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Original Breve

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

EVALUACION DE LAS PRUEBAS DOT BLOT Y AGLUTINACION

DE LATEX PARA EL DIAGNOST[CO DE CISTICERCOSIS
EN PERU

Eduardo Miranda-Ulloa'® Roxana Sandoval-Ahumada?®, Eduardo Ayala’®
Juan Vasquez-Ampuero®¢

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar las pruebas dot blot y aglutinacion de latex para la deteccion de cisticercosis humana con
antigeno de liquido de cisticerco de Taenia solium, se usaron 125 sueros humanos, de los cuales 60 procedian de
personas con cisticercosis confirmada por Western Blot, 45 de personas con otras enfermedades parasitarias y
20 de personas aparentemente sanas. La concentracién 6ptima del antigeno para impregnar las tiras dot blot fue
de 0,01 ug/uL, y para impregnar las particulas de latex fue de 0,092 ug/uL. Para la prueba dot blot se encontré una
sensibilidad del 100% y especificidad del 87,7%; para la aglutinacion de latex una sensibilidad del 93,3% y especificidad
del 89,2%. Ambas pruebas podrian ser de utilidad y factibles de implementar como alternativas de diagnéstico serolégico
en laboratorios de areas endémicas del Peru.

Palabras clave: Cisticercosis; Ensayo de inmunoadsorcién enzimatica; Pruebas de fijacién de latex; Sensibilidad y
especificidad (fuente: DeCS BIREME).

ASSESSMENT OF DOT BLOT TESTS AND LATEX AGGLUTINATION
FOR CYSTICERCOSIS DIAGNOSTIC IN PERU

ABSTRACT

In order to evaluate dot blot tests and latex agglutination for the detection of human cysticercosis with liquid antigen
of Taenia solium cysticerci, 125 human sera were used, of which 60 were from people with cysticercosis confirmed
by Western Blot, 45 with other parasitic diseases and 20 apparently healthy. The optimal concentration of antigen to
impregnate dot blot strips was 0.01 ug/uL, and to impregnate the latex particles was 0.092 ug/uL. For the dot blot test,
a sensitivity of 100% and specificity of 87.7% was found. For latex agglutination, a sensitivity of 93.3% and specificity of
89.2% was found. Both tests may be useful and feasible to implement alternatives of serological diagnosis in laboratories
in endemic areas of Peru.

Key words: Cysticercosis; Enzyme-linked immunosorbent assay; Latex fixation tests; Sensitivity and specificity (source:

MeSH NLM).

INTRODUCCION

En el diagndstico de la cisticercosis cerebral se usan
andlisis seroldgicos y de imagenes. Los analisis de
imagenes como la resonancia magnética (RM) y la
tomografia axial computarizada (TAC) son poco accesibles
para la poblacion rural, no solo por el costo de la prueba,
sino también por la no disponibilidad de los equipos.
Los andlisis seroldgicos son utiles para la deteccion de
anticuerpos contra el cisticerco de Taenia solium. La

prueba de ELISA se usa como prueba de tamizaje ("2 y el
Western Blot como prueba de confirmacion. En el Peru se
estandarizé la prueba de Western Blot con antigenos de
fluido vesicular de larva de T. solium, con una sensibilidad
de 91% y una especificidad del 100%. Sin embargo, esta
técnica tiene la desventaja de requerir costosos equipos,
que son dificiles de adaptar en el area rural, o por la
existencia de laboratorios con infraestructura insuficiente.
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La cisticercosis es endémica en la mayoria de los depar-
tamentos del Peru ¢4, sin embargo, aun cuando todos
los departamentos cuentan con un Laboratorio de Re-
ferencia Regional (LRR) en salud publica, solo Junin,
Ayacucho y Cajamarca han implementado un método
de tamizaje para la deteccion de cisticercosis, siendo la
mayor dificultad de los LRR para realizar el tamizaje de
cisticercosis, la carencia de un lector de ELISA @.

Las pruebas dot blot y aglutinacién de latex fueron usadas
como alternativas de diagnoéstico para la deteccion de
otras enfermedades. La prueba de latex consiste en una
suspension de particulas de poliestireno sobre las cuales
se adhiere el antigeno del parasito. Si esta suspension se
enfrenta a una muestra en la cual hay anticuerpos con-
tra el antigeno, se produce un entrecruzamiento que se
visualiza como una aglutinacion ®. La prueba de latex
ha demostrado buen rendimiento diagnéstico cuando ha
sido utilizada para la deteccidon de equinococosis quis-
tica, hallando una sensibilidad del 98% y especificidad
del 90% ©. Existen reportes preliminares acerca de la
evaluacion de la prueba de aglutinacion de latex para
la deteccion de neurocisticercosis con resultados alen-
tadores ™.

