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Resumen

Introduccion. El seguimiento de pacientes interve-
nidos quirdrgicamente por hidatidosis hepatica (HH)
es fundamental para poder asegurar ausencia de in-
feccion. El objetivo de este trabajo ha sido determi-
nar el comportamiento en el tiempo de las inmuno-
globulinas (Ig) G y E especificas para Echinococcus
granulosus mediante la técnica de ELISA (ELISA-IgG
y ELISA-IgE) en individuos intervenidos quirurgica-
mente por HH.

Material y método. Cohorte concurrente de indivi-
duos intervenidos quirdrgicamente por HH entre
1994 y 2003 en el Hospital Regional de Temuco (Chi-
le). Se realizé un muestreo no probabilistico por con-
veniencia de pacientes con seguimiento minimo de
48 meses y determinaciones cualitativas anuales de
ELISA-IgE y ELISA-IgG. Se aplico estadistica descrip-
tiva, con calculo de porcentajes, medianas y valores
extremos.

Resultados. Se estudio a 52 individuos, 38 (73,1%)
mujeres, con una mediana de edad de 40 afios (16-75
anos). Se verifico que la mayor parte de los pacientes
tenia lesién tnica (34 casos, 65,4%); la mediana del
diametro de las lesiones fue de 12 cm y en 35 (67,3%)
pacientes se verificaron comunicaciones biliares. Se
observé una negativizacion progresiva de ELISA-IgE
y de ELISA-IgG, hasta alcanzar el 98 y el 84% al cuar-
to afno de seguimiento, respectivamente. Se detecto
un comportamiento erratico de ELISA-IgG, con viraje
de negativo a positivo en un 11% de los casos, en au-
sencia de imagenes quisticas radioldgicas o ecoto-
mograficas en el térax y el abdomen.
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Conclusiones. Se constaté un alto porcentaje de
negativizacion de ELISA-IgE. Se observé un compor-
tamiento erratico de ELISA-IgG de dificil interpreta-
cion.
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PRECISION OF ELISA-IGE AND ELISA-IGG
DETERMINATION IN THE POSTOPERATIVE FOLLOW-
UP OF PATIENTS WITH HEPATIC ECHINOCOCCOSIS

Introduction. Follow-up of patients undergoing sur-
gery for hepatic echinococcosis (HE) is essential to
ensure the absence of infection. The aim of this study
was to determine the behavior over time of specific
IgG and IgE to Echinococcus granulosus determined
by the ELISA technique (ELISA-lgG and ELISA-IgE) in
patients undergoing surgery for HE.

Material and method. We performed a concurrent
cohort study of patients who underwent surgery for
HE between 1994 and 2003 in the Regional Hospital
of Temuco, Chile. Non-probabilistic convenience sam-
pling was performed in patients with a minimum fo-
llow-up of 48 months and annual qualitative determi-
nations of ELISA-IgE and ELISA-IgG. Descriptive
statistics were applied, with calculation of percenta-
ges, medians, and extreme values.

Results. Fifty-two patients were studied, of whom
38 (73.1%) were women. The median age was 40 ye-
ars (16 to 75 years). Most of the patients had a single
cyst (34 patients, 65.4%); the median cystic diameter
was 12 cm. In 35 (67.3%) patients, biliary communica-
tions were found. Progressive negativization of ELI-
SA-IgE and ELISA-IgG was observed, reaching 98%
and 84% in the fourth year of follow-up respectively.
Erratic behavior of ELISA-IgG was detected, with a
change from negative to positive in 11% of the pa-
tients, none of whom had radiological or ultrasono-
graphic evidence of cysts in the thorax or abdomen.
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Conclusions. A high percentage of negativization
of ELISA-IgE was observed. The erratic behavior of
ELISA-lgG is difficult to interpret.

Key words: Hepatic echinococcosis. Immunologic tests.
Enzyme-linked immunosorbent assay. IgE. 19G. Follow-
up studies.

