRO 1
Efecto de la variacion de la oferta antigénica en los resultados del ensayo inmunoenzimatico (EIE).
Frecuencia de distribucién de los valores de densidad éptica obtenidos en EIE al estudiar 118
sueros de pacientes con hidatidosis y 114 sueros no hidatidicos seleccionados por sus altos niveles
de reactividad cruzada, empleando cinco diferentes preparaciones antigénicas.

Sueros Hidatidicos Sueros no Hidatidicos
Densidad Antigenos Antigenos
Optica ALHT P2A S2A P2B S2B ALHT P2A S2A P2B S2B
0.00 — 0.10 1 1 2
0.11 — 0.20 7 4 3
0.21 — 0.30 1 34 17 8
0.31 — 0.40 14 9 3 29 40 14
0.41 — 0.50 1 21 1 14 3 15 30 34 22
0.51 — 0.60 11 29 4 29 8 24 12 11 15 28
0.61 — 0.70 6 31 7 21 12 26 1 27 3 15
0.71 — 0.80 11 19 15 21 13 27 21 12
0.81 — 0.90 10 4 17 16 17 12 25 9
0.91 — 1.00 13 19 5 15 6 16 1
1.01 —1.10 18 18 2 15 1 5
1.11 — 1.20 20 15 12 4
1.21 — 1.30 16 9 9 4
1.31 — 1.40 7 7 8 1
1.41 — 1.50 2 5 5
1.51 — 1.60 3 1 3
1.61 — 1.70
CUADRO 2

Efecto de la variacion de la oferta antigénica y la absorcién previa de los sueros en los resultados

del ensayo inmunoenzimatico (EIE). Frecuencia de distribucién de los valores de densidad optica

obtenidos en EIE al estudiar 118 sueros de pacientes con hidatidosis y los 114 sueros no hidatidicos

seleccionados por sus altos niveles de reactividad cruzada, previamente absorbidos*, empleando
cinco diferentes preparaciones antigénicas.

Sueros Hidatidicos Sueros no Hidatidicos
Densidad Antigenos Antigenos
Optica ALHT P2A S2A P2B S2B | ALHT P2A S2A P2B S2B
0.00 — 0.10 1 2 13 31 4 25 43
0.11 —0.20 2 1 2 30 36 8 37 25
0.21 — 0.30 4 10 1 12 3 20 18 21 22 21
0.31 — 0.40 8 8 2 10 15 11 16 18 16 10
0.41 — 0.50 6 17 4 19 12 17 10 14 8 6
0.51 — 0.60 6 25 8 19 10 12 2 13 6 5
0.61 —0.70 12 23 11 17 11 6 1 14 3
0.71 — 0.80 12 18 12 16 8 1 9 1
0.81 — 0.90 17 10 18 12 14 1 9
0.91 — 1.00 11 3 13 ki 14 1 3
1.01 —1.10 11 2 14 3 10
1.11 —1.20 14 11 6 1
1.21 — 1.30 10 24 5
1.31 — 1.40 6 6
1.41 —1.50 1
1.51 — 1.60 1
1.61 —1.70

* Los sueros se absorbieron previamente con suero normal ovino y fosforil colina.
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Fig.3 — Ubicacién y comportamiento de las curvas de distribu-
ci6n de frecuencia de los valores de densidad 6ptica (DO) obte-
nidos en el ensayo inmunoenzimatico (EIE) para el grupo de
los 118 sueros hidatidicos (—e—e—e—). ¥ en los 114 sueros no
hidatidicos seleccionados por sus alto niveles de reactividad cruza-
da (—o—o==0-—), en los 10 sistemas estudiados. Los valores de
DO se presentan agrupados en intervalos de 0,10 unidades.

CUADRO 3

Diferencias entre la distribucién de frecuencia de los valores
de densidad éptica (DO) obtenidos en el ensayo inmunoenzi-
matico (EIE) entre los grupos de sueros hidatidicos y no hidati-
dicos seleccionados por sus altos niveles de reactividad cruza-
da. Los sueros absorbidos y sin absorber se estudiaron frente
a los 5 antigenos empleados. Valores de x? (Kolmogorov-
Smirnov) para cada uno de los 10 sistemas estudiados (P >
0,01).

Sueros
Antigenos No absorbidos Absorbidos
LHOT 78.6 128.1
P2A 61.6 122.8
S2A 23.4 93.5
P2B 60.7 94.0
S2B 104.5 135.5

DISCUSION

Las 232 personas cuyos sueros se emplearon
en este estudio fueron seleccionados en encues-
tas de poblacién por haber presentado en EIE,
usando el ALHT, valores DO = DO + 5S. Estu-
dios posteriores demostraron que 118 de esas
personas presentaban quistes hidatidicos mien-
tras que en las 114 restantes no pudieron demos-
trarse quistes. El andlisis de los resultados obte-
nidos en el presente estudio esta dirigido a cono-
ceren que medidaelusode alguna de lasfraccio-
nes antigénicas estudiadas y la absorcion previa
de los sueros disminuiria la deteccion de anti-
cuerpos no relacionados con la presencia de
quistes hidatidicos y en consecuencia aumen-
taria la proporcién de hidatidicos entre las per-
sonas seleccionadas.