La prueba dot blot es denominada ELISA de punto y fue
desarrollada como una modificacién del ELISA. Es una
técnica para la deteccion de anticuerpos similar al Wes-
tern Blot, pero difiere en que las proteinas antigénicas no
estan separadas electroforéticamente, sino que son im-
pregnadas a través de plantillas circulares directamente
sobre el papel de nitrocelulosa ®. Un estudio realizado
en Colombia concluye que el dot blot es una herramienta
diagndstica util, sencilla y promisoria para la realizacién
de estudios de cisticercosis en areas endémicas. Para la
ejecucion de los ensayos no se requiere de equipos es-
peciales y puede ser utilizado como un ensayo cualitativo
para cribar un gran nimero de muestras ©.

Ante la necesidad de los LRR y laboratorios de hospita-
les del Ministerio de Salud de diferentes zonas endémi-
cas de cisticercosis, de contar con pruebas de tamizaje
mas accesibles, el presente estudio tuvo como objetivo
evaluar la prueba dot blot y aglutinacion de latex para la
deteccion de cisticercosis en el Peru.

EL ESTUDIO

Estudio transversal de evaluacién de prueba diagnésti-
ca realizado durante los afios 2011-2012. Las muestras
fueron seleccionadas de la seroteca del Laboratorio de
Referencia Nacional de Zoonosis Parasitaria del Insti-
tuto Nacional de Salud del Peru. El estudio tuvo cua-
tro etapas diferenciadas: seleccién del panel de sueros
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positivos y negativos a cisticercosis; preparacion del
antigeno de cisticerco; preparacion del dot blot y aglu-
tinacion de latex, y determinacion del rendimiento diag-
noéstico de las dos pruebas. A continuacion se describe
cada una de las etapas.

SELECCION DEL PANEL DE SUEROS REFERENTES

Se selecciond por conveniencia 125 sueros, de los cua-
les, 60 procedieron de pacientes con cisticercosis con-
firmada mediante Western Blot, que constituyo el gold
standard; 20 sueros fueron de personas aparentemente
sanas, y 45 sueros procedieron de pacientes con otras
enfermedades: giardiasis (7), hymenolepiosis (6), asca-
riosis (6), entamoebiosis (5), Endolimax nana (4), hida-
tidosis (4), fasciolosis (4), toxoplasmosis (3), trichuriosis
(2), blastocystosis (2) y strongyloidiosis (2).

A los sueros procedentes de personas aparentemente
sanas y con otras enfermedades, se les confirmé su
negatividad a cisticercosis mediante la prueba de Wes-
tern Blot. Se define como persona aparentemente sana
aquella que luego de realizarle un chequeo médico ge-
neral clinico y laboratorial, presenta resultados negati-
vos a todos sus andlisis.

PREPARACION DEL ANTIGENO DE CISTICERCO

Para la obtencion de liquido de cisticerco de T. solium se
selecciond un cerdo naturalmente infectado con cisticer-
cos de T. solium de una zona endémica. El liquido fue
extraido y centrifugado a 40 000 rpm durante una hora a
4 °C. El sedimento fue descartado. En el sobrenadante
se determind la concentracion de proteinas por el
método de Lowry. La concentracion del antigeno fue de
1,2 ug/uL. La caracterizacion del antigeno de cisticerco
se realiz6 mediante electroforesis en gel de poliacrilami-
da para confirmar y caracterizar los componentes pro-
teicos (19,

PREPARACION DE LA TECNICA DOT BLOT Y AGLU-
TINACION DE LATEX

TECNICA DOT BLOT

Impregnacion del antigeno. Se impregndé cada tira de
nitrocelulosa (marca biorad) de 4 x 20 mm con 5 uL de
antigeno de cisticerco a una concentracion 6ptima de
0,01 ug/uL.

Método de ensayo. Cada tira fue saturada durante 30
min con PBS- Tween-0,05%, leche descremada al 5%
(PBS-TL). La determinacion de anticuerpos se realizd
mediante incubacién de 10 uL de suero diluido en 1 mL
de PBS-TL por una hora a temperatura entre 18 a 28 °C.
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Se lavo con 1 mL de PBS- Tween-0,05% (PBS-T) por 5
min, por cinco veces. Se adiciond un conjugado anti-IgG
humano marcado con peroxidasa (1 uL diluido en 1 mL
de de PBS-TL) por una hora. Luego se lavo las tiras con
1 mL de PBS T durante 5 min, por tres veces, y dos ve-
ces con solucién PBS pH 7,2. Se revelo la reaccion por
ocho minutos agregando 1 mL de PBS, 0,5 mg de diami-
nobencidina mas 1 uL de H,O,. Finalmente, se lavé con
agua destilada por 8 a 10 veces y se dej6 secar. Todo el
procedimiento se realizé a temperatura entre 18 a 28 °C
y en agitacion constante.