Introduccidn

La recurrencia de hidatidosis hepatica (HH) después
de la aplicacion de diferentes tratamientos alcanza cifras
de hasta un 19,4%™, por lo que el seguimjento de los
pacientes tratados por HH es fundamental. Este se pue-
de realizar mediante controles clinicos, técnicas de ima-
gen y de inmunodiagndstico (ID)®, métodos estos ultimos,
validos y confiables para la deteccién de anticuerpos anti
Echinococcus granulosus®.

El diagndstico temprano de una recurrencia puede re-
presentar una mejoria considerable en el tratamiento y el
pronostico. Lamentablemente, en la mayoria de los ca-
sos, las etapas tempranas de la reinfeccion, asi como de
la infeccion, son asintomaticas, lo que significa que la
unica forma de acceder a un diagndstico oportuno es
mediante la aplicacién de un tamizado o cribado riguro-
so, a través del tiempo, de las personas que se han trata-
do de HH.

Para realizar un cribado en este tipo de situaciones,
contamos con diversas técnicas de ID, entre las que des-
tacan las determinaciones por inmunoprecipitacion DD, o
arco 5.° de Capron, inmunoanalisis como ELISA (enzy-
me-linked immunosorbent assay) inmunoglobulina (lg) E,
y ELISA-IgG, pruebas de hemaglutinacion y la inmunoe-
lectrotransferencia o Western blott>S.

Sin embargo, el hecho de que la respuesta inmunoldgi-
ca en la hidatidosis sea muy variable, comporta que los
resultados obtenidos con ID dependan de una serie de
factores, como la técnica de laboratorio utilizada, el esta-
do evolutivo del o los quistes, su localizacién, el numero,
etc.5. Esto significa que todas las técnicas de ID disponi-
bles en la actualidad se caracterizan por una precision
imperfecta, con sensibilidades, especificidades y porcen-
tajes de clasificacion correcta que en términos generales
no superan el 90%7#. De este modo se entiende que una
prueba inmunolégica ideal es la que permite detectar con
una alta probabilidad de clasificacién correcta nuevos ca-
sos y recidivas eventuales después de un tratamiento
médico o quirtrgico®.

El objetivo de este trabajo ha sido determinar mediante
la técnica de ELISA el comportamiento en el tiempo de
los valores de IgG e IgE especificas para E. granulosus
en individuos intervenidos quirdrgicamente por HH.

Material y método
Disefio
Cohorte concurrente.
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Poblacion

Individuos intervenidos quirdrgicamente por HH por el primer autor
en el Servicio de Cirugia del Hospital Regional de Temuco (Chile). Se
considero para el estudio a pacientes operados tanto de forma electiva
como de urgencia, independiente del nimero de quistes, tamafio, loca-
lizacion y existencia de complicaciones evolutivas de la enfermedad. Se
realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia de los pacientes
con un seguimiento minimo de 48 meses y que contase con al menos
una determinacion anual de ELISA-IgE y ELISA-IgG. Se excluyé a pa-
cientes con: hidatidosis en otra localizacion, otras lesiones quisticas ab-
dominales, enfermedades hepaticas cronicas o insuficiencia organica
concomitante.

Protocolo de estudio

Los pacientes que participaron en el estudio forman parte de una co-
horte de individuos intervenidos por hidatidosis abdominal a partir de
1995, que cumplen con un protocolo de seguimiento que contempla
controles clinicos, bioquimicos, seroldgicos (ELISA-IgE y ELISA-IgG) y
de imagen a los 12, 24, 36, 48 y 60 meses de la intervencion
quirGrgica'. Se tuvo en cuenta el tiempo cero o basal de cada medi-
cion, el momento en que se practico la cirugia y, por lo tanto, el estan-
dar de referencia para la confirmacion diagnéstica de la enfermedad fue
el estudio de anatomia patoldgica de los especimenes quirtrgicos”®.