Comparando el efecto dela oferta antigénica
en los resultados de EIE para ambos grupos de
sueros (Cuadro 1) puede observarse que en los
casos de las fracciones P2A, P2B y S2B hay una
significativa disminucién en los valores de DO
de algunos de los sueros no hidatidicos. Ello indi-
caria que se habria eliminado de esas fracciones
algunos antigenos que reaccionan con anticuer-
pos no relacionados a la presencia de quistes
hidatidicos. En el caso de la fraccion S2A se ob-
serva una concentracién de los valores de DO
en el centro de la escala lo cual podria interpre-
tarse como que esa fraccion contiene una eleva-
da proporcién de antigenos que reaccionan con
anticuerpos no relacionados a la presencia de
quistes hidatidicos. Ninguno de los 118 sueros
hidatidicos presenté frente a la fraccion P2A va-
lores de DO menores de 0,31, si tomamos este
valor como nivel de corte para esa fraccion, 42
sueros no hidatidicos quedarian por debajo y
podrian diferenciarse de los hidatidicos. Si se
hace identico analisis para P2B y S2B; 5 y 27
sueros de los 114 no hidatidicos podrian ser dife-
renciados y no serian seleccionados por el EIE.

Macromoléculas de diversos pesos molecu-
lares portadoras del hapteno fosforilcolina (FC)
han sido detectadas tanto en extractos como
en productos de excresion-secrecion de origen
parasitario. Este hapteno esta ampliamente dis-
tribuido en la naturaleza y se lo considera como
una de las causas delas reacciones cruzadas que
se observan en inmunodiagnéstico de enferme-
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dades parasitarias'3 1> 2!, SHEPHERD y McMA-
NUS!® identificaron el hapteno FC asociado a
macromoléculas del liquido hidatidico y sugirie-
ron su presenciaen el antigeno 5. El liquido hida-
tidico empleado en la preparaciéon de los antige-
nos contiene componentes séricos de la especie
de la cual se obtuvieron los quistes, y se ha suge-
rido que estos componentes podrian ser causa
de reacciones cruzadas® ‘% 22. Se ha observado
en poblacién general anticuerpos contra protei-
nas de origen animal®.

En estudios no publicados realizados en este
laboratorio, hemos detectado por EIE en pobla-
cion rural general, anticuerpos antiproteinas sé-
ricas ovinas que en algunas personas alcanzan
niveles que podrian ser causa o contribuir a pro-
ducir reacciones cruzadas. Comparando el efec-
to de 1a absorcion previa de los sueros con SNO
y FC asociado ala oferta antigénica, en los resul-
tados de EIE, se observa que para todos los anti-
genos empleados hay una significativa disminu-
cién de los valores de DO en ambos grupos de
sueros (Cuadro 2). Ello indicaria que en ambos
grupos habia sueros que contenian anticuerpos
anti SNO y/o FC y que su neutralizacién previa
produjo el descenso de los valores de DO. La
disminucién de los valores de DO es mucho mds
marcada en el grupo de los sueros no hidatidicos
aumentando de esa forma la proporcién de sue-
ros de este grupo que pueden discriminarse res-
pecto del grupo de los hidatidicos.

La marcada disminucién de DO de algunos
sueros hidatidicos podria interpretarse como
que en realidad una proporcién de los anticuer-
pos que estaban siendo detectados no eran pro-
ducto de la estimulacion por parte del quiste
sino de otro origen. Los resultados del analisis
por KOLMOGOROV-SMIRNOV (Cuadro 3) in-
dican que la absorcién mejora la discriminacién
de ambos grupos con todos los antigenos em-
pleados. El aumento de la discriminacién del sis-
tema S2A-absorcién (EIE-S2A/A) frente al S2A
sin absorber indicaria la presencia de una alta
proporcién de componentes séricos ovinos y/o
moléculas portadoras del haptene FC en esa frac-
ciéon. P2A/A, P2B/A y S2B/A son los sistemas
que concentran mayor nimero de sueros del gru-
po no hidatidico en los tres primeros intervalos
de DO del Cuadro 2. Analizando la relacién, sue-
ros hidatidicos que no se seleccionan/sueros no
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hidatidicos que no se seleccionan para niveles
de corte de DO de 0,10, 0,20 y 0,30 tendriamos
respectivamente para los sistemas P2A/A: 0/31,
2/67,12/85; P2B/A: 2/35,3/62, 15/84 y S2B/A: 0/45,
2/68, 5/89.

De losresultados analizados surge que el sis-
tema EIE que empleé como antigeno la fraccion
S2B conjuntamente con la absorcion previa de
los sueros con SNO y FC (EIE-SB/A) es el que
mejor discrimina los sueros hidatidicos de los
no hidatidicos con altos niveles de anticuerpos
no relacionados a la presencia de quistes hidati-
dicos y permite aconsejar su uso para busqueda
a campo de portadores asintomaéticos de quistes
hidatidicos en reemplazo del sistema EIE-LHT
actualmente en uso. Las evaluaciones del uso
a campo del sistema EIE-S2B/A estan siendo
realizadas actualmente.