Interpretacion de resultados. Consistio en visualizar la
presencia de un punto de color marrén (reactivo o positi-
vo) o la ausencia de este (no reactivo o negativo). Cada
ensayo fue considerado valido si los controles positivo y
negativo reaccionaron concordantemente.

TECNICA AGLUTINACION DE LATEX

Impregnacion del antigeno de cisticerco a las parti-
culas latex. Se empled particulas latex de poliestireno
de 0,25 uym procedentes de Bangs Laboratories EE. UU.,
la suspension stock se preparé diluyendo la suspension
comercial 1:8 en buffer glicina pH: 8,2. (9 g NaCl, 1 g de
CaCl,, 7,31 g de glicina, 0,10 g de thimerosal y un litro
de agua destilada). La concentracion del antigeno para
la impregnacion de las particulas fue de 0,092 ug/uL.
(Reactivo de latex-cisticercosis).

Método de ensayo. La prueba se realizd en una placa
de plastico fondo oscuro. Se colocé 20 uL del suero mas
20 pL del reactivo de latex-cisticercosis y se homogenei-
z6 en un agitador de placas durante 30 min.

Interpretacion de resultado. La aglutinacion de las
particulas de latex correspondi6 a un resultado positivo.
En los sueros negativos las particulas permanecieron
en suspension. Cada ensayo fue considerado valido si
los controles positivo y negativo reaccionaron concor-
dantemente.

El analisis estadistico de la determinacion del rendimien-
to diagnéstico de las dos pruebas se realizd mediante la
sensibilidad y especificidad (.

El protocolo del estudio fue aprobado por el comité de
investigacion y el comité de ética del Instituto Nacional
de Salud del Pert.

HALLAZGOS
Las proteinas del antigeno de cisticerco de T. solium

visualizados en geles de poliacrilamida, fueron catorce:
fracciones 13, 14, 17, 18, 23, 24, 31, 35, 42, 50, 66,

Tabla 1. Resultados de las pruebas dotbloty aglutinacion
de latex usando sueros de pacientes con cisticercosis,
con otras parasitosis y personas aparentemente sanas

Aglutinacion
de latex
Positivos Negativos Positivos Negativos
Cisticercosis 60 0 56 4
Entamoebiosis
Hymenolepiosis
Ascariosis
Trichuriosis
Giardiasis
Strongioloidiosis
Endolimax nana
Blastocystosis
Hidatidosis
Toxoplasmosis
Fasciolosis

Aparentemente
sanos

Dot blot
Enfermedad
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97, 148 y 250 KDa. En este grupo se confirmd la
presencia de ocho proteinas diagnédsticas especificas a
cisticercosis, estas fracciones fueron: 13, 14, 17, 18, 23,
24, 31y 35 Kda.

En la prueba dot blot no se encontrd ningun suero
falso negativo con la concentracion de 0,01 ug/uL de
antigeno utilizado en la preparacion de las tiras. No se
encontré reaccion cruzada con sueros de personas
aparentemente sanas, ni sueros de pacientes con
entamoebiosis, hymenolepiosis, trichuriosis, Endolimax
nana y blastocystosis (Tabla 1). El ensayo duré 3 h 30 min.
La sensibilidad fue de 100% y la especificidad de 87,7%.

En la prueba de latex se encontré que la concentracion
optima det antigeno para impregnar las particulas fue de
0,092 ug/uL. No se reporto reaccion cruzada con sueros
de personas aparentemente sanas, ni con sueros
de pacientes con entamoebiosis, hymenolepiosis,
ascariosis, trichuriosis, Endolimax nana, blastocystosis
y toxoplasmosis (Tabla 1). El ensayo duré 30 min. La
sensibilidad fue de 93,3% y la especificidad de 89,2%.

DISCUSION

Los hallazgos mostraron mejor rendimiento del antige-
no de liquido de cisticerco con muestras de suero, lo
cual resulto superior al uso de antigenos purificados y
antigenos de membrana de cisticerco con muestras
de LCR. La mayoria de los antigenos purificados pro-
ceden del liquido de cisticerco debido a que constitu-
ye la mayor fuente de antigenos del cisticerco de T.
solium (1213)_ Otros reportes relacionados al diagndstico
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de cisticercosis sefalaron al dot blot como una prueba
con buen rendimiento diagnéstico para la deteccion de
anticuerpos contra cisticercos . En este trabajo no se
encontrd reacciones cruzadas con sueros de personas
aparentemente sanas ni con sueros de pacientes con
otras enfermedades parasitarias, lo cual indica que no
hubo inmundgenos comunes de esas parasitosis con el
antigeno de cisticerco preparado.