Diagndstico seroldgico

Las muestras se procesaron en el laboratorio de inmunologia del
Hospital Regional de Temuco y las determinaciones ulteriores se reali-
zaron del modo siguiente:

— Para la determinacién de ELISA-IgE, se utilizé como reactivo Rab-
bit anti-human IgE, diluido en amortiguador fosfato salino (PBS) (3 ul de
conjugado + 100 pl de PBS), que se incubd a 4 °C durante 12 h. Se blo-
qued la placa con PBS/suero albumina de bovino (SAB) al 2% (PBS +
SAB al 2%) durante 1 h a temperatura ambiente. Se diluyd las muestras
con PBS/Tween al 0,05% en proporcioén de 1:1 (p. ej., 100 ul de suero +
100 ul de PBS/Tween al 0,05%). Se elimind por centrifugado la solucion
PBS/SAB al 2% de la placa, y se agregaron 100 pl de las muestras y
controles diluidos, lo que se incubé durante 3 h a una temperatura de
37 °C. Se lavo la placa 5 veces con PBS/Tween al 0,05%. Se preparo el
conjugado con 1 pl de IgE + 1 ml de PBS/Tween al 0,05%, que se incu-
b6 durante 1,5 h a una temperatura de 37 °C. Se lavé la placa 5 veces
con PBS/Tween al 0,05%. Se agregaron 100 pl de sustrato (TMB-
DAKO) y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente. La reac-
cién se detuvo con 100 ul de H,SO, al 1 normal. Finalmente, se leyé la
coloracién en un lector de ELISA a 450 nm.

— Para la determinacion de ELISA-IgG, se preparé el antigeno IgG
en un buffer coating (para 100 ml de amortiguador se mezclaron 0,159
g de Na,CO, + 0,293 g de NaHCO, + 0,020 g de &zida sodica, ademéas
se agregaron 100 ml de agua destilada) y luego se pegé en placas de
poliestireno. Se mezclaron cuidadosamente los 100 ml de buffer coa-
ting mas una porcioén de IgG hidatidico; se colocaron 100 pl en cada
pocillo de la placa y se incubaron durante 12 h a una temperatura de
4 °C. Luego se bloqued con PBS/SAB al 2% durante 1 h a temperatura
ambiente y se elimind por centrifugado. Una vez descongelada la placa,
ésta se lavd y las muestras se diluyeron con PBS/Tween al ul 0,05% en
1:200. Posteriormente, 100 ul de muestra diluida se incubé durante 1 h
a una temperatura de 37 °C y luego se lavd 5 veces con PBS/Tween al
0,05%. El conjugado se preparé con 5 pl de anti-human IgG de cabra +
2,5 ml de PBS/Tween al 0,05%. Posteriormente se agregaron 100 pl de
conjugado, que se incubd a 37 °C durante 1 h. Luego, se lavo 5 veces
con PBS/Tween al 0,05% y se agregaron 100 pl del sustrato TMB-
DAKO (3,3, 5,5’ —tetramethylbenzidina + peroxidasa diluido en una so-
lucién de amortiguador-) durante 10 min a temperatura ambiente y se
detuvo la reaccién con 100 ul de H,SO, al 1 normal. Finalmente, se
efectud la lectura de la placa en un lector de ELISA a 450 nm.

— Se consideraron positivas todas las muestras cuya lectura fuera
igual o superior al punto de corte; éste se obtiene con la ecuacién VC =
Cneg N.° 1 + Cneg N.° 2 + 0,1 (VC: punto de corte; Cneg N.° 1: control
negativo N.° 1; Cneg N.° 2: control negativo N.° 2)''.
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Plan de analisis

Se realizé un andlisis exploratorio de los datos y se aplicd estadistica
descriptiva con célculo de porcentajes, medianas y valores extremos.

Resultados

Se estudié a 52 individuos, 38 (73,1%) mujeres y 14
(26,9%) varones, con una mediana de edad de 40 afios
(16-75 afos).

Dieciséis (30,8%) pacientes habian desarrollado algu-
na complicacion evolutiva de la enfermedad. Se verificd
que la mayor parte de los pacientes tenia lesion unica
(34 casos, 65,4%); la mediana del diametro de las lesio-
nes fue de 12 cm (5-30 cm) y en 35 (67,3%) pacientes se
verificaron comunicaciones biliares.