Los dos antigenos mayores contenidos en
el LHT son los identificados como antigeno 5!
y antigeno B!'. El antigeno 5 puede presentarse
como un polimero de hasta 400 Kd formado por
subunidades de aproximadamente 60 Kd las
cuales en condiciones de reduccién dan origen
a2 moléculasde 40 y 20 Kd. El antigeno B puede
presentarse como un polimero de hasta aproxi-
madamente 150 Kd formado por subunidades
de 10 a 20 Kd que no son afectadas en condi-
ciones de reduccién'® ! ¥, DE FELICE y cols?®
estudiaron mediante SDS-PAGE en condicio-
nes de reduccién y no reduccion el precipitado
delliquido hidatidico obtenido pordialisis frente
a buffer acético/acetato 0,005 M pH 5,0 (P1B,
fig. 1) y concluyeron que contiene el antigeno
B, el antigeno 5, globulinas de la especie de la
cual se obtuvieron los quistes y contaminantes
menores. En el presente estudio la precipitacion
de P1B con sulfato de amonio al 40% segun
ORIOL y cols'* a permitido obtener dos fraccio-
nes: P2B, que contiene algunos componentes de
bajo peso molecular y concentra los contami-
nantes séricos de alto peso molecular, y S2B,
con muy poca contaminacién sérica y enrique-
cida en componentes de peso molecular inferior
a 30 Kd (fig. 2). El analisis por doble difusion
empleando el AcMo 3E5 demostré que en ambas
fracciones esta presente el epitope del antigeno
5 que reconoce este monoclonal.

La composicién probable de la fraccion S2B
podria definirse como una muestra enriquecida
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en componentes parasitarios de menos de 30 Kd
entre los cuales se encontrarian el antigeno B
y subunidades o fragmentos del antigeno 5, y
una muy ligera contaminacién con componen-
tes séricos de la especiede la cual se obtuvieron
los quistes. SHEPHERD y McMANUS! median-
te estudios por radioinmunoprecipitacion, SDS-
PAGE-transferencia y revelado por autorradio-
grafia observaron con sueros humanos normales
reacciones cruzadas con diversas poblaciones
moleculares del LHT destacando las de 68, 55,
38 y 20 Kd, mientras gue antigenos de 12 y 16
Kd no presentaban reacciones cruzadas con sue-
ros de pacientes con otras parasitosis relacio-
nadas. Recientemente MADDISON y cols!? em-
pleando con fines diagndésticos un EIE sobre
membranas de nitrocelulosa a las que se habia
transferido LHT previamente separado en SDS-
PAGE han identificado anticuerpos dirigidos
contra un antigeno de aproximadamente 8 Kd
que seria especifico parahidatidosis causadopor
E. granulosus. Es probable que tanto estos com-
ponentes parasitarios de bajo peso molecular
considerados especificos como los de 20 Kd res-
ponsables de reacciones cruzadas esten conte-
nidos en S2B junto con otros componentes para-
sitarios menores de especificidad desconocida.
La fraccion S2B es de facil y econdémica obten-
cion y seria una buena preparacién como punto
de partida para purificar estos antigenos consi-
derados especificos o para ser usada en la pro-
duccién de tiras de nitrocelulosa por SDS-PA-
GE-electrotransferencia para ser empleadas en
EIE con fines diagnésticos.

SUMMARY

Detection of asymptomatic hydatic cysts car-
riers by an enzymatic immunoassay.

An enzymoimmunoassay (EIE) as a scree-
ning test to select potential asymptomatic cyst
carriers among the general population of areas
under risk is being used in programs for the con-
trol of hydatic diseases caused by Echinococcus
granulosus in Argentina. The experience obtai-
ned up to date, applying this assay in population
surveys, indicates that depending on the preva-
lence in the area 10% to 30% of the individuals
selected did not show images compatible with
hydatic cysts. The purpose of the present study
was to improve the specificity of the test. To

this purpose, the influence of the modification
of the antigenic availability and the effect of the
absorption from the serum samples of antibodies
anti-normal ovine sera and anti-phosphorylcho-
line was evaluated. One hundred and fourteen
non hydatic sera selected because of their high
cross reactivity in EIE using the whole hydatid
antigen (WHA) and 118 hydatid sera, were stu-
died with four fractions of ovine hydatid cyst
fluid. The EIE employing the S2B antigenic frac-
tion with previous absorption of the sera (EIE-
S2B/A)was the system that discriminated better
hydatid sera from non hydatid sera with high
levels of cross reactivity. The replacement of the
EIE employing WHA by the EIE-S2B/A system,
for the active search of asymptomatic cyst car-
riers in field conditions, is proposed. The four
antigenic fractions were analyzed by double dif-
fusion and SDS-PAGE. The S2B fraction revea-
led a high content of parasitic components of
less than 30 Kd which probably includes antigen
B and subunits or fragments of antigen 5.
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