Un estudio de evaluacion de dot blot para cisticercosis
reportd una sensibilidad de 91,1%, y una especificidad
de 100% usando 125 sueros y siete glicoproteinas: (GP
50, GP 42-39, GP 24, GP 21, GP 18, GP 14 Y GP 13) "3,
Al contrastar con los resultados de la presente investiga-
cion, la sensibilidad que se obtuvo alcanzé el 100%, sin
embargo, la especificidad alcanzada fue menor. Las di-
ferencias entre ambos estudios se puede atribuir al tipo
de antigeno usado; ya que el uso de antigenos purifica-
dos incrementa la especificidad de la prueba (4.

En otro estudio sobre dot blot usando antigeno purificado
GP 24 contra 44 sueros de pacientes negativos a
cisticercosis, pero con otras enfermedades parasitarias,
se reportd 100% de especificidad. Antigenos de
extractos de membrana y liquido de cisticerco evaluados
contra un mismo panel de muestras de LCR, reportaron
una sensibilidad de 95,1 a 97,6% y una especificidad de
96,9 y 100% respectivamente (9,

La prueba de dot blot presentd reaccion cruzada con
sueros de pacientes con ascariosis, giardiosis, estron-
giloidiosis, hidatidosis, toxoplasmosis y con fasciolosis.
No obstante, dado el pequefio nimero de muestras con
estas parasitosis no es posible afirmar que haya reac-
ciones cruzadas importantes entre la prueba de este
trabajo y estas parasitosis. Por otra parte, es relevante
sefialar que la mayoria de los pacientes con estas enfer-
medades resultaron negativos a cisticercosis.

Sobre el uso de la prueba de aglutinacion de latex para
cisticercosis, s6lo se encontré dos reportes previos luego
de buscar en publicaciones nacionales e internacionales.
Un estudio realizado en Brasil evaluo la prueba de latex
usando 43 muestras de LCR, y obtuvo una sensibilidad
de 89,5% y una especificidad de 75% <5>_ La razén de
tener menor sensibilidad y especificidad que la obtenida
en el presente estudio, seria el tipo de muestra evaluada;
esta descrito que los anticuerpos contra cisticerco de T.
solium primero aparecen en suero y luego en LCR en
pacientes con neurocisticercosis ©.

La prueba de latex también fue evaluada para la deteccién
de antigeno de cisticerco de T. solium en LCR y en suero,
reportandose resultados de sensibilidad de 64,7 y 52,1%
y especificidad de 85,7 y 96% respectivamente. A pesar
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que la sensibilidad fue baja, esta prueba es relevante por
su buena especificidad, ya que el test es usado para el
seguimiento de los pacientes con neurocisticercosis luego
de su terapia ©. La aparicion de anticuerpos en suero
depende de una minima cantidad de inmunogenos. El
hecho de que la sensibilidad no alcance el 100%, podria
atribuirse a que algunos pacientes con un solo cisticerco
no produzcan la suficiente cantidad de anticuerpos para
ser detectada por alguna prueba en particular.

La prueba de latex presenté reaccion cruzada con sueros
de pacientes con giardiosis, estrongiloidiosis, hidatidosis, y
fasciolosis, la posible razén para estas reacciones seria el
uso de un antigeno que no solo tiene proteinas especificas,
sino también inespecificas, las cuales son comunes entre
parasitos. Actualmente, esta prueba se usa de manera
habitual en los LRR del Peru y solo las muestras positivas
pasan a ser confirmadas por Inmunoblot.

Recomendamos procesar la prueba de latex en
ambientes que no tengan demasiada ventilacién, con la
finalidad de evitar que durante el ensayo las muestras y
el reactivo se sequen. A diferencia de otras técnicas, la
prueba de latex es rapida, mas sencilla y no requiere de
sofisticados equipos para su desarrollo.

Entre las limitaciones del presente estudio se puede men-
cionar que no fue posible conocer si los pacientes con
cisticercosis presentaron cisticercosis muscular o subcu-
tanea. La continuacién del estudio involucra evaluar estas
pruebas en campo, midiendo la estabilidad y el tiempo de
expiracion de los reactivos para determinar la reproducibi-
lidad del kit y sus valores predictivos positivos y negativos.

Se concluye que ambas pruebas podrian ser de utilidad
como tamizaje en estudios de rutina en pacientes
con sospecha de cisticercosis y en investigaciones
epidemioldgicas en campo. Se espera que en un futuro
el Ministerio de Salud a través de la Estrategia Sanitaria
Nacional de Zoonosis y el Instituto Nacional de Salud
del Peru puedan producir estos dos kits in house y lo
distribuyan a los laboratorios regionales en areas rurales
y endémicas del Peru, para de esta manera contribuir
al control y vigilancia epidemioldgica de la cisticercosis
humana.
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