Se practicéd quistectomia subtotal en 35 pacientes
(67,3%), lobectomia en 9 pacientes (17,3%) y periquis-
tectomia en 8 pacientes (15,4%). Con una mediana de
seguimiento de 76 meses (49-125 meses) se constato
una morbilidad de 13,4%. En la serie en evaluacién no se
verificé mortalidad ni recurrencia de la enfermedad.

Respecto al comportamiento de las determinaciones
de ELISA-IgG y ELISA-IgE, se lograron evidenciar los he-
chos siguientes:

1. En el caso de ELISA-IgE, se observd una negativi-
zacion progresiva, que se verificé en el 78% de los casos
a partir del primer afio, hasta superar el 98% al cuarto
afo de seguimiento (fig. 1).

2. Respecto a ELISA-IgG, se verificé un comporta-
miento de negativizacion de tendencia mas lenta, que co-
menzd a manifestarse al primer afio en el 21% de los ca-
sos, para superar el 84% al cuarto afio de seguimiento
(fig. 1). Sin embargo, se constatd positivizacién a partir
del segundo afio de seguimiento en algunos pacientes
que en su determinacion anterior habian sido negativos
(casos en los que al repetir la medicion se volvi6 a obte-

con hidatidosis hepatica

ner un resultado positivo). En este sentido, se comprobd
que un 11,5% de los pacientes (6 casos) cambié de ne-
gativo a positivo en ausencia de imagenes quisticas ra-
diolégicas o ecotomograficas en el térax y abdomen. En
la mitad de estos casos, las mediciones posteriores si-
guieron siendo positivas, sin una explicacion plausible del
fenémeno.

Discusion

Se ha informado acerca de cifras de sensibilidad y es-
pecificidad para ELISA-IgG de 81,6 a 100% y 95%, res-
pectivamente’®'4, Ademas, en un estudio recientemente
publicado por nuestro grupo de trabajo, verificamos una
sensibilidad y especificidad del 83 y del 87%, respectiva-
mente, en nuestros pacientes®, en los que ademas ob-
servamos que ELISA-IgG tenia mayor rendimiento cuan-
do habia 2 o méas quistes (el 90 frente a el 77% en
individuos con quiste Unico); cuando los quistes eran de
un diametro superior a 15 cm (el 85 frente al 80% en pa-
cientes con quistes de menos de 15 cm de diametro), y
en pacientes con quistes multivesiculares comparado
con univesiculares (el 88 frente al 80%)8.

Force et al'® estudiaron varios métodos y buscaron el
que permitiera llevar a cabo un seguimiento de los pa-
cientes. Encontraron que el mayor problema que plante-
an los distintos métodos diagndsticos es el tiempo que
tardan en negativizarse, hecho ya sugerido por Ordufa
et al's.

Cuando la IgE disminuye tras la cirugia indica buen
prondstico®', y se asocia un aumento de ésta a una pro-
gresion de la enfermedad. Pero esta disminucion suele
observarse a partir de los 6 meses, y en algunos casos
puede llegar a varios afios. Otro inconveniente de la IgE
es su falta de especificidad, ya que aparece elevada en
otras parasitosis distintas de la hidatidosis y en otro tipo
de procesos no infecciosos, como cirrosis hepatica y en-
fermedades malignas'”.
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La determinacion de anticuerpos totales IgG parece
bastante dtil, ya que resulta sensible y especifica. Sin
embargo, en el ambito del seguimiento de pacientes in-
tervenidos quirdrgicamente, esto no parece ser asi, dado
el lento proceso de negativizacion y los resultados errati-
cos descritos (cambio de negativo a positivo y en algu-
nos casos nuevamente de positivo a negativo); situacio-
nes de dificil explicacion que podrian derivarse de
reacciones cruzadas con otras parasitosis, especialmen-
te por otros cestodos taenidos, como Echinoccocous
multilocularis y Taenia solium®'8. Por estas razones, algu-
nos grupos han desarrollado algunas estrategias de labo-
ratorio que han permitido avanzar en este ambito, y es
asi como se ha determinado que algunas subclases de
las inmunoglubulinas de tipo IgG podrian proporcionar in-
formacion de mayor utilidad, en especial la subclase
IgG,, de la que se ha informado que alcanza una gran
sensibilidad y especificidad para el diagndstico de HH,
con la disminucién de su sensibilidad y especificidad en
la hidatidosis extrahepatica®. Por su parte, la subclase
IgG, también aparece en otras parasitosis de larga dura-
cion, como equistosomiasis, filariasis y estrongiloidiasis
crénica’, ya que la sintesis de IgG, por los leucocitos de
sangre periférica depende de la produccion de interleuci-
nas (IL)?°2'. De este modo, Rigano et al* propusieron a
la IL-4 para el seguimiento de este tipo de pacientes y
han encontrado que los que responden al tratamiento
producen significativamente menos IL-4 que los que no
responden (esto implica una menor produccién de IgG, y
una menor produccién de IgG). En otro estudio, Navarro-
Zorraquino et al?® siguieron la evolucién de pacientes con
HH e hidatidosis pulmonar tras la cirugia, con la medicion
de los valores de IL-4, y encontraron resultados simila-
res. La exposicién antigénica continua a la que se en-
cuentran sometidos los pacientes infectados por E. gra-
nulosus implica que la produccion de IL-4 sea elevada vy,
por tanto, la IgG, alcance valores mayores. Cuando el
quiste desaparece o se calcifica, la produccion de antige-
nos parasitarios desciende hasta valores indetectables,
no hay produccién de IL-4 y la IgG, disminuye hasta valo-
res negativos. En otro estudio, Ravinder et al® midieron
los valores de antigenos en suero de pacientes afectados
y encontraron que tras someterlos a intervenciones qui-
rdrgicas, las concentraciones de antigenos circulantes
descendian gradualmente a partir del séptimo dia, y de-
saparecian después del primer mes de la intervencién y
del sexto mes de tratamiento farmacoldgico (la subclase
IgG, se negativizaria si la evolucion fuera favorable, se
positivizaria en pacientes asintomaticos si éstos presen-
taran recaidas, y se mantendria constante si la cirugia no
hubiera sido completa). Guerri et al** demostraron que en
los pacientes a los que se extirp6 con éxito la lesién hida-
tidica, la subclase de IgG, se negativizé tempranamente,
a diferencia de los pacientes en los que se produce reci-
diva de la enfermedad, en los cuales se ha verificado que
los titulos de 19G, se mantienen elevados®'#2, Por las
consideraciones antes expuestas, parece razonable sos-
tener que la IgG, podria ser un marcador efectivo para
llevar a cabo un seguimiento de pacientes con HH, y que,
junto a la subclase IgG,, podria ser util en el diagndstico
de esta afeccidn, pero tendrian el inconveniente de su
escasa disponibilidad en el mercado.
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Otros grupos han ensayado protocolos de seguimiento
a partir de la realizacion de determinaciones con ELISA-
IgE y ELISA-IgM especificas?252%, asi como con la com-
binacién de determinaciones IL-4 y de determinacion de
la expresion en el ARNm de citocinas mediante reaccion
en cadena de la polimerasa de transcripcién inversa?,
con lo que se obtienen resultados aceptables que sugie-
ren que la deteccion de antigenos circulantes también es
relevante como método de seguimiento posquirdrgico y
de control de las dinamicas de crecimiento y/o la activi-
dad de los quistes®?'%8,

En conclusion, se constatd un alto porcentaje de negati-
vizacién de ELISA-IgE a corto plazo, aun cuando el 100%
de ésta no se alcanzd en el tiempo estudiado. Se observo
un comportamiento erratico de ELISA-IgG, dificil de inter-
pretar, que podria corresponder a falsos positivos.
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